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RESUMEN

La presente tesis aborda la sintesis de un catalizador y un adsorbente y su
aplicacion en eliminacion de colorantes fenolicos en dos etapas, una de oxidacion
avanzada y luego otra de adsorcion. Hematin y diferentes Oxidos de hierro
nanoparticulados (magnetita y ferritas) han sido estudiados por el grupo de Catélisis
como miméticos de enzima peroxidasa y catalasa. Asimismo, se ha explorado la
inmovilizacion de hematin sobre &xidos de hierro y quitosano, evaluando sus
capacidades cataliticas y adsorbentes. En funcion de los logros alcanzados y las
dificultades reportadas, este trabajo combind la accion de hematin y de magnetita
nanoparticulada. Se soportd el biomimético sobre esferas magnéticas de quitosano
obteniendo un material estable en el medio de reaccion. Se optimizé el procedimiento
de sintesis, y se aplico en remocion de colorantes (azoico y antraquindénico) en
soluciones individuales y mezcla. Se logro, a traves de la sintesis por coprecipitacion,
una distribucién uniforme de las nanoparticulas de magnetita en el sélido y se optimiz6
la inmovilizacidn de hematin. Se obtuvo un catalizador eficaz y eficiente en términos de
la remocién de colorantes en sistemas modelo, por unidad de agente oxidante (H202)
consumido y masa de material activo en reaccion. Se evalud la actividad del catalizador
utilizando un efluente sintético tipo textil, obteniendo resultados aceptables de
eliminacion de los colorantes, incluso al reutilizarse. Adicionalmente, se sintetizo un
adsorbente esférico compuesto por quitosano y biomasa derivada del fruto de Araujia
sericifera. El sélido presentd capacidades de adsorcion disimiles al comparar la
remocion del colorante antraquinonico respecto al azoico. Estos resultados se
correlacionaron con un estudio sobre las formas de adsorcion de los colorantes sobre el
quitosano a través de modelado computacional simple y con el ajuste de los resultados
experimentales a los modelos Langmuir y Freundlich. Finalmente se aplicé un proceso
en dos etapas, oxidacion avanzada seguida de adsorcion, a soluciones con mezcla de
colorantes en sistema modelo y en efluente sintético. La etapa de oxidacion presento
reducciones considerables de demanda quimica de oxigeno, carbono organico total y
conductividad, mientras que se encontré un aumento de algunos parametros en la etapa
de adsorcion. Si bien es necesario optimizar la estabilidad del solido adsorbente,
presenta potencial considerando que la incorporacion de la biomasa no fue en

detrimento de la capacidad de adsorcion del quitosano.



ABSTRACT

This thesis addresses the synthesis of a catalyst and an adsorbent and their
application in removing phenolic dyes through a two-stage process: advanced oxidation
and adsorption. Hematin and several nanoparticulate iron oxides (magnetite and ferrites)
have been studied by the Catalysis group as mimetics of peroxidase and catalase
enzymes. Additionally, hematin immobilization on iron oxides and chitosan has been
explored, and their catalytic and adsorptive capacities have been evaluated. In view of
the achievements attained and challenges reported, this study combined the actions of
hematin and nanoparticulate magnetite. Hematin was supported on magnetic chitosan
beads to produce a stable material in the reaction medium. The synthesis procedure for
this solid was optimized and applied to remove azo and anthraquinonic dyes from
individual and mixed solutions. Through coprecipitation synthesis, a uniform
distribution of magnetite nanoparticles in the solid was achieved, and hematin
immobilization was optimized, resulting in an efficient solid for dye removal in terms of
oxidizing agent (H202) consumption and the active material mass used in the reaction.
The catalytic activity was assessed employing a synthetic effluent, demonstrating
satisfactory dye removal efficiency even after multiple reuse cycles. In addition, a
spherical adsorbent composed of chitosan and biomass derived from the fruit of Araujia
sericifera was synthesized. The solid exhibited different adsorption capacities when
compared to anthraquinonic and azo dye removal. These results were correlated with a
study about the adsorption mechanisms of the dyes on chitosan using simple
computational modeling and fitting experimental results to Langmuir and Freundlich
models. Finally, the system was applied in a two-stage process: advanced oxidation
followed by adsorption, using dye mixtures in a model system and synthetic effluent.
The oxidation stage resulted in significant reductions in chemical oxygen demand, total
organic carbon, and conductivity, while increases in some parameters were observed
after the adsorption stage. Although the stability of the adsorbent solid still requires
optimization, it shows potential, as the incorporation of biomass did not diminish the

adsorption capacity of chitosan.
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Capitulo I

Introduccion

1.1. Industria textil y los procesos de tefiido

El agua es una de las matrices ambientales mas importantes, cuya disponibilidad
tanto en cantidad como en calidad, es un factor clave para los ecosistemas y la salud de
la poblacion. Las actividades antropicas, particularmente las industriales, estan asociadas

a un enorme consumo de este recurso.

La industria textil utiliza un gran nimero de sustancias quimicas en sus procesos, y
se estima que se consumen aproximadamente 200 L de agua por kg de producto
manufacturado, generando importantes volumenes de efluentes de diversa y compleja
composicion [1]. El proceso de elaboracion de productos textiles consiste en una serie de
operaciones unitarias que tienen como objetivo acondicionar la materia prima como
algodon, lana, fibras sintéticas, o mezcla de los mismos, hasta obtener el producto
terminado. El consumo del recurso hidrico varia de acuerdo al tipo de fibras del material

de partida y a los procesos realizados [2].

Las aguas residuales textiles representan alrededor del 65% del total de efluentes a
nivel mundial. Adquieren gran importancia debido a su alto contenido de compuestos
organicos sintéticos como colorantes, surfactantes y moléculas persistentes, como las
sales metalicas [3]. Entre el 15 y el 20% de la masa total de colorantes aplicados se pierde
en los procesos de tefiido, descargando aproximadamente 1.000.000 de kg de colorantes
por afio en los efluentes [4]. La composicion de los efluentes textiles varia desde una
fabrica a otra en funcidn de los procesos, el equipamiento usado, los quimicos empleados,
e incluso las tendencias en los productos textiles demandados. Sin embargo, en términos
generales son fuertemente coloreados, con valores elevados de demanda quimica de
oxigeno (DQO) y de demanda bioldgica de oxigeno (DBO), pH entre neutro y alcalino,
y temperaturas entre 35 y 45 °C [5].
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En una industria textil tipica, los tejidos son elaborados a partir de fibras, las cuales
son expuestas a una serie de procedimientos en huimedo hasta obtener el producto final

[6], [7] (Figura 1.1).

El proceso de encolado es el primer paso para la preparacion, e involucra la adicion
de agentes de encolado como almidon, polivinil alcohol y carboximetil celulosa para
hacer las fibras mas fuertes y reducir las roturas. Estos agentes interfieren en los procesos
posteriores como el tefiido, estampado y acabado. Es necesario una etapa de desencolado
para eliminar los quimicos afiadidos mediante hidrdlisis o un agente de oxidacioén

(enzimas, bromuro de sodio, cloruro de sodio o peroxido de hidrogeno (H202)).

El lavado consiste en el agregado de una solucion alcalina (hidréxido de sodio,
hidroxido de potasio o carbonato de sodio) con el fin de remover aceites y ceras presentes
en las fibras. Luego, el proceso de blanqueamiento se utiliza para eliminar color no
deseado y otorgar brillo a las fibras mediante la adicion de quimicos blanqueadores como
hipoclorito de sodio, H202 y 4cido peracético. El acido peracético es una alternativa

ambientalmente benigna al hipoclorito de sodio.

La mercerizacion mejora el aspecto de la fibra, su resistencia y la posterior absorcion
del colorante. Se lleva a cabo mediante la adicion de hidréxido de sodio concentrado. La
aplicacion de agentes de neutralizacion, que incluyen acido acético o acido férmico, es

requerida para neutralizar las fibras luego de este procedimiento.

El proceso de tefiido es un importante paso en la manufactura de productos textiles.
El tefiido implica el uso de colorantes en solucidon acuosa, mientras que en el estampado
el colorante se aplica en forma de pasta espesa. El objetivo es impartir color a las fibras,
para ello, los colorantes se aplican con diferentes productos quimicos (metales, sales,
tensioactivos, auxiliares organicos, sulfuro, formaldehido, entre otros) que mejoran la
union entre los colorantes y el tejido. En esta etapa se introducen metales en el efluente,

los cominmente encontrados son zingc, hierro, mercurio, plomo, cobalto, cobre y cromo.

Finalmente, en el proceso de acabado se confieren propiedades definidas (suavidad,

impermeabilidad, accion antibacterial, proteccion UV, entre otras) al tejido.

La generacion de aguas residuales en gran volumen y con elevadas cargas de
contaminantes es uno de los principales aspectos ambientales asociados a las actividades

de una industria textil. Los componentes de estos efluentes, ademas de otorgar al agua un
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aspecto inaceptable, pueden conferir toxicidad tras su descomposicion parcial, con el

potencial de contaminar el suelo, los sedimentos y las aguas superficiales cercanas.

Las principales caracteristicas de los efluentes textiles crudos o parcialmente tratados
se presentan en la Tabla 1.1. En términos generales presentan valores elevados de color,
pH, solidos suspendidos, DQO y metales. Los valores altos de DQO, representan una de
las mayores preocupaciones. Este parametro se asocia al contenido de materia organica
que puede ser oxidada quimicamente. Una fraccion elevada de este contenido organico
suele no ser biodegradable. La materia orgdnica biodegradable presente en agua puede
cuantificarse a través de la DBO. Los efluentes textiles suelen tener relaciones de
DBO/DQO cercanas a 0,25, indicando un alto contenido de materia organica no
biodegradable. Adicionalmente, se conoce que los efluentes textiles se caracterizan por

altas concentraciones de sales inorganicas, que pueden aumentar la conductividad.

ENCOLADO/DESENCOLADO

Almidon, polivinil acohol,

carboximetil celulosa, \ LAVADO

enzimas, NH3, NaBr, NaCl,

H202. Aumento de DBO y NaOH, KOH, NaCOs,

DQO. surfactantes, detergentes,

BLANQUEAMIENTO grasas, solventes.

Hipoclorito de sodio, H202,

acido peracético, silicatos N\ 2

de sodio, estabilizadores MERCERIZACION

organicos. NaOH, 4cido acético,
e acido formico.

TENIDO/ESTAMPADO

Colorantes, metales, sales,

P

tensioactivos, auxiliares 0 6 ACABADO
organicos, sufuro,
formaldehido, solventes. Resinas, ceras,

suavizantes, solventes.

Figura 1.1 — Procesos tipicos en una industria textil.
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Tabla 1.1 — Rango de valores para los principales parametros de caracterizacion de efluentes
textiles segun reportes en literatura [8], [9], [10], [11], [12], [13], [14], [15], [16], [17], [18], [19],
[20].

Parametro Rango de valores reportados
pH 6-11
Temperatura (°C) 35-45
Carbono organico disuelto (mg L) 300-3.750
Demanda quimica de oxigeno (mg L™) 150-12.000
Carbono organico total (mg L) 30-670
Demanda biologica de oxigeno (mg L) 80-6.000
Oxigeno disuelto (mg L) 1,1-4,0
Sélidos disueltos totales (mg L) 2.900-3.100
Cloruros (mg L™ 740-3.300
Conductividad (mS cm™) 2-9

Es importante considerar que, si bien se presentan rangos de concentraciones en
funcion de la literatura revisada, pueden encontrarse efluentes cuyos parametros de
calidad se encuentren por fuera de los mismos. Esto se debe a la marcada variabilidad de
la carga de contaminantes en los efluentes textiles. A modo de ejemplo, se presenta en la
Tabla 1.2, los valores de pH, DQO y DBO de efluentes provenientes de diferentes sectores
textiles.

Tabla 1.2 — Valores de pH, DQO y DBO en efluentes procedentes de diferentes sectores textiles
[21].

Parametro Hilo Tejld,o Tejido Género punto Lavado Lana
algodon lana
pH 7-11 8-13 5,5-8 5,5-9 8-11
DQO 1 500-1.000 1.500-3.000 300-1.500 800-1.800 20.000-60.000
(mg O:L7)
DBO
1 200-350 400-1.000 100-600 250-500 6.000-20.000
(mg O, L")

1.2. Colorantes

Los colorantes son sustancias coloreadas naturales o sintéticas que se utilizan para
otorgar color a diferentes sustratos [22]. Son compuestos quimicos caracterizados por
absorber en la region visible del espectro electromagnético (400 a 700 nm), y el color que
presentan a la vista se asocia a la radiacion no absorbida por la muestra coloreada. Tal
como se presenta en la Tabla 1.3, el color visible varia en funcion de la longitud de onda

absorbida [23].
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Tabla 1.3 — Relacion entre la absorcion en determinados rangos de longitud de onda y el color a

la vista [23].

Longitud de onda (nm)

Absorbe en el

Color a la vista

400-435 Violeta Amarillo-verde
435-480 Azul Amarillo
480-490 Azul-verde Naranja
490-500 Verde-azul Rojo
500-560 Verde Puarpura
560-580 Verde-amarillo Violeta
580-595 Amarillo Azul
595-605 Naranja Azul-verde
605-650 Rojo Verde-azul
650-750 Purpura Verde

Inicialmente, hasta el siglo XIX, los colorantes provenian de fuentes naturales.
Luego, la reaccion Perkin permitié el desarrollo de un gran nimero de colorantes
sintéticos de diferentes tipos de acuerdo al cromoforo presente en su estructura quimica.
La reaccion mencionada fue desarrollada por William Henry Perkin en 1868 y se emplea
principalmente para sintetizar compuestos con dobles enlaces conjugados con anillos
aromaticos, que son relevantes en la produccion de fragancias, colorantes y productos

farmacéuticos [24].

Los colorantes son compuestos organicos que consisten en cromoforos (-NOz, -NO,
-N=N, -C=0, -C=S, -C=C, entre otros) y auxocromos (-OH, -NHz, -NHR, -NR2, -CI, -
COOH, entre otros) [25], [26]. Los cromoforos son responsables de impartir color. Los
auxocromos mejoran la intensidad del color, influyen en la solubilidad del colorante, o
producen desplazamientos de la absorcion hacia longitudes de onda mas largas o mas
cortas (efecto batocromico o hipsocromico, respectivamente). En la Tabla 1.4 se presenta
una clasificacion de los colorantes que se basa en las técnicas utilizadas para su aplicacion
y, por lo tanto, en la estructura quimica del sustrato y de la sustancia cromogénica
(cromoforos, auxocromos y grupos auxiliares). Hay mas de 100.000 tipos de colorantes
en el mercado [27], el 60-70% de los mismos corresponde a los azoicos [22], [25]. El
grupo de colorantes azoicos se caracteriza por tener estructuras complejas y estables

debido a la combinacion del grupo azo con anillos aromaticos [26], [28], lo cual dificulta

21



| Capitulo I — Introduccion

su biodegradacion. De acuerdo con Easton (1995), el segundo grupo més importante
corresponde a los compuestos antraquinonicos, que representan alrededor del 15% del
total de los colorantes [29]. Se estima que el mercado de colorantes y pigmentos mundial

alcanzard los 49,9 billones de ddlares en 2027 y que la aplicacion textil sera la dominante

[30].

Tabla 1.4 — Clasificacion y caracterizacion de los colorantes segun su aplicacion [23].

Colorantes Caracteristicas
Directos Acidos Aniodnicos solubles. Tienen grupos acidos (SO3H, COsH, NO,, OH)
Basicos Cationicos solubles. Tienen grupos basicos (NHMe,", NH,Me",
NMe,, NH»)

Sustantivos ~ Grupos polares (sales sodicas, potasicas o de amonio de un

sustituyente acido sulfonico)

Dispersos Poco solubles en agua. Solubles en solventes organicos y/o fibras sintéticas no

polares.

Transferidos Se transfieren desde un sustrato inerte al tejido por contacto

Reactivos Tienen un grupo reactivo en la molécula que se une a la fibra mediante enlaces

covalentes formando ésteres o éteres.

VAT ? Son insolubles en agua, pero por reduccion forman una sal soluble incolora
(compuesto leuco). Cuando se impregna en la fibra, se expone al aire y se oxida el

compuesto quedando adherido el cromdgeno a la fibra impartiendo color.

De azufre Son insolubles en agua, contienen azufre como parte del cromoforo o enlazando la

cadena del polimero (-S-S-).

Pigmentos Sustancias insolubles en agua y en las fibras a tefiir, requieren aglutinantes.

Nota: * Se denominan VAT porque requieren su reduccion en una tina o vat de tintura.

1.3. Efluentes textiles e implicancias ambientales

Las operaciones de manufactura o procesamiento textil vierten considerables
cantidades de efluentes, con tratamiento insuficiente o nulo, en cuerpos de agua y generan
impactos negativos sobre los ecosistemas acuaticos [27]. Dentro de estos efectos
indeseados se puede mencionar turbidez, eutroficacion, deterioro de la vida acudtica y
problemas estéticos [31]. Los colorantes impiden el paso de la luz solar [28], reduciendo
la fotosintesis con la consecuente disminucion del oxigeno disuelto en el agua [32].
Ademas, la salud de la poblacién es puesta en riesgo debido a los efectos toxicos y

carcindgenos que algunos de ellos presentan [1], [33], [34].
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En este sentido, las Naciones Unidas han establecido una serie de Objetivos de
Desarrollo Sostenible (ODS) con metas especificas a ser alcanzadas para el 2030, que

incluyen el cuidado, la gestion y el saneamiento del agua [35].

Por lo tanto, el desarrollo de procesos eficientes capaces de producir efluentes que
no excedan los limites permisibles para los diversos contaminantes es una necesidad real
ante el contexto global actual. Estos procesos deben cumplir con ciertos requisitos que
respondan a los 12 principios de la Quimica Verde, que ha sido definida como “el disefio
de productos quimicos y procedimientos que permitan reducir y eliminar la sintesis y uso
de sustancias peligrosas” [36]. Tales requerimientos incluyen, entre otros, seguridad
ambiental, bajo costo y eficiencia para remover grandes cantidades de colorantes en

periodos cortos de tiempo [37].

1.4. Tratamientos convencionales para efluentes textiles

El tratamiento de un efluente textil comiinmente comienza con un pretratamiento en
el cual se remueven, por cribado o tamices, los materiales gruesos en suspension, como
hilos, pelusas, trozos de tejidos, fibras y trapos. Posteriormente, se realiza la remocion de
solidos suspendidos finos y grasas. El efluente se decanta para remover las particulas en
suspension, por lo general mediante un proceso de coagulacion/floculacion [38]. Suele
realizarse una homogeneizacion y ajuste de pH, siendo 6ptimos valores entre 5y 9 [39].
Los tratamientos primarios remueven 80-90% de sélidos suspendidos, 40-70% de la
DBO, 30-60% de la DQO, 80-90% de bacterias, 50-70% de la materia suspendida total,
y entre 30-40% de la materia organica [40]. En términos generales, las desventajas de los
procesos de tratamiento primario (fisico-quimicos) incluyen la formacion de lodos que

deben tratarse y disponerse, y el requerimiento de grandes areas de terreno.

Los tratamientos bioldgicos son usualmente aplicados luego de los tratamientos
primarios, siendo combinados con una o més etapas de tratamiento fisicoquimico, como
sedimentacion, tamizado, coagulacion, ultra filtracidon o adsorcion sobre carbon activado.
Los tratamientos bioldgicos, aerdbicos y anaerdbicos, no son versatiles frente a la gran
variacion en la composicion de los efluentes (pH, conductividad, turbidez, entre otros
pardmetros). Particularmente, los efluentes textiles varian drasticamente en su
composicion de acuerdo a la fabrica de origen e incluso dentro de una misma planta.
Ademas, se requieren grandes areas y la eficiencia en la decoloraciéon no siempre es

satisfactoria. La eficiencia esta relacionada de manera directa con la relacion DBO/DQO.
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En términos generales, un colorante industrialmente aplicable debe ser resistente a la
exposicion a la luz, a lavados o a tratamientos de blanqueado, por lo que son altamente
recalcitrantes. Como se mencion6 con anterioridad, la relacion DBO/DQO en un efluente
textil suele ser baja, lo cual conduce a una reduccion insuficiente en la DQO mediante
procesos de degradacion biologicos. Ademas, la presencia de metales pesados toxicos en
los efluentes afecta el crecimiento de los organismos, interfiriendo en la eficiencia del

tratamiento.

En consecuencia, se suelen requerir tratamientos terciarios. La remocion de
moléculas complejas de colorantes de los efluentes se ha realizado a través de diversas
técnicas tales como adsorcion [41], [42], coagulacion/floculacion [31], [43], membranas
de nano y ultrafiltracion [44], [45], oxidacion quimica [46], y métodos bioldgicos usando
enzimas [47]. La Tabla 1.5 presenta las ventajas y desventajas de los principales métodos
de tratamiento para la remocion de colorantes. Algunos tratamientos o la combinacion de
ellos podrian ser eficientes, pero sus costos prohibitivos de inversion y mantenimiento o
la generacion de residuos secundarios imponen limitaciones para su aplicacion a gran

escala [48], [49].
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Tabla 1.5 — Ventajas y desventajas de métodos convencionales para la remocion de colorantes [7], [22],
[31], [42], [43], [44], [46], [47], [50], [51], [52].

Tratamiento

Ventaja

Desventaja

Adsorcion (materiales no

magnéticos)

Aplicacion simple y altamente
efectiva.
Preparacion de adsorbentes a

partir de residuos.

Dificultad en la separacion del adsorbente del
medio de reaccion y en la regeneracion para
reuso.

Ineficiente para algunos colorantes.
Generacion de residuo a disponer.

Costo dependiente del material usado.

La modificaciéon quimica del adsorbente es
requisito para mejorar la capacidad de

adsorcion.

Membranas de ultra y

nanofiltracion

Alta eficiencia para todo tipo de
colorantes.
Estabilidad quimica y térmica a
largo plazo.

Resistencia mecanica alta.

Costo  considerable de  operacion y
mantenimiento.

Operacion a presiones altas.

Corto tiempo de wuso y posibilidad de
atascamientos.

Generacion de lodos concentrados.

Coagulacién/floculaciéon

Operacion simple y efectiva.
Remocion completa de color.

Uso de coagulantes naturales.

Costo elevado de reactivos.

Formacion de subproductos de degradacion.
Ineficiente remocion de colorantes altamente
solubles.

Los coagulantes quimicos no son adecuados
ambientalmente.

Requisito de combinar con otras técnicas para

lograr eficiencias altas.

Oxidacién quimica

Completa  degradacion  de
colorantes.

Tiempos de reaccion cortos.

Baja tasa de degradacion de H202 como agente
oxidante.

Generacion de lodos que requieren tratamiento
y disposicion.

Ajuste de pH.

Costos elevados.

Oxidacion enzimatica

Efectiva degradacion de
compuestos recalcitrantes.

Operacion a concentraciones
altas de contaminantes vy
condiciones medias de pH y

temperatura.

Altos costos de produccion, purificacion y
almacenamiento de enzimas.

Falta de estabilidad y pérdida de actividad en
condiciones como pH no fisiologico,
concentraciones altas de H202, temperatura

elevada o presencia de inhibidores.
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1.5.  Procesos de Oxidacion Avanzada para el tratamiento de efluentes textiles
Se han dedicado grandes esfuerzos para desarrollar métodos novedosos y
econdmicamente sostenibles para el tratamiento de efluentes textiles. Los procesos de
oxidacion avanzada (POAs, o AOPs por sus siglas en inglés, advanced oxidation
processes) han sido propuestos en los ultimos afios como alternativas eficaces para la
remediacion de suelos y aguas contaminadas [53]. Los POAs se basan en procesos
fisicoquimicos capaces de producir cambios en la estructura quimica de los
contaminantes a través de la generacion de especies reactivas de oxigeno (ROS, por sus
siglas en inglés, reactive oxygen species). Entre los ROS se encuentran peréxidos (H20z),
superoxidos (O2™) y radicales hidroxilos (OH"). Estos son capaces de oxidar la materia
organica de manera efectiva logrando, en el mejor de los casos, la mineralizacion de
contaminantes orgdnicos recalcitrantes en dioxido de carbono, agua y aniones
inorganicos, evitando la formacion de subproductos o residuos peligrosos. De este modo,

pueden lograrse importantes disminuciones de la DQO.

A pesar del gran progreso alcanzado en términos del entendimiento y aplicacion de
los POAs, muchos procesos estan actualmente limitados a la escala laboratorio o piloto
[53]. Dentro de los POAs, algunos requieren un aporte externo de energia utilizando
H202/ luz ultravioleta (UV), O3/UV y H202/03/UV mediante la fotdlisis UV de H20:2 y/u
O3 para generar ROS. En general, estos procesos son costosos y complejos en la practica
para ser aplicados a sistemas reales porque involucran la combinaciéon de distintos
métodos de tratamiento [54] con equipamientos especificos y recursos humanos

especializados.

Diversas investigaciones consideran los POAs utilizando radicales sulfatos (SR-
AQOPs) como oxidantes [55], [56]. Dado que se emplean precursores que contienen azufre,
los productos de degradacion podrian ocasionar impactos negativos en los cuerpos de
agua receptores [57]. En cuanto a su aplicacion practica, variables como el pH, la dosis
de los reactantes, la coexistencia de sustancias y el tipo de contaminante influyen en el
SR-AQP [58]. También, dentro de la bibliografia se encuentran estudios que proponen
POAs con H202 activado por carbonatos y bicarbonatos para remocidn de colorantes [59].
Ambos procesos mencionados implican la necesidad de un tratamiento adicional

limitando su aplicacion.
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Los POAs se pueden clasificar en procesos homogéneos y heterogéneos de acuerdo
al estado de agregacion del sistema generador de radicales. Los sistemas heterogéneos
presentan la ventaja de permitir la separacion del medio de reaccion y la recuperacion;
sin embargo, al ser un sistema con mas de una fase, presentan limitaciones relacionadas

con la transferencia de masa.

1.5.1. Procesos Fenton y tipo Fenton
El proceso Fenton comienza a estudiarse en 1894 cuando Henry J. Fenton reporta

que el H202 podria ser activado por sales ferrosas para oxidar acido tartarico [60]. Desde
entonces, ha sido ampliamente estudiado. La busqueda de las palabras clave “Fenton
reaction” en Google académico muestra como, desde 1950, el interés cientifico en las

reacciones Fenton ha aumentado drasticamente (Figura 1.2).

250.000

200.000

150.000

100.000

N° de articulos

50.000

Figura 1.2 — Nimero de articulos asociados a las palabras clave “Fenton reaction” en Google
académico.

El H202 es un compuesto ambientalmente amigable, que deja como productos en el
ambiente oxigeno y agua. La aplicacion directa de H20z para remediacion de efluentes
esta limitada por su baja velocidad de oxidacion. En consecuencia, el H2O2 es activado
por un catalizador (especies de hierro, por ejemplo) para formar especies reactivas del
oxigeno en fase homogénea [61]. Puede descomponerse en presencia de iones Fe?", sitios
activos en el proceso Fenton, para formar radicales hidroxilos (OH"), los cuales son
altamente reactivos. En 1934, Haber y Weiss propusieron el OH' como agente oxidante

activo. Posteriormente, Barb y colaboradores, ampliaron el mecanismo, postulando el
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mecanismo Fenton cldsico (Ecuacion 1.1 a Ecuacion 1.6) [62], [63], [64]. En este proceso,

el Fe** se regenera a partir del Fe*", tal como describe la Ecuacién 1.5.

Ecuacion 1.1

H,0, + Fe?* - Fe3* + OH" + OH™

Ecuacion 1.2
OH® + H,0, —» H,0 + HO;
Ecuacion 1.3
Fe?* + OH* + HY - Fe3* + H,0

Ecuacién 1.4

Fe?* + HO, — Fe3* + HO;
Ecuacién 1.5
Fe3t + 05 - Fe?t + 0,
Ecuacion 1.6
HOj & 05~ + H*

La reaccion Fenton y reacciones relacionadas son atractivas debido a que el hierro es
un elemento no toxico y abundante, y el H202 es relativamente simple de manipular y
puede descomponerse hacia productos amigables ambientalmente sin necesidad de
equipamiento especial. De este modo, pueden considerarse como alternativas
convenientes y econdmicas para generar especies oxidantes en el tratamiento de efluentes.
Los radicales generados pueden, en condiciones ideales, oxidar contaminantes organicos

hacia CO2 y H20.

Los procesos Fenton implican la reducciéon del H202 por el ion ferroso (Fe!
(H20)6*"), mientras que los procesos tipo Fenton involucran la descomposicion de H202
catalizada por iones férricos o hierro en estado reducido. Esto es la reaccion de M"Lm +
ROOR" (donde M es Fe u otro metal de transicion de valencia baja, L es agua u otro
ligando, y R es H u otro sustituyente [65]. Sin embargo, la formacion de OH" es menor

con el uso de Fe’".

Los iones Fe*" generados pueden reducirse por el exceso de H202, permitiendo la

regeneracion de los iones Fe** en un mecanismo ciclico eficaz (Ecuacion 1.7 a Ecuacién
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1.9). En las reacciones tipo Fenton se produce una segunda clase de radical, perhidroxilo
(HO2"), especie capaz de oxidar moléculas organicas, pero menos eficientemente que el

radical OH" debido a su menor potencial redox (E°= 1,50 V vs E°=2,73 V).

Ecuacion 1.7

Fe3* + H,0, —» FeOOH2* + H*

Ecuacién 1.8

FeOOH?* — Fe?* + OOH"*

Ecuacion 1.9

Fe3* + OOH® - Fe?t + 0, + H*

En términos generales, la reaccion tipo Fenton es rapida al principio, por la presencia
de mas radicales HO" a pH bajo, pero se vuelve lenta gradualmente a medida que se

producen radicales HO2'.

Las reacciones Fenton utilizando H202 como oxidante en presencia de iones de hierro
a pH 4cido se encuentran entre los sistemas homogéneos mas estudiados y se han aplicado
en la eliminacion de colorantes [54]. Sin embargo, en los sistemas Fenton homogéneos,
el rango de pH 6ptimo de operacion es acotado (entre 2 y 4), por lo que debe ajustarse
previo al tratamiento. Esto se debe a que, bajo condiciones alcalinas, los iones de hierro
precipitan y forman un lodo insoluble. Los iones férricos actian como captadores de
radicales y se precipitan en forma de Fe(OH)s en el sistema, generando inconvenientes
econdmicos y ambientales. Luego del tratamiento, debe neutralizarse el efluente, lo cual
puede llegar a ser mas costoso que los oxidantes utilizados. Ademas, los iones de hierro
deben removerse del efluente tratado sumando un costo operacional [66]. Por otro lado,
algunos productos de oxidacién, como 4cidos organicos, eliminan al Fe?" del ciclo
catalitico debido a su capacidad para formar complejos. Estas cuestiones, sumadas a la
dificil recuperacion del catalizador solubilizado y el alto consumo de H20z, constituyen
grandes desventajas en la aplicacion del proceso Fenton convencional. En consecuencia,
no son practicos ya que, para considerar la aplicacion real, es importante el reuso y la

estabilidad quimica frente al medio acuoso.
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1.5.2. Procesos Fenton y tipo Fenton heterogéneos
Con el fin de superar los obstaculos asociados con el proceso Fenton se han

desarrollado técnicas de inmovilizacion del ion ferroso, de especies férricas o de hierro
en estado reducido. Los catalizadores heterogéneos utilizados son generalmente
materiales a base de hierro que se caracterizan por costos y niveles bajos de toxicidad,
como asi también, alta actividad catalitica y simple recuperacioén. El uso de catalizadores
solidos permite superar el problema asociado con la generacion, e inherente disposicion,
de lodos de 6xidos de hierro propios de los sistemas Fenton. Asimismo, la aplicacion de

catalizadores heterogéneos permite ampliar el intervalo de pH de trabajo efectivo.

Las reacciones Fenton heterogéneas suelen estar controladas por procesos cinéticos
que incluyen adsorcion de reactivos, la reaccion quimica en la superficie del catalizador,
y la desorcion del producto [67], [68]. Sin embargo, en el estudio del mecanismo de

reaccion generalmente se incluyen dos posibles vias:

I) Reaccion heterogénea provocada por el hierro en superficie (Figura 1.3). Ocurre
la difusion y adsorcion del H202 en la superficie del catalizador. Se forma un
complejo entre el oxidante y las especies de hierro en superficie (Fe*" y/o Fe?")

(Ecuacion 1.10 y Ecuacion 1.11). Luego, una transferencia electronica

intramolecular en el complejo genera la formacion de OH' y Fe*", y/o HOz" y Fe?*.

Finalmente, los radicales HO>' formados pueden regenerar Fe?" (Ecuacion 1.12)

[69].

Ecuacion 1.10

= Fe?* + H,0, »= Fe?* - H,0, »= Fe3* + HO" + OH™

Ecuacion 1.11

= Fe3+ + HzOz = Fe3+ ' Hzoz —>= Fe2+ + HO; + H+

Ecuacién 1.12

= Fe3* + HO) »= Fe?* + 0, + H'
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Interfase

Figura 1.3 — Reaccion heterogénea con el hierro en la superficie de un solido. Adaptado de [68].

IT) Reaccion homogénea causada por el hierro lixiviado del catalizador. Se reporta
que en estudios de sistemas que incluyen 6xidos de hierro/H202, los resultados
cinéticos de la reaccion son explicados a través del mecanismo Haber-Weiss. Este
mecanismo implica la disolucion del éxido en la reduccion del Fe** en superficie
y la generacion de iones Fe?" disueltos. Estos reaccionan con el H2O: para
producir los radicales OH’, propagados a través de una reaccion en cadena de
acuerdo con el proceso Fenton homogéneo. En algunos sistemas, la concentracion
de hierro disuelto puede ser minima por lo que podria asumirse insignificante la
contribucion del proceso homogéneo. Sin embargo, la degradacion de moléculas
debido a procesos homogéneos no debe ignorarse, dado que la contribucion
causada por la lixiviacion de hierro varia con la reaccion, por lo cual no puede
determinarse simplemente por la cantidad de hierro disuelto [69]. Por lo tanto, no
estan claramente definidos los aportes individuales de ambos procesos y se asume

que ocurren simultdneamente.

Diversas variables influyen en los pasos involucrados en la catalisis heterogénea
(difusion, adsorcion, desorcion, disolucion de especies, caracteristicas estructurales del

catalizador solido, entre otras), por lo que la interaccion entre el H202 y las especies de
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hierro (soluble o en la superficie del catalizador) dependen en gran medida del 6xido

empleado [70].

Se ha estudiado la degradacion de contaminantes mediante sistemas Fenton
heterogéneos con diversos catalizadores solidos [71]. Estos permiten la operacion en
amplios rangos de pH, la separacion del catalizador del medio de reaccion y la posibilidad
de retiso. Sin embargo, el uso de materiales activos soportados provoca la disminucion de
la actividad catalitica, se limita la transferencia de masa y las velocidades de degradacion

suelen ser menores que para el caso de las reacciones Fenton y tipo Fenton homogéneas.

1.6. Catalizadores enzimaticos

Las peroxidasas, hemoproteinas, contienen un anillo porfirinico con hierro en estado
de oxidacion 3+ siendo una especie penta-coordinada. Estas son una forma particular de
un hierro quelado, donde uno de los ligandos es una proteina y los otros ligandos son
atomos de nitrogeno del anillo porfirinico [72]. Estas enzimas son capaces de oxidar
compuestos fendlicos y aminas aromaticas empleando H202 como agente oxidante. Las
mismas facilitan la abstraccion de hidrogenos de los grupos -OH o -NH con la

consecuente formacion de radicales libres orgénicos.

El uso de enzimas estd ampliamente extendido incluyendo aplicaciones tales como
sintesis de polimeros organicos como polianilina, sintesis de farmacos orgéanicos con alto
rendimiento, construccion de electrodos enzimaticos, desarrollo de kits de diagndstico y
enzimoinmunoensayos, ¢ incluso en remediacion de efluentes coloreados [73], [74]. Las
enzimas mas utilizadas en los tratamientos de efluentes son las hidrolasas y las
oxidorreductasas [75], [76]. Dentro de las oxidorreductasas, las catalasas y las
peroxidasas son enzimas hemo que catalizan reacciones de H202. Algunas de las enzimas
que han sido implementadas para la remocion de colorantes en efluentes industriales son
la lignina peroxidasa, manganeso peroxidasa, peroxidasa de soja, lacasa, oxidasa
polifenodlica, micro peroxidasa, azo peroxidasa y peroxidasa de rabano picante (HRP, por
sus siglas en inglés Horseradish Peroxidase). Esta Giltima, HRP (de Armoracia rusticana)
es comunmente utilizada. El grupo hemo (uno de los sitios activos en HRP) se une a la
proteina por un enlace coordinado en la quinta posicion del hierro con el residuo His170

de la enzima (Figura 1.4).
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Especificamente la isoenzima C o HRP-C, la més abundante, ha sido rigurosamente
estudiada, siendo uno de los biocatalizadores mas versatiles utilizados en la industria

biotecnologica.

His170

Figura 1.4 — Estructura quimica del complejo porfirinico de la enzima HRP.

La inmovilizacion de la enzima es una etapa necesaria para hacer rentable el proceso,
que de otra forma seria prohibitivamente oneroso. Se encuentra literatura sobre
inmovilizacion de peroxidasa [77] abarcando aspectos cinéticos [78] y analizando
distintos materiales como soporte [79]. Sin embargo, la aplicacion de esta enzima en
sistemas de tratamiento de efluentes implica una serie de limitaciones asociadas a su alta
especificidad a sustratos, facil inactivacion debido a las condiciones de reaccion (requiere
relativamente baja temperatura y rangos acotados de pH), necesidad de inmovilizacion
para garantizar la recuperacion del biocatalizador, inactivacion durante la inmovilizacion,
y elevado costo asociado a su obtencion y almacenamiento [72]. Estas cuestiones han
derivado en la apertura de un campo de investigacion que implica el estudio de los
catalizadores (bio)miméticos en procesos Fenton o tipo Fenton homogéneos para evaluar
caracteristicas basicas del proceso, pero principalmente en sistemas soportados o

inmovilizados cuando el objetivo es la aplicacion.

1.7.  Catalizadores biomiméticos: metaloporfirinas

Como alternativa al uso de enzimas, se han estudiado materiales miméticos. Las
porfirinas son compuestos organicos heterociclicos formados por cuatro anillos de pirrol,
tetrapirrol ciclico, unidos por enlaces metileno (=CH-) (Figura 1.5). Poseen una estructura
plana y altamente conjugada lo cual les confiere la capacidad de absorber radiacion en el
visible. Ademas, tienen sitios de coordinacidon que les permiten ligar iones metalicos en

su centro formando metaloporfirinas.
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Figura 1.5 — Estructura quimica de la porfirina.

Las metaloporfirinas, tanto de origen natural como sintético, son complejos formados
por una porfirina y un i6n metalico en su centro. La estructura plana y fuertemente
conjugada de la porfirina facilita la transferencia de electrones y la interaccion con
moléculas como oxigeno y perdxidos. Adicionalmente, por la flexibilidad en el centro
metdalico, pueden coordinar diversos metales como hierro, manganeso, cobalto, zinc;
influyendo éstos en la propiedad catalitica del compuesto [80]. Pueden actuar como
catalizadores en reacciones de oxidacidon-reduccion y, debido a su capacidad de emular

enzimas naturales, son muy utiles en biotecnologia.

Las metaloporfirinas presentan ventajas, respecto a las enzimas, asociadas a la
estabilidad, costo, separacion y recuperacion. Entre ellos se reportan como eficientes los

derivados de las porfirinas de hierro y de complejos férricos o ferrosos con ligandos

derivados de la anilina [81], [82].

Las metaloporfirinas sintéticas han sido consideradas como catalizadores efectivos
para la oxidacidén, representando una alternativa econdmica para sustituir
biocatalizadores. En Serra et al. (2005) reportan el desarrollo de un sistema de oxidacion
con H202 diluido utilizando complejos de manganeso derivados de meso-tetra-aril
porfirinay su aplicacion en la degradacion de colorantes azo [83]. En Emmert et al. (2008)
abordan el estudio de los mecanismos de accion de las metaloporfirinas utilizando
colorantes azoicos con sustituyentes amino [81]. Estos autores reportan que, considerando
la busqueda bibliografica que realizaron, no existian publicaciones de remociones de

colorantes azoicos sustituidos por aminas primarias catalizadas por metaloporfirinas.

Un catalizador basado en 5, 10, 15, 20-tetrakis (4-sulfonato fenil) porfina - Mn (III)
soportada en esferas de silica se reporta para la remocién de Rojo de Alizarina S, un

colorante antraquindnico [84]. En presencia de un oxidante adecuado, Ilas
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metaloporfirinas con actividad redox son capaces de oxidar diferentes sustratos,
incluyendo colorantes, bajo condiciones medias de reaccion. 5, 10, 15, 20 - tetrakis (penta
fluoro fenil) - 21 H, 23 H - porfina paladio (IT) ha sido utilizada en combinacion con poli
(fluoruro de vinilideno) como fotocatalizador en la degradacion de azul de metileno [86].
Adicionalmente, se reporta el incipiente uso de metaloporfirinas como adsorbentes. En
Ali Dar et al. (2023) utilizan una metaloporfirina de cloruro de indio (III) como

adsorbente en la remocion de azul de metileno [85].

Si bien el uso de metaloporfirinas sintéticas y sus aplicaciones son novedosas, se
considera que presentan ciertas limitaciones. La sintesis y purificacion requiere
precursores especificos (incorporando metales centrales como rutenio, rodio o paladio) y
técnicas avanzadas que incrementan el costo de obtencion. La incorporacion de metales
pesados en su ntcleo (Co o Ni) puede conferir toxicidad al material si no se inmovilizan
adecuadamente. Respecto a la adsorcion sobre metaloporfirinas, el proceso implica solo
la transferencia del contaminante de una matriz a otra; mientras que los sistemas que
requieren radiacion UV para activarse estan asociados al requerimiento de equipamiento

y mano de obra altamente especializada, y elevado consumo energético.

Zucca et al. (2016) publicaron una interesante revision sobre metaloporfirinas
inmovilizadas con comportamiento mimético a la enzima lignina peroxidasa y la
aplicacion de las mismas en decoloracion de efluentes, incluyendo aquellos que contienen
colorantes azo y antraquinoénicos [87]. Los autores plantean que, si bien es prometedor el
uso de metaloporfirinas, especialmente cuando se utiliza H2O2 como agente oxidante,
deben solventarse ciertas limitaciones. Estas estan asociadas a la inmovilizacién sobre
soportes adecuados para garantizar la recuperacion y reuso; y a la ausencia de estudios
rigurosos acerca de la toxicidad de las metaloporfirinas sintéticas, sobre todo debido a su

similitud a las hemoproteinas fisiologicas.

En funcién de lo expuesto, las metaloporfirinas de origen natural, adquieren
relevancia. Las mismas se encuentran, por ejemplo, en la hemoglobina (Figura 1.6a), la
clorofila a y b (Figura 1.6b) y el citocromo c (Figura 1.6c). Aquellas derivadas del grupo
hemo b tienen la capacidad de actuar como miméticos de peroxidasa en presencia de

H>0o.
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(a)
Hemoglobina Grupo hemo b
(b)
CH,
Clorofila a: R= CH;
Clorofila b: R = COH
(©)

Citocromo ¢ Grupo hemo ¢

Figura 1.6 — Metaloporfirinas naturales: (a) hemoglobina, (b) clorofila y (c¢) citocromos.
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1.7.1. Hematin

Los biomiméticos de la peroxidasa son compuestos que mantienen caracteristicas
estructurales del grupo hemo de la enzima, pero sin la complejidad que aporta la proteina
[72].

Hematin (de aqui en adelante, HEM) es una hidroxil-ferriprotoporfirina IX de origen
natural presente en la sangre. Deriva de la hemoglobina mediante la eliminacion de la
parte proteica y la oxidacion del atomo de hierro ferroso (Fe?*) al estado férrico (Fe*").
De este modo, la estructura quimica de HEM esta compuesta por una porfirina y un ion
férrico en el centro. Ademas, como se observa en la Figura 1.7, contiene un grupo OH
unido axialmente en la quinta posicion del sistema porfirinico del Fe*" [88], [89]. Se

caracteriza por ser un compuesto de color negro azulado o marron.

Figura 1.7 — Estructura quimica de HEM.

La obtencion de HEM a partir de sangre animal porcina presenta baja complejidad y
es economico, dado que no requiere reactivos costosos ni condiciones extremas de
temperatura y presion. En contraste, las metaloporfirinas sintéticas se preparan por
métodos de sintesis organica, como la condensacion de pirroles con aldehidos aromaticos,
lo cual implica costos elevados con condiciones experimentales rigurosamente

controladas.

HEM ha sido estudiado durante el desarrollo de drogas antimalaricas [90], [91], y
también se ha explorado su comportamiento como mimético de la enzima HRP [92]. Esto
se debe a que su centro activo contiene hierro [93], habiéndose probado su capacidad de
catalizar la conversion de H2O2 a OH'". Forooshani et al. (2020) propone los posibles

mecanismos de descomposicion de H202 y de generacion de OH" en presencia de HEM
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[94]. Existen antecedentes que demuestran la eficacia de HEM en la decoloracion de
soluciones acuosas diluidas de colorantes azoicos. Pirillo et al. (2010) compararon las
capacidades de la enzima HRP y de HEM como biomimético, libres o sin soporte (forma
solubilizada), en reacciones especificas con alizarina (1,2-dihidroxi-9,10-antraquinona)
[95]. Los resultados indican que ambos eliminan el 85% de 25 mg L' de alizarina a 25
°C con un exceso de H202. Ademas, a la mayor concentracion evaluada (150 mg L' de

alizarina), HEM degrada casi el 75% mientras que la enzima HRP degrada cerca del 45%.

La inmovilizacion de este biomimético es imprescindible para garantizar su
recuperacion del medio de reaccion para retso. Ademas, HEM soportado superaria los
problemas que implica su uso sin soporte, baja solubilidad y capacidad de formar
agregados a bajos valores de pH, los cuales conducen a una disminucion de la actividad
catalitica. A diferencia de HRP, HEM es mads estable en disolventes organicos, en
condiciones de pH alcalino, asi como en concentraciones altas de H20: [96].
Consecuentemente, HEM resulta una alternativa versatil y econdémica. Una de las
ventajas mas importantes asociadas al uso de HEM es su bajo costo en comparacion con
su contraparte enzimatica [88], ya que su valor comercial es aproximadamente el 10% del

valor de la enzima HRP.

A diferencia de las metaloporfirinas sintéticas, HEM presenta mayor afinidad por el
H20: en condiciones suaves de pH y temperatura, imitando reacciones enzimaticas de la
peroxidasa. Dado que HEM deriva de sangre animal es potencialmente econémico y
accesible respecto a las metaloporfirinas sintéticas, cuyo costo aumenta debido a procesos

complejos de sintesis.

En los capitulos correspondientes de la presente tesis se aborda la caracterizacion de
HEM vy el andlisis de sus mecanismos de accion, asi como los de su contraparte
enzimatica. Ademas, se profundiza en los antecedentes especificos asociados a su

aplicacion con H20:2 en sistemas de oxidacion avanzada.

1.8. Nanozimas basadas en 0xidos de hierro (IONzimas)

Uno de los aspectos mds interesantes de la nanotecnologia es la posibilidad de
obtener nuevas propiedades cuando el tamafo es nanométrico (2-3 a 10 nm). La aparicion
de propiedades cataliticas especiales se ha estudiado activamente los ultimos afios segiin

revisiones recientes [97]. Se reporta que nanoparticulas magnéticas de magnetita, o Fe3O4
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(MAG, de aqui en adelante), presentan una actividad intrinseca similar a HRP [98]. Por
otro lado, también han sido consideradas analogas a sistemas Fenton soportados,
heterogéneos [67], [99], [100], dado que a diferencia de los catalizadores solubles, las
nanoparticulas, se presentan como solidos capaces de ser removidos de las soluciones a
través de la aplicacion de un campo magnético externo. En este sentido estos sistemas
pueden considerarse sistemas de oxidacién avanzados, pero de bajo costo, ya que no

involucran las problematicas asociadas al uso de luz UV u Os.

Como se ha mencionado, el grupo de Catélisis ha trabajado desde el 2000 en el
estudio e inmovilizacion de catalasa, peroxidasa y luego biomiméticos como
catalizadores de oxidacion. La Dra. Ferreira (PLAPIQUI) con la Dra. Lasalle
(INQUISUR) han trabajado en sintesis de MAG como parte de soportes de enzimas en el
marco de la tesis en Ciencia y Tecnologia de los Materiales de la Dra. Paula Nicolas.
Adicionalmente, la Dra. Pirillo (2010) estudi6 MAG como adsorbente de colorantes y en
combinacion con HEM, en presencia de H202, como catalizador en la remocion de
colorantes. La Dra. Cordoba (2015) trabajo en la optimizacion de HEM y HRP soportados
en la eliminacion de colorantes modelo. El trabajo mas reciente, de Lopez Pugni (2015-
2016), becario de la SECyT de la Universidad Nacional del Sur, se basé en la aplicacion
de MAG vy ferritas en la eliminacion de colorantes modelo. En funcién de lo expuesto,
resultd razonable continuar con el estudio de MAG o compuestos a base de MAG. La

Figura 1.8 esquematiza la evolucion del tema en el grupo de investigacion.

R W

CATALASA
H,0, — H,0 +1/2 O,

BIOMIMETICO IONZIMA
HEMATIN MAGNETITA NANOPARTICULADA

PEROXIDASA
H,0, + 2AH — 2H,0 +2 A’

Figura 1.8 — Evolucion de la linea de investigacion en el grupo de Catalisis, PLAPIQUI
(IONZIMA, iron oxide nanozyme).
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Las particulas magnéticas obtenidas a partir de metales magnéticos de transicion
(hierro, niquel y cobalto) se oxidan facilmente, mientras que los 6xidos de hierro como
MAG son estables frente a la oxidacion [101]. Los 6xidos de hierro se caracterizan por
ser abundantes en la naturaleza y son ampliamente usados debido a su bajo costo. Son
materiales no toxicos y se presentan en forma de varios 6xidos, entre ellos, MAG,
maghemita (y-Fe203) y hematita (a-Fe203) [102], [103]. La estructura cristalina de los
oxidos de hierro esta formada por aniones en estructuras compactas (oxigenos) en las
cuales los intersticios estin parcialmente completos con cationes (Fe’" y/o Fe*") en
coordinacion octaédrica o tetraédrica. Las ferritas nanoparticuladas tienen la férmula
AB204, donde A y B corresponden iones divalentes y trivalentes, respectivamente [104].
En MAG, ya que su estructura es una espinela cubica inversa, los sitios tetraédricos
contienen solo iones Fe*', mientras que los sitios octaédricos estan ocupados tanto por
iones Fe?" como por Fe** [105], [106]. Especificamente, la estructura cristalina espinela
inversa con una celda unitaria ctibica de la magnetita tiene 32 iones oxigeno dispuestos
en una estructura compacta. Ademas, posee 8 iones Fe** y 8 iones Fe’* en sitios
octaédricos, mientras que 8 Fe** ocupan los sitios tetraédricos. Ya que el nimero de iones
Fe*" en la MAG es el mismo, tanto en sitios tetraédricos como octaédricos, y que las
orientaciones de espin magnético de todos los iones del sitio A estan dispuestas en
direcciones paralelas y opuestas a las orientaciones de espin magnético de todos los iones
del sitio B, los momentos magnéticos se cancelan entre si. Entonces, la magnetizacion

neta total se debe a los cationes Fe?" solamente [107].

Las particulas con tamafios menores a 100 nm son denominadas nanoparticulas
[108]. A temperatura ambiente, Fe3O4 en bulk es ferrimagnética, mientras que en escala
nanomeétrica (6-8 nm) es superparamagnética [109], [110]. Por lo tanto, las propiedades
magnéticas no solo estan relacionadas con la composicion de los nanomateriales sino
también con el tamafio de particula [111], [112]. La coercitividad es altamente
dependiente del tamafio de las nanoparticulas. A medida que el didmetro de particula
decrece, la coercitividad incrementa hasta un valor especifico. Alli, todos los espines
magnéticos estan alineados y la magnetizacion es mayor [113]. Sin embargo, a didmetros
menores que un cierto valor critico, la coercitividad se hace cero. Esto ocurre ya que los
momentos magnéticos de los atomos de hierro estdn orientados aleatoriamente debido a
la energia térmica, cancelandose unos a otros. En consecuencia, MAG muestra

comportamiento superparamagnético, lo cual se constituye como una ventaja desde el
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punto de vista practico dado que permite su recuperacion a través de un campo magnético

externo [114].

Adicionalmente, MAG exhibe actividad similar a las enzimas peroxidasa y catalasa
[115], siendo recientemente reportado su comportamiento tipo zymolasa [116]. Los
nanomateriales miméticos de enzimas son denominados “nanozimas” (nanozymes, en
inglés) [117], estando las nanoparticulas de 6xidos de hierro (IONzimas) dentro de las
nanozimas mas comunes [118]. Las IONzimas han sido estudiadas para ser aplicadas en
la eliminacion de contaminantes en sistemas tipo Fenton [119]. Si bien el mecanismo por
el cual MAG presenta comportamiento tipo peroxidasa no ha sido completamente
elucidado, se supone que toma lugar una reaccion tipo Fenton heterogénea [120]. La
transferencia de electrones entre iones ferrosos y férricos en los sitios octaédricos de
MAG favorece la generacion de radicales hidroxilos (OH") a partir de H202. Estos
radicales activos son altamente oxidantes capaces de romper las moléculas no saturadas
de los colorantes y los dobles enlaces en sus cromoéforos, removiendo el color de los
efluentes [121], [122]. De este modo, los iones ferrosos/férricos de MAG, y el H202
tienen la capacidad de oxidar compuestos organicos e inorganicos actuando como un

mimético enzimatico de la enzima peroxidasa [123].

Los 6xidos de hierro nanoparticulados (IONPs, por sus siglas en inglés, iron oxides
nanoparticles) tienen un gran potencial para ser aplicados en multiples disciplinas siendo
de particular interés en este trabajo la remediacion ambiental. Es asi que MAG ha sido
seleccionada para ser incorporada al solido multicatalitico a desarrollar y aplicar en un
POA, particularmente un sistema tipo Fenton heterogéneo, para la remediacion de
efluentes coloreados. Dentro de las ventajas que presenta, se pueden mencionar:
composicion quimica simple, se puede obtener a partir de materias primas de bajo costo
y disponibles localmente; biocompatibilidad y nula toxicidad; comportamiento mimético
a la enzima peroxidasa; alta relacion drea/masa y superficie susceptible de ser modificada;

y propiedades superparamagnéticas.

Sin embargo, también se reporta una serie de limitaciones asociadas al uso de MAG.
Una de ellas es su tendencia a aglomerarse en solucion. En general, las interacciones
hidrofobicas entre las nanoparticulas y su elevada relacion area superficial/volumen,
generan agregados que conducen a la formacidon de particulas de mayor tamano [105].

Trujillo Hernandez et al. (2015) prepararon MAG por descomposicion térmica
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obteniendo tamanos de particula entre 15 y 100 nm, con una media de 42 nm [124]. La
micrografia SEM mostré que las particulas presentan una tendencia a la aglomeracion.
Por otra parte, Ruiz-Baltazar et al. (2019) prepararon MAG por via verde utilizando
extracto de hoja de Cynara cardunculus como fuente de agentes reductores [125], y la
caracterizacion por SEM permitié observar aglomerados. La agregacion se produce para
reducir la energia superficial. En el caso de MAG, la interaccidon dipolar magnética y las

interacciones de van der Waals también son relevantes [126].

Adicionalmente, las nanoparticulas son intrinsecamente inestables en periodos
prolongados. Poseen una escasa resistencia quimica a los acidos fuertes o a los agentes
oxidantes fuertes, que acaba provocando la pérdida de su actividad magnética. Tras la
sintesis, las IONPs forman rapidamente capas de 6xido de hierro sobre su superficie ya
que, en condiciones ambientales, MAG puede oxidarse facilmente a y-Fe:Os [67].
Ademas, MAG puede disolverse en medio acido. Khoshhesab y Modaresnia (2019)
emplearon MAG como adsorbente para la eliminacion de los colorantes acid black 210
(AB210, azo) y remaczol brilliant blue R (RB19, antraquinénico) de soluciones acuosas
[127]. La sintesis se realiz6 por coprecipitacion obteniendo un tamafio medio de particula
de 36 nm. Las capacidades de adsorcion para AB210 y RB19 fueron de 70,80 mg g™ a
los 45 min y 74,40 mg g™ a los 5 min, respectivamente. El estudio de reutilizacion reveld
que la eficiencia de adsorcion disminuy6 aproximadamente un 8% tras cinco ciclos
consecutivos, y que era posible la recuperacion del adsorbente con un campo magnético.
La pérdida de eficiencia se asoci6 a la disolucion de iones hierro, por lo que MAG pierde
gradualmente sus sitios superficiales activos [128]. El desprendimiento de MAG de los
materiales sobre los que se soporta, puede generar toxicidad tras la acumulacion a largo

plazo en agua [129].

En resumen, a pesar de que MAG posee diversas ventajas en su papel de NANOzima,
a menudo presenta inconvenientes como baja actividad catalitica tras pocos usos,
interacciones inesperadas y lixiviacion del hierro. Ademas, tiende a reducir su superficie
por agregacion y se oxida facilmente en el aire. Esto provoca la pérdida de dispersabilidad
y de propiedades magnéticas [100], [130], [131]. El resultado es una actividad catalitica
insatisfactoria, una velocidad de reaccion baja y una degradacion deficiente del sustrato
a degradar. Por lo tanto, las aplicaciones practicas requieren fundamentalmente, evitar la
aglomeracion de MAG debido a que su capacidad catalitica esta directamente relacionada

con los sitios activos disponibles superficialmente [132]. El desarrollo de IONPs
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cataliticamente activas y estables en reacciones tipo Fenton es un desafio importante. Para
conseguir catalizadores mejorados, se han estudiado diversas estrategias entre las cuales
se pueden mencionar la modificacion de MAG con metales de transicion, la

funcionalizacion, el recubrimiento o la inmovilizacion [71].

Particularmente, el soporte de MAG sobre materiales orgénicos e inorganicos es una
alternativa interesante. Estos soportes solidos permiten la deposicion de especies activas
en su superficie facilitando la recuperacion de los catalizadores del medio de reaccion. Se
mejora la resistencia mecéanica y se generan efectos sinérgicos que aumentan la actividad
quimica del material. Ademas, el uso de un soporte para MAG puede mejorar la
estabilidad térmica y quimica y, por tanto, sus propiedades cataliticas. Existen numerosos
informes sobre catalizadores basados en MAG soportada sobre matrices organicas e
inorganicas. Entre ellas, las nanoestructuras basadas en carbono, como los nanotubos de
carbono, el 6xido de grafeno y el 6xido de grafeno reducido, han sido ampliamente
utilizadas, aun siendo costosas. Song et al. (2019) prepararon 6xido de grafeno ultra
pequefio modificado con MAG (MAG/usGO) como catalizador heterogéneo para la
degradacion tipo Fenton de contaminantes tintéreos de nivel ppm [133]. EI compuesto se
sintetizo por coprecipitacion in situ de MAG en la superficie del usGO. Como resultado,
las particulas fueron esféricas y homogéneamente dispersas con un tamafio aproximado
de 12-15 nm. El1 usGO actia como plantilla para la coprecipitacion, lo cual condujo a una

estrecha distribucidn de tamafios.

1.9.  Soportes para inmovilizacion
El material utilizado para inmovilizar, ya sea enzimas, biomiméticos u 6xidos de
hierro nanoparticulados, debe cumplir con ciertos requisitos detallados a continuacioén

[134], [135].

D) Estabilidad quimica. El soporte debe ser inerte y estable bajo las condiciones

experimentales (pH, temperatura y solventes) en las que se aplicara el solido.
No debe degradarse ni reaccionar con los componentes activos.

IT) Elevada area superficial. Esto permite una mayor superficie de inmovilizacion,

proporcionando una cantidad adecuada de sitios activos para interactuar con el

compuesto a soportar.
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1) Compatibilidad con el sustrato a soportar. El soporte no debe ocasionar

desnaturalizacion de las enzimas o la inactivacion del biomimético o modificar
las propiedades magnéticas o cataliticas de las IONPs.

IV)  Oportunidad de funcionalizacion. Es favorable que el soporte posea grupos

funcionales en superficie o que sea susceptible de ser modificado para
incluirlos. Los grupos amino, carboxilo o epoxi facilitan enlaces covalentes o
interacciones electrostaticas con las biomoléculas o nanoparticulas.

V) Estabilidad mecanica. Si el catalizador est4d sometido a agitacion, cambios de

presion o flujos, debe mantener su estructura fisica.

VI)  Posibilidad de regeneracion. El soporte debe permitir el reuso del material

activo soportado sin pérdida significativa de actividad.

VII) Baja toxicidad. Considerando una aplicaciéon en remediacion ambiental, el

soporte debe ser biocompatible y no toxico.

Entre los soportes mayoritariamente utilizados se destacan los biopolimeros tales
como el quitosano (de aqui en adelante, QUIT), celulosa, almidon, colageno, pectina,

gelatina y sepharose (agarosa) [134], [135], [136], [137].

El QUIT (poli (B-1-4)-2-amino-2-deoxi-D-glucopiranosa) es un poliaminosacarido
que corresponde a la forma N-deacetilada de la quitina, siendo este ultimo el segundo
polisacarido mas abundante en la naturaleza, presente como constituyente mayoritario en
los exoesqueletos de los crustaceos [138], [139]. La deacetilacion consiste en la hidrolisis
de los grupos acetamido de la quitina mediante el tratamiento con alcalis fuertes,
liberdndose los correspondientes grupos amino. E1 QUIT ha provocado un gran interés
para ser utilizado en diversos campos de aplicacion dado que posee varias ventajas
asociadas a propiedades bioldgicas y quimicas que incluyen nula toxicidad,
biocompatibilidad, bioactividad, biodegradabilidad, entre otras [140], [141], [142]. La
presencia de grupos aminos, acetamido e hidroxilos en la estructura quimica del QUIT lo
vuelve un eficiente intercambiador de iones, por lo que dispone de gran capacidad de
adsorcion [143], [144]. Los grupos amino libres del QUIT se protonan en solucidon acuosa,
y le permiten interactuar con aniones o grupos anionicos de otros compuestos,
permitiendo la modificacion superficial del mismo o su entrecruzamiento [141], [145].
Sin embargo, posee caracteristicas que podrian limitar su aplicacion, como pobre
resistencia mecdnica y térmica, baja porosidad, limitada 4rea superficial, débil estabilidad

en medios acidos, elevada tendencia a la aglomeracion, incompleta recuperacion después
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del proceso de adsorcion [145], [146]. Pese a estos inconvenientes, es un material

ampliamente reportado como soporte de sustancias activas y como adsorbente.
1.10. Sistemas de tratamiento terciario con procesos secuenciales

Si bien los POAs suelen ser procesos eficientes en términos de remocién de
contaminantes organicos recalcitrantes, en ocasiones no se alcanza la mineralizacion
completa de los mismos. Estas reacciones oxidativas pueden generar algunos compuestos
intermediarios de cadena corta cuya toxicidad podria comprometer la inocuidad del
efluente tratado, siendo necesarias acciones complementarias para su eliminacion [147].
De este modo, puede requerirse la incorporacion de una instancia de tratamiento

posterior.

La adsorcion puede considerarse adecuada para mejorar la eficiencia del tratamiento
de efluentes. Este proceso se basa en la capacidad de ciertos materiales para retener
compuestos organicos € inorganicos, permitiendo su remocioén del medio acuoso. Las
particulas se acumulan en una interfase, liquido-solido, mediante un proceso de
transferencia de masa no reactiva. Entre las ventajas destacan la posibilidad de operar sin
requerimientos energéticos elevados y la simplicidad operativa. De este modo, la
adsorcion puede constituirse como paso final en tratamientos hibridos, optimizando la

calidad del efluente.

Sin embargo, para que sea factible la aplicacion de un adsorbente, este debe ser
sintetizado a partir de materiales con alta disponibilidad y bajo costo. Como se mencion6
con anterioridad, el QUIT ha sido ampliamente estudiado como adsorbente tanto en forma
de hojuelas como en pellets. Ademas, los materiales lignocelulosicos derivados de
biomasa han demostrado ser adsorbentes eficaces y sostenibles para la remocion de
contaminantes en medios acuosos, debido a su elevada porosidad, abundancia y la
presencia de grupos funcionales que favorecen la interaccion con diversas especies

quimicas.

Una de las lineas de investigacion del grupo de Catalisis utiliza el fruto de Araujia
sericifera, una planta trepadora de la familia Apocynaceae, como fuente de latex. Esta
especie, también conocida como "algodonera" o "mata ganado", es originaria de
Sudamérica y se ha expandido a diversas regiones, donde es considerada invasora. El
latex obtenido es rico en compuestos bioactivos, y ha sido estudiado por sus propiedades

insecticidas y antifungicas. Una vez extraido el latex, el residuo del fruto, rico en celulosa
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y hemicelulosa, puede ser valorizado como un adsorbente natural. De este modo, en la
presente tesis se ha utilizado la pulpa del fruto de Araujia sericifera y QUIT, como
materias primas para la sintesis de un adsorbente, ofreciendo una alternativa sustentable
para el proceso de adsorcion incorporado en el tratamiento de soluciones con colorantes

textiles.

1.11. Consideraciones generales

Tal como se ha delineado, la linea de investigacion en el grupo de Catalisis ha
evolucionado desde la aplicacion de enzimas y biomiméticos, hacia la aplicacion de
nanoparticulas de 6xidos de hierro en POAs para remediacion ambiental. Particularmente
en sistemas Fenton heterogéneos con H202 como agente oxidante para remocion de
colorantes en solucion. Se consideré que los antecedentes y evidencias recopilados
proporcionan un sustento suficiente para explorar la sintesis de un catalizador
heterogéneo que combine la actividad tipo Fenton de MAG con el comportamiento

mimético a la enzima peroxidasa de HEM, utilizando QUIT como material soporte.

A partir de la experiencia del grupo y de la bibliografia revisada, se establecieron las
siguientes premisas, consideraciones y desafios a superar en el desarrollo de un
catalizador heterogéneo basado en QUIT, MAG y HEM para ser aplicado en remocion

de colorantes en solucion:

(I) Los efluentes textiles suelen ser saneados a través de tratamientos preliminares,
primarios y secundarios. Como se expuso, los colorantes estan disefiados para ser
resistentes a agentes fisicos, quimicos y biologicos. Estas instancias de tratamiento
resultan ineficientes en la degradacion de las moléculas organicas recalcitrantes y, en
consecuencia, en la disminucion de la DQO como parametro de calidad. El objetivo del
presente trabajo de tesis fue desarrollar y caracterizar, tomando en cuenta avances
previos, instancias de tratamiento que catalogarian como tratamientos terciarios,
destinados a la remocién de contaminantes especificos (Figura 1.9) manteniendo en
perspectiva la aplicacion final. Sin embargo, existe la posibilidad de que, si la degradacion
de los colorantes no es total pero se logra transformarlos en sustancias biodegradables,
constituyan instancias previas a un tratamiento secundario. Adicionalmente,
considerando que la eficiencia de los sistemas de tratamiento para remocion de colorantes

puede mejorarse acoplando procesos, se propone la exploracion de la sintesis y aplicacion
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de un solido adsorbente compuesto por QUIT y biomasa derivada del fruto de Araujia

sericifera.

(I) HEM es un mimético adecuado de la enzima HRP en términos de costo y
actividad, pero su inmovilizacién y obtencion de un sélido robusto y estable es un

requisito para su aplicacion real.

(IIT) El material soporte debe ser estable en el medio de reaccion y debe garantizar la
retencion de HEM en las condiciones de uso. La combinacién de QUIT y MAG parece
ser una alternativa interesante como soporte para HEM. Antecedentes del grupo reportan
su inmovilizacion sobre QUIT en hojuelas. Si bien la manipulacion del soélido fue
aceptable, se presentan inconvenientes asociados a la solubilidad del QUIT en medio
acido y a la disolucion del biomimético en solucion. Por lo que se presenta un desafio
relacionado con el disefio del formato del sélido soporte y su sintesis. La versatilidad del
QUIT permite obtener particulas con morfologia esférica y la introduccion de MAG
podria no solo favorecer la resistencia mecanica del QUIT [148], sino contribuir a la

actividad catalitica del solido.

(IV) La via de sintesis del catalizador debe dirigirse a minimizar los costos
econdmicos y ambientales, minimizando el uso de productos quimicos peligrosos y
practicas insostenibles [75]. Es asi que las condiciones experimentales deben
seleccionarse procurando: procedimiento sencillo, consumo minimo de energia y

ausencia de precursores toxicos (sin uso de tensioactivos) [145].

(V) El disefio del sistema debe considerar que su aplicacion final estd orientada a
implementarse en un contexto que exige simplicidad tanto en la infraestructura requerida
como en los pardmetros operativos de los procedimientos. En consecuencia, el desarrollo
de la tecnologia debe incluir procesos simples, cuyo escalado implique inversion
economica relativamente baja y modificaciones poco sofisticadas en las infraestructuras

actualmente disponibles en las plantas de tratamiento de efluentes.

En definitiva, el trabajo desarrollado en la presente tesis tuvo como perspectiva
general el desarrollo de conocimiento en relacion a un catalizador basado en compuestos
rigurosamente estudiados en trabajos previos, y de un adsorbente compuesto por QUIT y
biomasa derivada del fruto de Araujia sericifera, sin perder de vista la potencial

aplicacion en una planta de tratamiento de efluentes textiles.
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Figura 1.9 — Etapas comiinmente presentes en un sistema de tratamiento de efluentes textiles.

1.12. Objetivos
1.12.1. Objetivos generales

El presente trabajo se enmarca dentro de la catélisis (bio)mimética aplicada en
remediacion de soluciones acuosas que contienen colorantes. El objetivo general de esta
tesis fue el estudio de un sistema de remocion de colorantes en solucion acuosa en dos

etapas:

Etapa I: Oxidacion mediante un POA, particularmente un proceso tipo Fenton
heterogéneo, utilizando un sélido multicatalitico basado en HEM soportado sobre esferas
de QUIT-MAG y H202 como agente oxidante. Se considera un sistema multicatalitico
debido a que pueden presentarse al menos dos sistemas de generacion de radicales,

asociados a Fe** en HEM y a Fe*"/Fe*" en MAG.

Etapa II: Adsorcion sobre esferas de QUIT/biomasa derivada de frutos de Araujia

sericifera.

Estos sistemas se han aplicado al tratamiento de soluciones acuosas coloreadas
utilizando colorantes representativos de los grupos azoicos y antraquindnicos
(individuales y mezcla) tanto en soluciones modelo como en una matriz de efluente

simulado.

1.12.2. Objetivos especificos y distribucion de la tesis.
Con el fin de cumplir los objetivos generales, el trabajo de tesis se dividio en tres

partes tal como se esquematiza en la Figura 1.10.
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L Estudio preliminar
e

——e Estudio UV-Vis de soluciones de HEM y de los colorantes (Capitulo III).

Sintesis preliminar de esferas de QUIT y QUIT-MAG como soporte de
HEM (Capitulo IV).

———e Optimizacion del procedimiento de inmovilizacion de HEM (Capitulo V).

77N\

Estructura \
general de la

Parte 3 Tratamiento combinado
tesis
v Aplicacion del tratamiento en dos etapas: oxidacion avanzada seguida de

adsorcion (Capitulo IX).

Aplicacion del catalizador

‘ del adsorbente

Remocion de colorantes en soluciones individuales utilizando el
catalizador y H,0, (Capitulo VI).

Parte 2 ]

Remocion de colorantes en soluciones mezcla en un efluente sintético
(Capitulo VII).

Sintesis y aplicacion de un adsorbente compuesto por QUIT y biomasa
derivada del fruto de Araujia sericifera (Capitulo VIII).

Figura 1.10 — Estructura general de la tesis.
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PARTE 1: ESTUDIO PRELIMINAR

o Estudio UV-Vis de las soluciones de HEM y de los colorantes empleados
como modelo de contaminantes presentes en efluentes textiles (Rojo de
Alizarina S y Naranja II) (Capitulo III).

o Sintesis preliminar de esferas de QUIT puro y de QUIT-MAG como soporte
de HEM (Capitulo IV).

o Optimizacion del procedimiento de inmovilizacion de HEM mediante la
incorporaciéon de 3-aminopropiltrietoxisilano como agente acoplante

(Capitulo V).

Como lineamiento general, se buscé que el catalizador presente ventajas asociadas a
(1) comportamiento multicatalitico (generacién de radicales por iones Fe**/Fe** de MAG
y por el Fe** en HEM en contacto con H202) con el fin de maximizar la degradacion de
los colorantes frente a la adsorcidon; (2) estabilidad en el medio de reaccion; (3)
posibilidad de multiples reusos; (4) bajo costo de sintesis; (5) aplicacion en condiciones

de temperatura y presion ambiente.
PARTE 2: APLICACION DEL CATALIZADOR Y DEL ADSORBENTE

» ETAPA I: Sistema tipo Fenton heterogéneo

o Aplicacion del catalizador con H202 en la remocion de los colorantes
modelo en soluciones individuales (Capitulo VI).

o Aplicacién del catalizador en la remocion de los colorantes en
soluciones mezcla y en una matriz de efluente simulado (Capitulo
VII).

> ETAPA II: ADSORCION (Capitulo VIII)

o Sintesis y caracterizacion mediante ensayos de adsorcion de
colorantes modelo de un sélido basado en esferas de QUIT/biomasa
derivada de frutos de Araujia sericifera.

o Estudio de modelado computacional simple para evaluar las formas

de adsorcion de los colorantes sobre el QUIT.

PARTE 3: TRATAMIENTO EN ETAPAS. OXIDACION AVANZADA Y
ADSORCION.
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o Estudio del tratamiento en dos etapas, oxidacién avanzada aplicando el
catalizador en un sistema tipo Fenton heterogéneo; seguido de adsorcion,
utilizando esferas de QUIT/biomasa (Capitulo IX). Se caracterizaron las
soluciones tratadas en cada una de las etapas en términos de demanda quimica

de oxigeno, carbono organico total y conductividad.

Las conclusiones y perspectivas a futuro se abordan en el Capitulo X.
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Capitulo II

Metodologias experimentales

2.1. Introduccion

En este capitulo se describen las metodologias experimentales comunes a todo el
trabajo de tesis. Adicionalmente, se enumeran las técnicas de caracterizacion que fueron
utilizadas durante el desarrollo del trabajo experimental, con un breve fundamento teorico
y los equipos empleados. Las metodologias particulares de cada capitulo se detallaran en

las secciones correspondientes.

2.2. Métodos experimentales

2.2.1. Reactivos
Acido clorhidrico (HCI1) 36,5-38%, sal de Mohr (sulfato de amonio ferroso,
Fe(NH4)2(S04)2 - 6H20) y H20230% p/v (100 vol.) fueron provistos por Cicarelli (Santa
Fe, Argentina). Tris buffer (tris-hidroximetil-amino metano, C4H11NO3) y acido sulftrico
(H2S04) fueron provistos por Anedra (Buenos Aires, Argentina). Se utiliz6 permanganato

de potasio (KMnOs4) de Quimica Industrial Bahiense (Bahia Blanca, Argentina).

2.2.2. Preparacion de solucion buffer Tris-HCI
Para preparar 500 mL de solucion 0,1 M, 6 g de Tris buffer se disolvieron en 375
mL de agua destilada bajo agitacion magnética. Se ajusto el pH a 9,4 con una solucién de
HCl1 1 M, midiendo continuamente con pHmetro. Se trasvasé el volumen a un matraz
aforado enjuagando reiteradas veces el vaso de precipitado, y se llevd a volumen final de
500 mL con agua destilada. El pH final se verifico con pHmetro (Ohaus ST20 pH Pen
Meter) y tiras de determinacion de pH (Whatman).
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2.2.3. Titulacion por permanganometria
La concentracion de H202 comercial se expresa en volumenes, indicando el volumen
de oxigeno que, en condiciones normales de temperatura y presion (273 K y 1 atm),
pueden formarse por descomposicion del H20O2 contenido en una unidad de volumen de
muestra. La reaccion de descomposicion se presenta en la Ecuacion 2.1. De este modo, la
concentracion de una solucion de 30% p/v de H202 corresponde a 100 vol. (Ecuacion

2.2).

Se presenta el diagrama de Latimer para el oxigeno en condiciones acidas (Ecuacion
2.3). La especie a la derecha (H20) presenta un potencial mayor que el de la especie a la
izquierda (Oz), lo cual indica que el H202 va a tender a desproporcionarse formando los
productos de oxidacion. Se calcula el potencial normal de la reaccion global, E°, (+1,76
V) — (+0,70 V) = +1,06 V, y dado que este valor es mayor a cero, se verifica que la

descomposicidn es espontanea.

Ecuacién 2.1 — Descomposicion del peroxido de hidrogeno.

1
H,0, & Eoz(g) + H,0

Ecuacién 2.2 — Volumen de O, generado por descomposicion de 1 mol de H>O, 30% p/v en

condiciones normales de temperatura y presion (273 Ky 1 atm).

30gH,0, o 1000 mL o 1 mol H,0, y 1 mol O, 9 22,4 L
100 mL L 34gH,0, 2molH,0, 1molO,

~100 L 0,

Ecuacion 2.3 — Diagrama de Latimer para el oxigeno.

+0,70 +1,76
02 HZ 2 HZO

La inestabilidad del H20: exige su titulacion antes de utilizarse. Si bien normalmente
actlla como un oxidante, también puede comportarse como un reductor si reacciona con
un oxidante mas fuerte, como el permanganato de potasio (KMnQOs4). Por lo tanto, para

titular el H202 se utiliza una volumetria redox directa con KMnOs (permanganometria).

El KMnOs es ampliamente utilizado como agente de valoracion dado que, ademas
de ser un oxidante fuerte, es auto indicador. A continuacion, se presenta la reaccion idnica
ajustada (Ecuacion 2.4) y la reaccion global ajustada (Ecuacion 2.5) de valoracion de
H202 con KMnOs4. La reaccion de reduccion del i6n permanganato a i6n manganeso

(Mn?") ocurre s6lo en soluciones de concentracion igual o mayor de 0,1000 M de acido
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fuerte (4cido sulfarico, H2SO4, es comiinmente usado). En soluciones 4cidas, el Mn?* es
la especie mas estable, segiin diagrama de Frost para el manganeso [1]. En soluciones
neutras o levemente alcalinas el producto de reduccién es el MnO2, mientras que en
soluciones fuertemente alcalinas se produce MnO4>". Experiencias previas en el grupo de
Catalisis con soluciones de KMnOu4 evidenciaron que la pureza del H2SO4 que se utiliza
es un parametro relevante. Si el acido contiene algin producto de degradacion, genera
inconvenientes en la estabilidad de la solucion, y consecuentemente en la titulacion del

H20:. Por ende, el KMnOs debe ser titulado con Sal de Mohr.

Ecuacién 2.4 — Reaccidn idnica ajustada.
2 X (8H' + MnOj; + 5¢~ & Mn?* + 4H,0) semirreacion de reduccién

5% (H,0, & 0, + 2H* + 2e7) semirreaccion de oxidacion

6H* 4+ 2MnO} + 5H,0, © 50, + 2Mn?* + 8H,0 ecuacion idnica global

Ecuacién 2.5 — Reaccidn global ajustada.

ZKMnO4 + 5H202 + 3H2504 g 2MnSO4 + KzSO4, + 502 + 8H20

El procedimiento de titulacion consiste en medir el volumen de la disolucién de
oxidante (Vox, KMnO4) necesario para que reaccione con el volumen de la solucién
reductora (Vrep, H202). Cuando se alcanza el punto de equivalencia, se cumple la
relacion presentada en la Ecuacion 2.6, donde Nox y Nrep es la concentracion de la
disolucion de oxidante y reductor, respectivamente. El ion Mn?* es incoloro, al alcanzar

el punto de equivalencia aparece un color purpura tenue, debido al exceso de MnO4™ [2]

Ecuacién 2.6 — Relacion valida en el punto de equivalencia.

Nox X Vox = Nrep X Vrep

Las soluciones acuosas de KMnOs no son totalmente estables, porque sus iones
tienden a oxidar el agua seglin la reaccion presentada en la Ecuacion 2.7. Esta es una

reaccion lenta, aunque catalizada por la luz, el calor, acidos, bases, manganeso (II) y (IV)
[2].
Ecuacion 2.7 — Reaccidn de oxidacion del agua por el ion permanganato.

4MnOj + 2H,0 — 4MnO0,(s) + 30,(g) + 40H"

Sin embargo, pueden prepararse soluciones moderadamente estables, si se minimiza
el efecto de los catalizadores, principalmente el MnOz. Este compuesto es un

contaminante del KMnOu4 sdlido, incluso el de mejor calidad. Asimismo, se forma en las
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soluciones recién preparadas como consecuencia de la reaccion del KMnOs4 con la materia
organica y las particulas en suspension, las cuales pueden estar presentes en el agua
destilada empleada para la preparacion de soluciones. Por lo tanto, para preparar y
mantener las soluciones de KMnOa4 se toman las siguientes precauciones: (I) disminuir
presencia de MnOz preparando la solucion de KMnOs y dejando reposar una noche (para
que la reaccion de la Ecuacion 2.7 alcance el equilibrio); (II) evitar la accion de la luz

guardando en frascos color caramelo y en la oscuridad.

Solucidn acidificada de permanganato de potasio 0,05 N

Para preparar 100 mL de solucion 0,05 N acidificada con H2SO4 se disolvieron 0,158
g de KMnO4 en 80 mL de agua destilada bajo agitacion magnética. Se acidifico la
solucion definiendo una concentracion aproximada a 0,15 M de H2SOa. Para ello, se
prepard una dilucion 1:5 de H2SO4 98 % p/p, y se anadid 4,1 mL a la solucién de KMnOa.
Se trasvaso la solucidon a matraz aforado, lavando reiteradamente el vaso de precipitado.

Finalmente, se llevd a volumen final de 100 mL en matraz aforado.

Solucidn de sal de Mohr

Para preparar 10 mL de solucion de sal de Mohr 0,05 N, se disolvieron 0,196 g en

agua destilada llevando a volumen en matraz aforado.

Titulacién de solucién de KMnO4

Para la determinacion de la concentracion de KMnOs, se tom6 1 mL de solucion de
sal de Mohr y se colocd en Erlenmeyer. Con bureta se gote6 la solucion de KMnOa4 0,05
N acidificada, registrando el volumen consumido hasta alcanzar el punto de equivalencia
(momento en que la solucién de sal de Mohr adquiere tonalidad rosada/violeta). Se
calculd la concentracion de KMnOs aplicando la Ecuacion 2.6 con los datos de
concentracion y volumen de la solucion de sal de Mohr, y el volumen consumido de

KMnOs. Se realizé cada vez el procedimiento por triplicado.

Titulacion de solucidon de perdxido de hidrogeno por permanganometria

Para la determinacion de la concentracion de H202 se tom6 1 mL de solucion y se
coloco en Erlenmeyer. Se repitio el procedimiento de titulacion previamente descrito para
la determinacion de la concentracion del KMnOs. Se realizo el procedimiento por

triplicado.
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2.3. Técnicas de caracterizacion

Las diversas técnicas de caracterizacion empleadas durante la sintesis y aplicacion
de los solidos sintetizados se resumen en la Tabla 2.1. Se describe brevemente el
fundamento de cada una, se reportan los equipos utilizados y las condiciones en que se

realizaron los analisis.

Tabla 2.1 — Técnicas de caracterizacion y equipamiento utilizado durante la sintesis y aplicacion
de los solidos sintetizados.

Técnica Informacion obtenida Equipamiento
Espectros de absorcion UV-Vis.
Espectroscopia )
UV_Vi Curvas de calibrado para el calculo de Espectrofotometro PG T60
-Vis
concentraciones de analitos en solucion.
ICP-AES Contenido de hierro en solucion. Shimadzu Simultaneo 9000
Cambios estructurales en la
Espectrometro Thermo Nicolet
FTIR -DRIFTS conformacion de los solidos
o Nexus
sintetizados.
Microscopio electronico de
) barrido de presion variable
SEM Morfologia superficial. )
LEO EVO 40-XVP. Sistema
EDX Analisis elemental cualitativo. . o _ '
de microandlisis por dispersion
de energia Oxford X-max 50.
JEOL 100 CX 1T
TEM Tamafio y morfologia de particula.
CCDGATANES1000W
) . ) PHILIPS PW con 4nodo de
Informacion cristalografica de 6xidos de
DRX ) cobre y monocromador curvo
hierro.
de grafito
DQO, DBOy Instrumental de Laboratorios
Parametros de calidad de soluciones
CcoT IACA (Bahia Blanca)
acuosas.
Conductividad Conductimetro TDS meter 3

Valor de pH en que la superficie del
PZC _ pHmetro Ohaus ST20
solido es neutra.

2.3.1. Espectroscopia ultravioleta - visible (UV-Vis)
La espectroscopia UV-Vis es una técnica analitica que permite la determinacion de
la concentracion de analitos en solucion. El fundamento radica en que la relacion entre la

absorcion de radiacion por parte de las moléculas y la concentracion del analito es lineal.
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La radiacion UV-Vis es capaz de producir transiciones de los electrones en las
moléculas hacia niveles energéticos superiores. Cuando se irradia con luz de longitud de
onda apropiada ocurre una excitacion electronica que se traduce en bandas de absorcion
en las regiones UV-Vis [3]. A cada estado fundamental, molecular o atomico, le
corresponde uno excitado, donde el electrén pasa manteniendo su espin. Los orbitales
moleculares en el estado fundamental son enlazantes (estdn formando enlaces) mientras
que en los excitados son antienlazantes (el enlace se ha roto). En el estado fundamental
puede haber mas de un orbital enlazante, siendo aquel de mayor energia denominado
HOMO (High Occupied Molecular Orbital) y correspondientemente, el orbital
antienlazante de menor energia y por ende mas proximo en energia al HOMO, se
denomina LUMO (Low Unoccupied Molecular Orbital). Debido a que las transiciones
mas probables son aquellas que tienen lugar con el menor cambio energético, al excitar

una molécula, la transiciéon mas probable sera HOMO — LUMO.

Enla Figura 2.1 se presenta un esquema de las transiciones electronicas. Estas pueden
darse con electrones involucrados en orbitales o,  (orbitales enlazantes) y electrones no
enlazantes presentes en orbitales n hacia estados de mayor energia siendo los orbitales
oy m*(orbitales antienlazantes). Las moléculas organicas absorben radiacion UV-Vis
como resultado de la interaccion entre fotones y electrones que forman parte de enlaces
dobles o triples, o que estan localizados en los orbitales atdmicos de O, S, N y haldgenos
[4]. Los grupos funcionales orgdnicos insaturados responsables de absorber la radiacion
UV-Vis se conocen como cromoforos. Los compuestos organicos saturados que
contienen heteroatomos (O, N, S o haldgenos) tienen electrones no enlazados que pueden

ser excitados por radiacion cuya longitud de onda se encuentre entre 170 a 250 nm.

Los espectros de absorcidon representan la absorbancia (Abs) en funcion de la
longitud de onda, A (nm), de una muestra frente a un blanco compuesto por la matriz que
contiene al analito. El compuesto absorbe en este rango de radiacion electromagnética
debido a la presencia de un cromo6foro en su estructura. La Abs se relaciona con la

concentracion del analito absorbente mediante la Ley de Lambert - Beer (Ecuacién 2.8)
[5], [6]:

Ecuacion 2.8 — Ley de Lambert - Beer.

Abs = —log T = €ebc
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Donde ¢ es el coeficiente de absortividad molar o coeficiente de extincion molar; b
es el recorrido Optico; y ¢ es la concentracion del analito. La Ley de Lambert - Beer se
cumple en soluciones diluidas dado que, en concentraciones elevadas, € varia con la
concentracion debido a fenomenos de dispersion de la luz, agregacion de moléculas,

cambios en el medio, entre otros.

La absorcion maxima de radiacion UV-Vis, absorbancia caracteristica (Absmax), de
una determinada sustancia bajo analisis se presenta en un valor especifico de A (Aabs max).
Las curvas de calibrado y el posterior calculo experimental del €, se realizan en funcion
de la absorbancia en Aabs max para diferentes concentraciones del analito. Asimismo, la
localizacion e intensidad del pico de Absmix es relevante en ensayos de tipo cinético a
través de mediciones espectrales. Entre los parametros que afectan los espectros de
absorcion UV-Vis de las sustancias se encuentran la fuerza idnica, el pH del medio

solvente, la concentracion en solucion y la presencia de otros iones.

A
*
A A o E
E3
o0 TlO'*
*
Ar T
*
VviA TlTE*
_____________ T B
v n
4 |
" n
A
" o

Figura 2.1 — Esquema de las transiciones electronicas.

Esta técnica se utilizo para asignar las bandas de absorcion registradas en longitudes
de ondas especificas con las transiciones electronicas de los cromdéforos de los analitos
en solucion. Para la determinacion de concentraciones de estas sustancias, se
construyeron curvas de calibrado, calculando los coeficientes de extincion
correspondientes, los cuales fueron cotejados con la literatura. Las muestras analizadas
por esta técnica requirieron diferentes blancos y diluciones que serdn debidamente

descritos en los capitulos correspondientes. Todas las medidas se realizaron con un
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espectrofotometro PG T-60 (Lutterworth, Reino Unido) usando una cubeta de cuarzo con

un recorrido 6ptico de 1 cm.

2.3.2. Espectrometria de emision atomica con plasma de acoplamiento

inductivo (ICP-AES)

La técnica ICP-AES permite determinar simultaneamente y en forma cuantitativa
elementos quimicos en concentraciones bajas, € incluso trazas. El fundamento radica en
la introduccion de una muestra liquida mediante un nebulizador hacia el interior de una
mezcla gaseosa ionizada (plasma). El plasma se induce en una corriente de flujo de argén
mediante un campo electromagnético de radiofrecuencia que se emite desde una bobina
(Figura 2.2) [6]. En el plasma la muestra se encuentra en forma de atomos o iones
independientes. Los electrones presentes en los atomos o iones se excitan (transiciones
electrénicas) por el plasma, y cuando regresan a su estado fundamental, emiten radiacion
electromagnética caracteristica del elemento en cuestion [4]. Esta radiacion emitida es
captada por un detector capaz de monitorear simultineamente un gran rango de longitudes
de onda. Para determinar la concentracion de los d&tomos bajo analisis se realizan curvas
de calibrado a partir de soluciones patron certificadas para analisis de emision atémica en

acido nitrico.

Las determinaciones en el presente trabajo fueron efectuadas con un espectrémetro
ICP-AES Shimadzu Simultineo 9000, segin Norma EPA 200.7. Se empled la
metodologia de calibracion externa utilizando patrones certificados (Chem-Lab,
Zedelgem B-8210, Bélgica), acido nitrico previamente ultrapurificado (sub - boiled)
mediante un destilador Berghof distill acid (BSB-939-IR, GmbH, Alemania) y agua
ultrapura (Water Purification Systems Millipore - Milli Q, modelo Elix Technology
Inside 10, Merck, France). El agua ultrapura presentd 0,05 mS cm™ de conductividad

eléctrica y 18,2 MW cm’! de resistividad a 25 °C.
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Figura 2.2 — Esquema del equipo ICP-AES. Adaptado de [4].

2.3.3. Espectroscopia de reflectancia difusa en el infrarrojo con Transformada

de Fourier (FTIR-DRIFTS)
La espectroscopia molecular se basa en la interaccion entre la radiacion
electromagnética y las moléculas. Particularmente, la técnica FTIR-DRIFTS permite
detectar cambios en la estructura molecular de una muestra o identificar los grupos

funcionales que la componen.

Los enlaces quimicos dentro de las moléculas absorben la luz en la region infrarroja
del espectro electromagnético y la convierten en vibracion molecular, dado que su energia
no es suficiente para generar transiciones electronicas. Los movimientos vibracionales
incluyen cambios en la longitud del enlace (estiramiento) o en el angulo del enlace
(flexion) [7]. El espectrofotdémetro posee un haz de referencia que permite cuantificar la

cantidad de energia transmitida a la muestra en funcién de la longitud de onda (o numero
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de onda) determinada. De este modo, un espectro infrarrojo registra, a través de la

transmitancia, los movimientos vibracionales de los enlaces dentro de una molécula.

Existen muestras solidas complejas de manipular (peliculas y fibras de polimeros,
alimentos, cauchos, productos agricolas, entre otros) o que requieren ser analizadas sin
introducir alteraciones significativas de su estado original [5]. Para estos casos se dispone
de técnicas como la espectroscopia de reflexion en el infrarrojo medio (4000 — 400 cm™),
que incluye la espectrometria de reflectancia difusa. La reflexion difusa tiene lugar
cuando un haz de radiacién choca con la superficie de un polvo fino opaco y no
absorbente. La reflexion en superficies planas es especular (el angulo de reflexion es igual
al angulo de incidencia) (Figura 2.3a). Dado que hay multiples superficies planas y se
encuentran orientadas en forma aleatoria (Figura 2.3b), el efecto global es una reflexion
en todas direcciones posibles (reflectancia difusa, Figura 2.3c). La radiacion reflejada es

registrada por un detector y se obtiene el interferograma, el cual es digitalizado.

a C

Figura 2.3 — Reflexion en materiales (a) especulares o (b) irregulares. (¢) Reflectancia difusa.

Para el andlisis de las muestras, se mezclaron de 2 a 20 mg de muestra con KBr seco,
con una masa final de 200 mg, utilizando un mortero de 4gata. El KBr es una sal
transparente al infrarrojo. La mezcla homogénea de muestra y KBr se transfirio al
portamuestra. Los espectros infrarrojos se obtuvieron en el rango comprendido entre
4000-400 cm™. EI blanco corresponde a 200 mg de KBr puro previamente secado en
estufa. El equipo se mantuvo purgado con nitrégeno. Todos los ensayos FTIR-DRIFTS
se realizaron en un espectrofotometro Thermo Nicolet 6700 Smart Collector, Nexus

Fourier.

2.3.4. Microscopia electronica de barrido — Espectroscopia de rayos X de
energia dispersiva (SEM-EDX)

El microscopio electronico de barrido se basa en el principio de la microscopia

optica, pero en lugar de una fuente de luz posee un cafidon que genera un haz de electrones.

La técnica SEM presenta una resolucién mejorada de 0,2 A frente a 2000 A del

microscopio Optico.
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El haz de electrones barre toda la superficie de la muestra y al interactuar con los
atomos que la componen, se dispersa (scattering) [5]. Existen dos formas de dispersion
de electrones: elastica, el electron cambia su direccion sin perder energia; e inelastica, el
electron no modifica significativamente su direccion pero pierde energia. En la dispersion
inelastica, la pérdida de energia de los electrones se transfiere a la muestra como calor y
parte de esta energia escapa como electrones secundarios o rayos X (Figura 2.4). Estos
constituyen la sefal que sera captada por detectores especificos. Los electrones
secundarios son emitidos desde la muestra y brindan informacion de la topografia
superficial (morfologia, estructura y tamafio) a través de una imagen tipo 3D. Los rayos
X caracteristicos se producen cuando un electron de un orbital interno de un atomo es
desalojado por un electron del haz incidente, la vacancia es llenada con un electrén de un
orbital externo y el exceso de energia es liberado en forma de radiacion electromagnética
(rayos X). Cada orbital tiene una cantidad discreta de energia que es caracteristica para
cada elemento, por lo que la espectroscopia de rayos x de energia dispersiva (EDX) brinda

informacion sobre la composicion elemental de la muestra [8].

‘ s,_ } -~~~ Cafién de electrones

M M—— --—-= Lentes electromagnéticas

Detector de rayos x caracteristicos * 7 {=——* Detector de e~ secundarios

Figura 2.4 - Esquema de microscopia electronica de barrido. Adaptado de [8].
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Las muestras se analizaron con un microscopio electronico de barrido de presion
variable LEO EVO 40-XVP (Oberchoken, Alemania) equipado con un sistema de
microanalisis por dispersion de energia Oxford X-max 50. Previo a su observacion, las
muestras se metalizaron con oro utilizando un equipo Pelco 91000 (Ted Pella, California,

Estados Unidos).

2.3.5. Microscopia electronica de Transmision (TEM)

En el microscopio electronico de transmision, el haz de electrones atraviesa la
muestra (Figura 2.5). Parte de la radiacion es absorbida por la muestra en funcion del
grosor y la composicion de la misma, los electrones emergentes sufren un cambio en la
amplitud. Por otro lado, los electrones son desacelerados en funcidon de la composicion
elemental del material, lo cual genera un cambio en la fase. En términos de interpretacion,
a mayor numero atomico, o igual promedio en nimero atémico, pero mayor grosor de
muestra, hay una mayor dispersion de los electrones y se observan regiones mas oscuras.
De este modo se producen diferentes tipos de contrastes [9] en una imagen bidimensional
con elevada resolucion que permite obtener informacion acerca del tamafio, distribucion
de tamafio, dispersion y morfologia. Las muestras deben ser delgadas (espesor < 1000 A)
con el fin de considerar que los electrones sufrirdn como maximo un solo evento de

scattering.

La caracterizacion por TEM se realizé utilizando un microscopio electronico de
transmision JEOL modelo 100 CX II. Las nanoparticulas fueron dispersadas y colocadas
en un bafo ultrasénico unos minutos para lograr buena dispersion. Esta solucion se coloco
en una grilla, se dejo secar a temperatura ambiente, y se introdujo en el portamuestra del

microscopio.
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Figura 2.5 — Esquema de microscopia TEM. Adaptado de [8].
2.3.6. Difraccion de Rayos X (DRX)

La DRX es una técnica de analisis no destructiva que permite obtener informacion
cristalografica de los materiales. Los rayos X empleados corresponden a la radiacion
electromagnética cuyas longitudes de onda se encuentran en el rango comprendido entre
0,5y 2,5 A. El anlisis se basa en la dispersion elastica de la radiacion que incide sobre

una muestra.

La difraccion ocurre cuando la radiacidn se refleja por una estructura periodica que
se repite regularmente y cuya separacion entre las capas de a&tomos es aproximadamente
la misma que la longitud de onda de la radiacion [5]. Bajo estas consideraciones, un haz
de rayos X perfectamente monocromatico y paralelo, de longitud de onda A, incide sobre
planos de atomos paralelos y es difractado en un angulo 6 llamado angulo de Bragg

(Figura 2.6). Las ondas difractadas producen una intensidad méxima si llegan en fase
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(interferencia constructiva) al detector, es decir, si la diferencia entre las trayectorias de
los rayos es un nimero entero de veces la longitud de onda segtn indica la Ley de Bragg

(Ecuacion 2.9).
Ecuacion 2.9 — Ley de Bragg.
nA=2 dhklsene

Donde n es un numero entero; A es la longitud de onda de los rayos X; dy; es la

distancia entre planos atomico; y 0 es el angulo entre los rayos X y la fila de 4&tomos.

Todos los planos con un espaciado dnxi dado difractan al mismo angulo 26 respecto
al haz incidente y son colectados por un detector. De este modo, al representar la
intensidad de la radiacion que llega al detector frente al dngulo 26 aparecerd un pico
cuando se cumpla la Ley de Bragg. Los difractogramas permiten obtener informacién
acerca de las geometrias de las direcciones de difraccion (identificacion del sistema
cristalino y las dimensiones de la celda unidad) y de las intensidades de los rayos
difractados (naturaleza de los 4&tomos y posiciones en la red cristalina). Sin embargo, debe
considerarse que, en ocasiones, la muestra esta constituida en parte por sdlidos amorfos.
Estos presentan estructura indefinida y al ser irradiados incrementan las interacciones

destructivas, por lo que los rayos difractados no son detectados.

El analisis de DRX en el presente trabajo se realizo utilizando un difractometro de
rayos X PHILIPS PW 1710 con anodo de cobre y monocromador curvo de grafito,
operado a 30 kV y 20 mAmp, para un rango de 26 de 10 a 70°.

Haz incidente Haz difractado

) - I I I
S Ay S S Ay L - \é‘a \vy \y S
Planos atémicos &

Figura 2.6 — Difraccion de rayos X por los planos atdmicos de un material.

84



| Capitulo II — Metodologias experimentales

2.3.7. Parametros de calidad de agua

La demanda quimica de oxigeno (DQO) es una medida de la cantidad de oxigeno
(mg O2 L) requerido para oxidar la materia orginica, soluble o en suspensién, por
medios quimicos con el fin de transformarla en CO2 y H20 bajo condiciones especificas
[10]. También incluye la oxidacion de algunos compuestos minerales oxidables. Se define
como la determinacion quimica de la cantidad de un oxidante fuerte requerido para la
oxidacion de la materia organica presente en una muestra. Se utiliza comunmente
dicromato (Cr207*) y temperatura alta para oxidar la materia organica presente en la
muestra. Se calcula la cantidad de Oz quimicamente equivalente al Cr207*" consumido en
el proceso. Dicha equivalencia queda establecida a partir de las reacciones de oxidacion-

reduccion en medio acido (Ecuacion 2.10 y Ecuacion 2.11).

Ecuacion 2.10 — Semirreaccion para el dicromato.

Cr,0%” + 14H* + 6e~ - 2Cr3* + 7H,0

Ecuacion 2.11 — Semirreaccion para el oxigeno.

0, + 4H* + 4e~ - 2H,0

En el método estandar de determinacion de la DQO, el oxidante (Cr207>) se agrega
con un catalizador (Ag") y 4cido sulfurico a una muestra acuosa que se calienta durante
2 h [11]. A menudo se utiliza hidrogenoftalato de potasio (KCsHsO4) para representar la
materia orgénica cuando se analizan los procedimientos. La conversion de KCsHsO4 por
Cr207* viene dada por la Ecuacién 2.12, y al reemplazar el Cr207>" por el oxigeno se

obtiene la Ecuacion 2.13.

Ecuacién 2.12 — Conversion de hidrogenoftalato de potasio.

2KCgH<0, + 10K,Cr,0, + 41H,S0, & 16C0, + 46H,0 + 10Cr,(S0,)s + 11K,S0,

Ecuacién 2.13 — Reemplazo del Cr,O-* por oxigeno.
2KCgH;0,4 + 150, + H,SO, < 16C0O, + 6H,0 + K,SO,
En definitiva, por cada Cr207>" se consumen 6 electrones al reducirse, mientras que

cada molécula de oxigeno consume 4 electrones. En consecuencia, el consumo de 1 mol

de Cr207* en la oxidacién es equivalente al consumo de 1,5 moles de O-.

Actualmente, se realizan las determinaciones por métodos instrumentales rapidos que

arrojan resultados reproducibles con un consumo minimo de volumen de muestras.
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Otro parametro de calidad de agua relacionado con la DQO es la demanda bioldgica
de oxigeno (DBO). Este refiere a la cantidad de oxigeno disuelto en agua consumido (mg
02 L) por microorganismos para degradar las sustancias organicas contenidas en una
muestra bajo condiciones especificas controladas de manera rigurosa. La DQO incluye a
la DBO, dado que ésta tltima solo detecta material organico biodegradable. La relacion
DQO/DBO indica el grado de biodegradabilidad del vertido, clasificando un agua como
biodegradable y poco biodegradable para valores inferiores a 2 y superiores a 5,

respectivamente.

El carbono organico total (COT) es una medida del carbono (mg C L") que forma
parte de las sustancias organicas presentes en el agua. El procedimiento para la
determinacion incluye la acidificacion de las muestras para eliminar el carbono
inorgénico (carbonatos y bicarbonatos) y la posterior remocioén del CO2 generado por
sparging (burbujeo) con aire analitico. Posteriormente, se produce la oxidacién catalitica
a alta temperatura de la materia orgédnica que contiene la muestra, convirtiéndola en COa.
Utilizando aire sintético como gas de flujo, se arrastran los productos de la combustion a
un deshumificador, donde se elimina el agua, y el CO2 es detectado por un analizador

infrarrojo de gases (Infrarrojo no dispersivo, NDIR) cuantificando de este modo el COT.

Los ensayos de determinacion de DQO y COT reportados en la presente tesis se
llevaron a cabo en IACA, Laboratorio Bromatoldgico, Industrial y de Medio Ambiente

(Bahia Blanca, Argentina).

La conductividad (uS cm™ o mS cm™') se refiere a la capacidad del agua para conducir
electricidad. Esta medida se relaciona con la presencia de iones disueltos en el agua que
actuan como portadores de carga eléctrica. En agua pura, la conductividad es baja
(cercana a 0,055 uS cm™) porque la cantidad de iones presentes es minima, ya que solo
el agua se ioniza en pequeias cantidades (H20 < H* + OH"). Sin embargo, cuando el
agua contiene sales, acidos o bases disueltas, estos compuestos se disocian en iones,
aumentando la conductividad. Esta medida depende de la concentracion y naturaleza de
los iones, de la temperatura y viscosidad de la solucion. Se constituye como un indicador
de la calidad del agua. La conductividad se midi6 utilizando un medidor de conductividad

eléctrica, solidos disueltos totales y temperatura modelo TDS-3 (exactitud +£2%).

86



| Capitulo II — Metodologias experimentales

2.3.8. Punto de carga cero
El punto de carga cero (PZC, por sus siglas en inglés point of zero charge) se define
como el valor del pH en el cual la carga neta total (externa e interna) de las particulas
sobre la superficie del material adsorbente es neutra, es decir, el nimero de sitios positivos
y negativos es igual [12]. El PZC puede medirse determinando el valor de pH en el que
existe un equilibrio de carga entre los iones de una solucion acuosa y las particulas bajo
analisis. Este parametro es util para determinar la afinidad particular de un determinado

adsorbente por un adsorbato especifico.

En este trabajo se prepararon soluciones en agua destilada de distintos pH ajustando
con HCI 0,1 M y NaOH 0,1 M, y controlando con pHmetro. Se colocdé una masa
determinada de so6lido bajo analisis. Se mantuvo bajo agitacion (200 rpm) por 24 h
utilizando barra magnética. Se midio el pH final de cada solucion, y se graficé el pH final
en funciodn del pH inicial. El1 PZC corresponde al punto donde la curva de pH inicial corta

la diagonal.
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Capitulo 111

Caracterizacion por espectroscopia UV-Vis
de hematin y colorantes modelo

3.1. Introduccion

3.1.1. Hematin

En solucion, HEM puede encontrarse en forma de monémero y, debido a que se
encuentra despojado de la estructura proteica respecto a la enzima, la protoporfirina puede
ensamblarse en varios tipos de dimeros y agregados de dimeros dependiendo de la
concentracion, el pH, la temperatura, las sales (fuerza ionica) y polaridad del solvente [1],
[2]. Cuando HEM se encuentra en solucion como mondmero, la variacion del pH genera
cambios significativos en el espectro UV-Vis completo y en el coeficiente de
absortividad. Esto se debe a la desprotonacion del ligando axial [3]. Los cambios en el
oxigeno ligado al hierro (III) central de HEM alteran la distribucion electronica en el
macrociclo de la porfirina conjugada generando modificaciones en las dos bandas
caracteristicas, Soret y Q. Por otro lado, cuando se encuentra como dimeros
(concentraciones mayores a 10> M) las variaciones de pH generan cambios poco

significativos en el coeficiente de absortividad.

Dependiendo de las condiciones del medio, HEM puede presentarse como dimero
enlazado p-oxo (contiene un enlace tipo Fe-O-Fe) (Figura 3.1a), dimeros m-m (Figura
3.1b), o dimeros u-Pr (dimero formado por enlaces de coordinacion de propionato de
hierro simétricos y mutuos) [4] [5]. Los dimeros -7 se presentan en solventes proticos,
mientras que los dimeros u -oxo se forman en solventes aproticos, excepto el alcohol tert-

butilico, y bajo un aumento en la concentracion de sales [2].
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(@)

Figura 3.1- HEM en estructura dimérica (a) u — oxo y (b) t — m.

3.1.2. Colorantes

Los colorantes pueden definirse como sustancias coloreadas que tienen gran afinidad
hacia el sustrato en el que se aplican. Estas sustancias organicas imparten color, y esto se
debe a que absorben en el rango visible del espectro electromagnético con una longitud
de onda especifica. En general, poseen altos coeficientes de extincion molar por lo que,
en solucion acuosa, una pequeiia cantidad de colorante puede producir colores intensos.
Las moléculas de los colorantes contienen grupos denominados cromoforos (—-NOz2, —-NO,
—N=N, —-C=0, —-C=S, —C=C, entre otros) y auxocromos (—~OH, -NHz, -NHR, —NR2, —CI,
HSO3 —COOH, entre otros) [6], [7]. Los cromo6foros son los grupos responsables de la
absorcion de radiacion visible (transiciones electronicas) y, por ende, del color (tinte o
tono principal); mientras que los auxocromos, generalmente dadores de electrones (con
electrones no enlazantes n), mejoran la intensidad del color, desplazan la longitud de onda
de absorcion, o influyen en la solubilidad del colorante. Estos grupos se encuentran
enlazados a un cromogeno que es normalmente una estructura aromatica (por ejemplo,
anillos de benceno, naftaleno o antraceno) [8]. De este modo, las moléculas organicas
usadas como colorantes tienen un sistema de enlaces multiples que, mediante absorcion
selectiva de la luz, la cual depende de la energia asociada con tales sistemas, presentan
colores especificos. La conjugacién en la estructura de la molécula de un colorante

determina su color.

Es frecuente que, a medida que aumenta la conjugacidon, se observa un efecto
batocrémico (aumenta la longitud de onda de la absorcién méxima, se intensifica el tono).
Esta relacion, entre la extension de la conjugacion y el maximo de absorcion (Apps max)s

sugiere efectos direccionales y se asocian las diferentes bandas del espectro de un
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colorante a las orientaciones especificas en la polarizacion de la molécula, lo que ocurre

como consecuencia de la conjugacion.

Las familias de colorantes azoicos y antraquindnicos son las mayoritariamente
utilizadas en la industria textil y, por ende, fueron seleccionadas como modelo para el
desarrollo del presente trabajo. Adicionalmente, se cuenta con antecedentes en el grupo
de Catalisis (PLAPIQUI) de estudios que abordan la adsorcion y degradacion de este tipo
de colorantes. En capitulos posteriores se profundiza en los resultados obtenidos en estos

trabajos previos.

Los colorantes azoicos se caracterizan por tener enlaces azo (-N=N-), conectados a
anillos aromaticos y heterociclos, mediante su union a dos atomos de carbono con
hibridacién sp®. Por otro lado, los antraquinénicos derivan de la antraquinona y tienen
dos grupos carbonilo (C=0) en su estructura [9], siendo el anillo quinoide el cromoéforo.
Pueden tener grupos hidroxilos (hidroxi antraquindnicos, como Alizarina y Rojo de
Alizarina S) o grupos aminos (amino antraquinénicos), siendo los primeros los mas

comunes.

Rojo de Alizarina S

En representacion de los colorantes antraquinonicos, se analizara la decoloracion de
Rojo de Alizarina S (1,2-dihidroxi-9,10-antraquinona-3-acido sulfoénico, de aqui en
adelante RAS) (Figura 3.2). Es un colorante anionico y soluble en agua, ampliamente
aplicado en la coloracion de lana y nylon [10]. RAS deriva del colorante Alizarina por la
introduccion de un grupo sulfonico en la posicion 3. Alizarina es ligeramente soluble en
agua a pH 4cido, mientras que en RAS el grupo sulfénico induce mayor solubilidad. El
color de RAS en solucion acuosa varia a medida que aumenta el pH, pasando por la paleta
de los amarillos, luego los rosas, hasta el violeta [9]. Estos cambios en la coloracion de
RAS en solucion se deben a que presenta alteraciones en su estructura en funcion del pH,

y consecuentemente en su espectro UV-Vis.

Trabajos anteriores han estudiado la decoloracion de Alizarina y de RAS catalizada

por HRP y HEM tanto en sus formas solubles como soportadas [11].
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O OH
OH
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O

Figura 3.2 — Estructura quimica de RAS. Elaboraciéon propia en ACD/ChemSketch Freeware
2021.2.1.

Naranja II

Como representante de los colorantes azoicos se selecciond Naranja II (de aqui en
adelante, NII) (Figura 3.3) cuyo nombre IUPAC es 4-[2-(2-oxonaftaleno-1-ilideno)
hidrazinil] benceno sulfonato de sodio (también conocido por sus nombres en inglés, Acid
Orange 7 u Orange II). Es un colorante monoazoico que presenta una de las estructuras
mas simples dentro de esta familia [12]. Se ha probado que es un sustrato conveniente
para la evaluacion catalitica de metaloporfirinas y complejos metalicos en oxidaciones

por H202 y otros oxidantes.

Figura 3.3 — Estructura quimica de Naranja II. Elaboracion propia en ACD/ChemSketch Freeware
2021.2.1.

Es bien conocido que los colorantes azoicos presentan tautomerismo, existiendo un
equilibrio entre las formas azo e hidrazona [13]. El grupo azo y el -OH en posicién orto
otorgan a la molécula de NII la posibilidad de presentar tautomerismo, es decir, puede
encontrarse en diferentes estructuras debido a reordenamientos rapidos y reversibles. El
grupo funcional azo (R-N=N-R") se protona para formar el grupo hidrazona (R-HN-—
N=R"), esto limita la ionizacion del -OH (Figura 3.4) [14]. Los cambios tautoméricos de

protones son reacciones acido-base internas y los varios isomeros estructurales resultantes
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de estas migraciones se conocen como tautomeros. La proporcion de cada uno de los
isomeros en solucion depende del solvente y de los sustituyentes [15]. La forma hidrazona
se presenta principalmente en agua, mientras que la forma azo en solventes organicos
polares. Los colorantes que adoptan la forma tautomérica hidrazona tienden a ser mas
sensibles a la oxidacion, dado que el enlace N-N de la hidrazona es més facil de romper
que el enlace -N=N- en el tautomero azo.

a b

- + - +

(I) Na (I) Na
=S= 0=S=0
N N
Z 70N
N7 N H
O

sof

Figura 3.4 — Formas tautoméricas (a) azo e (b) hidrazona de NII. Elaboracién propia en
ACD/ChemSketch Freeware 2021.2.1.

O

3.1.3. Objetivos

En este capitulo se detallan las propiedades y caracterizacion de HEM, biomimético
de la enzima HRP, y de los colorantes (RAS y NII) seleccionados como modelos. Se
estudié el comportamiento de estos analitos en soluciéon mediante espectroscopia UV-
Vis. Se realiz6 la identificacion y cuantificacion de los mismos teniendo en cuenta que
pueden darse fendmenos de agregacion o tautomerismo que condicionan los espectros de

absorcion UV-Vis [16].
El estudio realizado implicé el analisis de:

(D) espectros UV-Vis de HEM vy el efecto del tiempo de agitacion de la solucion
madre.

(IT)  espectros UV-Vis de RAS y NII en diversos solventes variando el pH.
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3.2. Materiales y métodos

3.2.1. Reactivos

HEM porcino fue provisto por Sigma Aldrich (San Luis, Estados Unidos). RAS, NII,
buffer pH 11, buffer pH 7, buffer pH 9 (bérax) fueron comprados en Biopack (Buenos
Aires, Argentina). Tris buffer fue obtenido de Anedra (Buenos Aires, Argentina). El dcido
clorhidrico 36,5-38% fue provisto por Cicarelli (Santa Fe, Argentina). Todos los reactivos
fueron usados sin purificacion. El agua destilada utilizada fue preparada en destilador

propio del laboratorio del grupo de Catélisis.

3.2.2. Mediciones de espectros UV-Vis

Se obtuvieron los espectros UV-Vis de HEM porcino en buffer pH 11 y de los
colorantes RAS y NII bajo diferentes valores de pH. Se utilizaron como solventes para
los colorantes: agua destilada (pH 5-6 y 6-7), buffers comerciales (pH 7, pH 9, y pH 11)
y buffer Tris-HCI preparado en laboratorio tal como se indic6 en Capitulo 2, Seccion
2.2.2. Se analiz6 el efecto de la fuerza idnica del buffer borax realizando una dilucion del
mismo (factor de diluciéon = 16) con agua destilada para preparar soluciones de RAS.

Ante la posibilidad de que HEM forme dimeros en solucion se estudio el efecto del
tiempo de agitacion de la solucion madre sobre la absorcion UV-Vis a pH 11.

Para cada solucion de trabajo se construy6 una curva de calibrado. Se analizaron las
posiciones de los picos de absorcion y se asignaron a los grupos funcionales
correspondientes.

3.3. Resultados
3.3.1. Hematin

Espectros de absorcion UV-Vis

En la Figura 3.5 se presentan los espectros UV-Vis de soluciones acuosas de HEM,
(a) 20 mg L', (b) 16 mg L' y (c) 8 mg L', en buffer pH 11 preparadas a partir de
soluciones madres agitadas durante distintos tiempos (20, 40, 60, 80 min). HEM posee
baja solubilidad e inestabilidad a pH neutro y é4cido, mientras que presenta mayor
solubilidad y actividad a pH superior a 7,4, motivo por lo cual se selecciond pH 11 para
las soluciones de trabajo [17], [18], [19]. Se puede observar que las absorbancias para
40, 60 y 80 min de agitacion en el pico maximo de absorcion (388 nm) son similares
(error relativo menor al 2%), mientras que al pasar de 20 min a 40 min de agitacion la
absorbancia aumenta considerablemente (ver errores relativos en Tabla 3.1). Esta

discrepancia puede asociarse a que las moléculas de HEM en solucion acuosa tienen la
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posibilidad de presentarse en forma de dimeros, por lo que la menor absorbancia en el
pico caracteristico puede ser causada por formacion de complejos w—Tm
(donador—aceptor) [20]. Como consecuencia de la agitacion, se rompen los enlaces van
der Waals que forman los dimeros y, por lo tanto, la fraccion correspondiente a
mondmeros es mayor en las soluciones agitadas por mas de 40 min, viéndose reflejado
en el aumento de la absorbancia. En funcién de este resultado, se fij6 un tiempo de

agitacion de 40 min para las soluciones de HEM.
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o
w
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Figura 3.5 — Espectros UV-Vis de soluciones de HEM de concentraciones (a) 20 mg L™, (b) 16
mg L'y (c) 8 mg L', para diferentes tiempos de agitacion (20, 40, 60 y 80 min).

Tabla 3.1 — Errores relativos (%) de las absorbancias para concentraciones correspondientes a
20, 16 y 8 mg L™ entre 40-20 min, 60-40 min y 80-60 min.

Longitud de Concentracién Error relativo (%) entre intervalos de agitacion
onda (nm) (mg L) 40-20 min 60-40 min 80-60 min
20 19,44 0,31 1,24
388 nm 16 15,63 1,59 0,96
8 12,65 0,82 1,17

Se analizaron las bandas UV-Vis que presentan los espectros de las soluciones de
HEM. Las protoporfirinas IX de hierro (IIT) de alto espin poseen un espin S = 5/2 con
todos los orbitales d semillenos en estrecha proximidad con el HOMO () y el LUMO
(™) de la porfirina, cuya diferencia de energia es lo suficientemente pequefia como para
generar bandas de absorcion en la region UV-Vis. Esto da lugar a un fuerte solapamiento
entre las transiciones m — 1t* de la porfirina y las d del hierro (III) [21]. El nacleo ciclico
de HEM tiene 22 electrones 7 y, de acuerdo a la regla de Huckel de aromaticidad (4n+2
electrones ™ deslocalizados, donde n=4), 18 electrones estan deslocalizados entre 16
atomos del macrociclo. Debido a la gran circulacion de electrones en el anillo porfirinico
altamente conjugado, las metaloporfirinas absorben en la region UV-Vis, razon por la
cual es considerado un cromdforo aromatico. De este modo, se presentan tres bandas
asignadas a las transiciones electrénicas m = ™ en las metaloporfirinas: banda Soret (y)
y bandas Q (ay B), posicionadas en los rangos correspondientes a 380-420 nm y 500-650
nm, respectivamente [22], [23]. La banda Soret, localizada a 388 nm (Figura 3.6),

proviene del estado basal lalu (). Dentro de las bandas Q, la a se origina de la transicion

97



| Capitulo III — Caracterizacion de soluciones de hematin y de colorantes modelo.

desde 3a2u (m) y el estado final 4eg (™), mientras que la B tiene el mismo origen pero el
estado final excitado es 4eg (*) [24]. Para el Fe d° hay bandas adicionales asociadas a
transiciones electronicas desde los orbitales ocupados de mayor energia de la porfirina a
los estados desocupados de menor energia del Fe (transiciones desde 3a2u () de la
porfirina a, por ejemplo, (dm) del hierro), o bandas de transferencia de carga (TC). Las
bandas de TC tienen lugar en sistemas formados por dos componentes, un donador y un
aceptor de electrones designados como complejos donador-aceptor. La fuerza de enlace
entre las dos especies va desde la union fuerte, como en los complejos metal de transicion-
ligando; hasta el otro extremo, los complejos de contacto transitorio de transferencia de
carga, que solo existen durante la duracion de las colisiones entre donador y aceptor. Las
diferentes estructuras de resonancia que toman lugar son responsables de la estabilizacion
de la energia de resonancia en el complejo [25]. En los espectros UV-Vis presentados en
la Figura 3.6 se observa la banda de transferencia de carga localizada aproximadamente
en 610 nm.

La formacién de dimeros 4 — oxo se caracteriza por la absorcion en el visible a ~575
nm junto con un hombro a ~600 nm. Adicionalmente, los dimeros m —  producen un
desdoblamiento y un ensanchamiento de la banda Soret [21]. Por lo tanto, la banda Soret
ancha y desdoblada presente en los espectros de HEM podria asociarse a la presencia de

dimeros ™ — .
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Figura 3.6 — Espectros de absorcion UV-Vis de soluciones de HEM a pH 11 en diferentes
concentraciones con un tiempo de agitacion de 40 min.
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Curva de calibrado

El pico caracteristico de HEM se encontré a 388 nm, lo cual es consistente con lo
reportado en la bibliografia (Tabla 3.2). Se construyd una curva de calibrado a 388 nm
(R? = 0,99984) a partir de una solucién madre, preparada con buffer Biopack pH 11,
agitada 40 min para un rango de concentraciones entre 2 y 20 mg L™ (Figura 3.7). El
valor de ¢ calculado fue 5,16 X 10* 4+ 0,0651 x 10* L mol! cm™ (con un 1,19% de error
respecto al valor reportado por Cérdoba (2015) [11]).

Tabla 3.2 — Coeficientes de absortividad molar de HEM reportados en la literatura.

Longitud Coeficiente de
Condiciones de onda absortividad Ref.
A (nm) (L mol! em™)

Fe (IIT) PPIX como mondmeros (M) M=59+ 01 x 10*

Fe (III) PPIX como dimeros (D) 393 _ 4 [3]
=507 +
Ambos a pH 8.98 D=5,07 + 0,08 x 10
NaOH 0,01 N 387 5,22 x 10* [11]
pH7 387 - [17]
65,2 mg HEM fueron disueltos en 1,0 mL 0,1 N
de KOH, y diluido hasta 100 mL con agua
destllardg. Para gbte{ler una soluciéon de HEM 308 122 4 3 x 10* [26]
monomérico se diluyé mas que 1000 veces hasta
concentracion menor a 0,8x10¢ M. El espectro se
midi6 con una celda de 10,0 cm a pH 6,8
2 N NaOH (50 mL) y SDS (2.5%, 950 mL) 400 9,1 x 10* [27]
Rango de concentracion entre 2 y 20 mg L 385 - [28]
1114 mg L' de HEM en NaOH 0,01 M 387 3,95 x 10* [29]
pH 11 —20 min (apr0>.(’1mado) de agitacion de la 388 422 x 10* Este trabajo
solucion madre
pH 11 Buffer Blopack.—’ 40 min de agitacion de 388 5,16 x 10* Este.
la solucion madre trabajo
2 -

Le1 e @
Sl o y = 0,0824x - 0,0046
st e R*=0,9999
'e .

2
© 0,8 1
<
0,4 4
0 T T T T 1

0 5 10 15 20 25
Concentracion (mg L)

Figura 3.7 — Curva de calibrado de HEM a pH 11.

99



| Capitulo III — Caracterizacion de soluciones de hematin y de colorantes modelo.

3.3.2. Rojo de Alizarina S

Espectros de absorcion UV-Vis

En la Figura 3.8 se observan los espectros de absorcion UV-Vis de RAS para
diferentes valores de pH. RAS posee propiedades 4dcido-base debido a la presencia de dos
OH- en su estructura. Por lo tanto, muestra una desprotonacién dependiente del pH con
un impacto en el espectro UV-Vis. Los valores de pKa de los dos grupos hidroxilos
fenolicos en RAS son 5,5 y 11 [24], [30], [31]. Por lo tanto, RAS se presenta
predominantemente en su forma monoaniénica a pH < 4 (amarillo), en forma dianidnica
en la region de pH correspondiente a 5,5 a 10,5 (rojo) y la forma trianidnica es la mas

relevante a pH > 12 (violeta) [30].

En solucion alcalina, pH 11, la solucion de RAS presento6 color violeta. Las bandas
de absorbancia localizadas en la region del UV se asignan a las transiciones 7 — * de la
estructura antraquinonica (bandas de bencenoides y quinonoides). A 267 nm presenta un
pico asociado al anillo antracénico del colorante, reportado también por Lai et al. (2013)
y J. Gao et al. (2008) [32] [33]. Ademas, se observa un pico de menor intensidad a 324
nm que se asigna a las transiciones n — ©* del enlace -C=0. La banda entre 475 y 575
nm con un maximo en 545 nm se asocia a las transiciones © = * del enlace OH-C=C-
OHyn — r* del enlace -C=0 del auxocromo OH-C-C=0. El hombro a 600 nm se asigna
a los grupos carbonilo conjugados presentes a pH 11, relacionados con la formacion de
nuevos enlaces -C=0. En comparacion con los espectros de Alizarina, cuyos picos se
encuentran a 566 y 608 nm, RAS presenta un leve efecto hipsocromico que se relaciona
con el grupo acido sulfoénico [9]. En soluciones alcalinas se observa un desplazamiento
batocromico respecto a los espectros en soluciones acidas, debido a la conjugacion
extendida de la molécula. Adicionalmente, se reporta que a pH fuertemente alcalino,
aparece la banda cercana a 587 nm lo que estaria indicando la formacion de la forma

anidnica del grupo sulfonico [34].
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Figura 3.8 — Espectros UV-Vis de RAS (24 mg L) a diferentes valores de pH.

A valores altos de pH pueden presentarse desagregados de los colorantes en solucion
que generan una hipercromicidad, ya que la formacion de agregados no covalentes
disminuye la absortividad de las especies [35]. De este modo, se observa que a medida
que disminuye el pH, la absortividad del colorante disminuye. Se observan 3 puntos
isosbésticos, correspondientes a la coexistencia de las formas acida, monoanionica y
dianionica del colorante en equilibrio acido-base. En la bibliografia se reporta el pico
caracteristico de RAS a 556 nm y 514 nm para pH 11 y pH 9, respectivamente, con un
punto isosbéstico en 510 nm [9], [11]. En este trabajo, el pico correspondiente al
cromoéforo de RAS se encontrd a 527 en buffer pH 9,4 y 545 nm a pH 11. En la Figura
3.9 se presentan las formas en las que puede presentarse RAS junto con sus estructuras

de resonancia.
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Figura 3.9 — Posibles estructuras quimicas y de resonancia de RAS. Elaboracidon propia en
ACD/ChemSketch Freeware 2021.2.1.

Ademas, Cérdoba (2015) reporta que el pico de absorcion presente en 267 nm,
aproximadamente, disminuye su intensidad al pasar de 9 a 10,6. En concordancia, se
observo una disminucion de la absorbancia a 267 nm al comparar los espectros de RAS

apH9,4yl1l.

Es frecuente observar la variacion en el color de un colorante cuando se disuelve en
solventes de diferente naturaleza. Previo al estudio de RAS en buffer Tris-HCl a pH 9.4,
se estudio el comportamiento de RAS en buffer pH 9 comercial (borax). El pico del
cromoéforo de RAS en este caso se presentd en 447 nm (Figura 3.10). Un valor similar al
encontrado en este trabajo también fue obtenido por Khosa et al. (2011) en buffer pH 9
(448 nm) [36]. Entre los factores que pueden afectar la localizacion del pico caracteristico
del colorante se encuentra la naturaleza del solvente. En este caso, la composicion del
buffer pH 9 corresponde a (tetra) borato de sodio decahidratado (Na2B4O7-10H20). El
borato forma complejos con o-difenoles, por lo que reacciona con los grupos fendlicos de
RAS dando lugar al complejo presentado en la Figura 3.11 [37], [38]. Esto conduce a la
obtencion de una solucion amarilla de RAS en buffer borax pH 9, cuyo pico maximo se
encuentra en 447 nm. Este complejo podria generar que la molécula del colorante no se
encuentre disponible para su oxidacion por lo que se descartd el uso del buffer borax

como medio de reaccion. Este problema no se encuentra suficientemente analizado en la
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literatura especifica, y podria ocasionar discrepancias al comparar resultados

experimentales publicados.

La fuerza i6nica del solvente también genera efectos en el espectro de absorcion de
RAS, como se observa en la Figura 3.10. Cuando se usa el buffer diluido se presenta el

pico maximo de absorcion desplazado hacia la derecha.
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Figura 3.10 — Espectros UV-Vis de RAS a pH 9.4 en buffer Tris-HCI, pH 9 en buffer Biopack
(borax) y en buffer Biopack (borax) diluido.
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Figura 3.11 — Complejo de coordinacion entre RAS y el (tetra) borato [38].

Curvas de calibrado

Se construyeron curvas de calibrado de RAS para diferentes valores de pH (Figura
3.12), y se calcularon los € correspondientes. En la Tabla 3.3 se presentan las longitudes
de onda asociadas a los picos maximos de absorcion y los coeficientes de absortividad
para RAS reportados en la bibliografia. El valor de € alto en buffer pH 11 respecto a los
valores reportados en la literatura podria estar asociado a la disociacion de dimeros en
solucion alcalina [11]. Asimismo, podria asociarse a una mayor proporcion de

monomeros debido a la agitacion de la solucion madre.
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Figura 3.12 - Curvas de calibrado de RAS en (a) agua destilada a pH 5-6 (425 nm), (b) agua
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Tris-HCl pH 9,4 (527 nm) y (f) buffer pH 11 (545 nm).
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Tabla 3.3 - Coeficientes de absortividad molar de RAS reportados en la literatura.

Coeficiente de

Condiciones Longljtlud de onda absortividad Referencias
(nm) (L mol! em™)
pH 11 556 11,60 x 103 [9]
pH 10.5
Concentracion de RAS en el 520 2,55 (£ 0.03) x 10° [39]
equilibrio entre 0,6-5,4 x 10° M
Buffer pH 4,3 418 —424
Buffer pH 6,3 510-517 ) [40]
Buffer pH 9,4 444 — 450
Buffer pH 12,0 554 — 558
pH 12.7
Concentracion de RAS en el 600 3,15 (£0,02) x 10° [39]
equilibrio entre 0,6-5,4 x 10° M
pH 9 448 - [36]
pH 9 (predomina especie no Trabajo previo
protonada) 515-518 5,80 x 103 (A) en grupo
[RAS] 8 mg L' (A) 5,12 x 10° (B) catalisis no
[RAS] 80 mg L' (B) publicado
H 11
ango [RASPE 6. 24mg L 545 7,83 (+0,26) x 103
H 9 borax concentrado
rafl’go RAS] =3 . 42 g L 447 6,75 (+0,108) x 103
pH 9,4 buffer Tris-HCI ; 597 7.46 (£0.232) x 10°
rango [RAS]=3-42mgL .
pH 5-6 agua destilada 3 Este trabajo
ango [RAS] - 4 - 40 mg L 425 4,1(+0,086) x 10
pH 6-7 agua destilada
rango [RAS] =3 - 30 mg L 516 4,02 (£0,296) x 10°
pH 7 buffer 518 6,37 (+0,392) x 10°

rango [RAS] =5 -40 mg L’!

3.3.3. Naranja Il

Espectros de absorcion UV-Vis

El colorante azoico, NII, consiste basicamente en un enlace azo (-N=N-), un anillo

de benceno y un anillo de naftaleno, los cuales presentan diferentes picos de absorcion.

En la Figura 3.13 se presentan los espectros de absorcion UV-Vis para soluciones de NII

de concentracion 24 mg L™! bajo diferentes valores de pH para un tiempo de agitacion

correspondiente a 40 min. Los picos de absorbancia encontrados a 231 y 304 nm se

asocian a las transiciones w — m* de los anillos de benceno y naftaleno, respectivamente,

en concordancia a lo reportado en la literatura [41] [42]. Ademas, se presenta un aumento

leve de la absorbancia cercano a 410 nm, lo cual es propio de transiciones m — " del

enlace C-N=N-C de la forma azo, lo cual podria indicar que se encuentra esta forma

tautomérica en menor proporcion a pH 11. La banda a 484 nm se corresponde con

transiciones n = * de los enlaces -C=0 y -N=C, siendo la banda responsable del color
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[16]. Wang y Zang (2012) reportan un pico en 488 nm correspondiente a transiciones de
la forma hidrazona de NII [43]. Esto permite concluir que NII se encuentra
predominantemente en su forma hidrazona. En medio bésico, el ion fenolato no se forma
facilmente debido a la estabilizacion de la forma hidrazona, por un dtomo de hidrégeno
conectado al 8 nitrégeno del grupo azo. Y para medios fuertemente basicos, cercanos a
pH 12, el hombro alrededor de 400 nm desaparece y la banda de absorcion en la region
visible se extiende (proceso de agregacion y dimerizacion) [9]. Se conoce que en solucion

acuosa se presenta principalmente la forma tautomérica hidrazona [16].

Cordoba (2015) encontrd que NII no presenta modificaciones en su estructura con la
variacion del pH del medio disolvente para un rango de 5 a 9, presentando una ligera
hipercromicidad con el aumento del pH a 9 [11]. La energia de la transicion en la banda
principal en 484 nm es dependiente del pH, si bien no presenté modificaciones en su
estructura al variar el pH entre 6-7 y 11, dado que la banda presenta el maximo en 484
nm, la absorbancia aumenta al pasar de pH 6-7 a 9,4. Ademas, disminuye
significativamente con el aumento de la basicidad desde pH 9,4 a 11, tal como reporta

Procner et al. (2018) [44].

2,5 1
Naranja I

2 - agua destilada pH 6-7
buffer Tris-HCI pH 9,4
buffer pH 11

[
W
1

Absorbancia
1

=
()]
1

200 300 400 500 600 700
Longitud de onda (nm)

Figura 3.13 - Espectros UV-Vis de NII (24 mg L) a diferentes valores de pH.

Curvas de calibrado
El pico maximo de absorbancia en el visible para NII se encontr6 a 484 nm, esto se

corresponde con los valores reportados en la literatura: 483 nm [45], 484 nm [41] [42];
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485 nm [28], [46], [47], [48]; 486 nm [49]. Nicolas et al. (2021) reportan ademads un pico
caracteristico de NII en 310 nm [28].

Se construyeron curvas de calibrado de NII para diferentes valores de pH (6-7 en
agua destilada, pH 9,4 en buffer Tris-HCl y en buffer comercial pH 11) (Figura 3.14). En
la Tabla 3.4 se muestran las longitudes de onda asociadas a los picos maximos de
absorcion y los coeficientes de absortividad para NII reportados en la bibliografia. Para
soluciones de NII donde predomina su forma monomérica, € tiene valores cercanos a
20000 L mol™! cm™. Los valores menores encontrados en este trabajo a pH 11 y en agua
destilada, podrian estar asociados a procesos de agregacion y dimerizacion que se

traducen en una disminucion de la absorbancia en el pico caracteristico [9].

Tabla 3.4 - Coeficientes de absortividad molar de NII reportados en la literatura.

Longitud de onda Coeficiente de

Condiciones 2 (nm) absortividad molar Ref.
(L mol! cm™)
buffer fosfato (100 mM,
H 7,2
especIErofoté)Inetro 485 1,9500 x 10° [50]
Shimadzu UV-1800
Medio acido 483 1,7970 x 10* [9]
100 ppm 485 1,9476 x 10* [51]
pH 8 485 2,3352 x 10* [52]
pH 2,6 484 2,1857 x 10* [53]
H 11
bufter fosfato 485 1,9400 x 10* [54]
pH 9-12
Sol. madre 420 mg L!
0,01 M buffer fosfato 484 2,0600 x 10* [55]
(1,0 mL) en cubetas de
poliestireno
oo me L 1 486 2,0469 x 10° [56]
isuelto en agua
Agua destilada 484 1,6 x 10* [16]
Agua destilada pH 6-7 484 1,7874 (+0,0724) x 10*
Buffer Tris-HCI pH 9,4 485 2,0760 (£0,0182) x 10*
pH 11 Este trabajo
Tiempo de agitacion de 484 1,7378 (+0,0188) x 10*

solucion madre 40 min
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Figura 3.14 - Curvas de calibrado de NII en (a) agua destilada a pH 6-7 (484 nm), (b) buffer Tris-
HCI pH 9,4 (485 nm) y (c) buffer pH 11 (484 nm).

3.4. Conclusiones
Las concentraciones de los colorantes y de HEM en solucidon pueden determinarse

de forma confiable utilizando espectroscopia UV-Vis.

El colorante antraquinénico, RAS, se ve considerablemente afectado por la
naturaleza del solvente y el pH del medio de reaccion. Se seleccion6 el buffer Tris-HCl
0,1 M a pH 9,4 como solvente para la preparacion de las soluciones modelo de RAS. Se
descarto el uso de soluciones de RAS a pH 11, dado que presenta movimientos del pico
caracteristico (545 nm) al encontrarse el pH del medio cerca del pKa (11). Dado que
ocurre una desprotonacion dependiente del pH, el espectro de absorcion UV-Vis cambia
en funciéon de la proporcién en la que se encuentren las formas monoanidnicas,

dianiénicas y trianionicas del colorante. Asimismo, el buffer borax pH 9 no resultd
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apropiado para la preparacion de las soluciones modelo de RAS dado que el borato
presente forma complejos con o-difenoles, por lo que la al usar este buffer como solvente
la molécula podria encontrarse no disponible para la reaccion de oxidacion. Tal como se
menciond, este topico no se encuentra suficientemente analizado en la literatura
especifica, a conocimiento de esta tesista, lo cual podria ocasionar discrepancias al

comparar resultados experimentales publicados.

El andlisis de los espectros de absorbancia UV-Vis de NII permiti6 corroborar la
existencia de las formas azoica e hidrazona del colorante, siendo ésta ultima la de mayor

presencia, debido a la estabilizacion producida por el tautomerismo.

Las longitudes de onda de maxima absorcion para HEM, RAS y NII en valores
correspondiente de pH y las curvas de calibrado asociadas, se utilizaron en todo el trabajo

de tesis para establecer las concentraciones de estos analitos en solucion.
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Capitulo IV

Sintesis de macro esferas magnéticas de
quitosano como soporte de hematin

4.1. Introduccion

La aplicacién a gran escala de enzimas o biomiméticos en sistemas homogéneos
presenta limitaciones en relaciéon al elevado costo asociado. En consecuencia, la
inmovilizacidén es un proceso necesario para confinar la sustancia activa en una region
del espacio, conduciendo a una forma insoluble que, idealmente, conserva su actividad.
En la inmovilizacion, el catalizador pasa de su forma homogénea (libre o soluble) a
heterogénea (inmovilizado) mejorando las propiedades para su aplicacion practica [1]. En
el caso particular de HEM, su forma soportada podria evitar los principales problemas
asociados con su uso en forma homogénea (baja solubilidad y agregacion en pH bajos).
Ademas, la posibilidad de retiso del biomimético compensa la menor actividad frente a

su contraparte enzimatica.

El material utilizado como soporte debe caracterizarse por ser estable bajo
condiciones de reaccion e inerte frente a reactivos y productos. Ademads, debe contar con
elevada area superficial y con alta resistencia mecanica [2]. El QUIT, es un material
ampliamente utilizado como soporte, dado que, desde un punto de vista tecnoldgico, su
solubilidad en medio acido permite la obtencion de esferas, films, fibras, membranas,
entre otros [3]. Sin embargo, presenta inconvenientes asociados con su baja estabilidad
en medio acuoso, baja resistencia mecanica y dificultad en la recuperacion del medio de
reaccion. Consecuentemente, para superar estos inconvenientes se han desarrollado
modificaciones fisicas y quimicas, siendo el tratamiento quimico mediante un agente
reticulante una de las mas importantes. Se han investigado varios agentes de reticulacion
para mejorar sus propiedades, como el glutaraldehido (GA), el glioxal, la epiclorhidrina

y el éter diglicidilico de etilenglicol [4], [5]. El tripolifosfato de sodio (TPP), un polianién
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de bajo costo, ha sido reportado como agente reticulante alternativo dado que permite la
reticulacion fisica reversible por interaccion electrostatica en lugar de la reticulacion

quimica, evitando la toxicidad de los reactivos y otros efectos indeseables [6].

En el campo del desarrollo de catalizadores y adsorbentes, la nanotecnologia ha
adquirido gran relevancia [7], [8], [9]. Los materiales nanoparticulados tienen
propiedades novedosas que pueden ser empleadas para mejorar las propiedades
existentes. La incorporacion de MAG en catalizadores ha sido explorada en el grupo de

Catalisis y hay numerosos reportes en la literatura [10], [11], [12], [13].

Existen diferentes rutas de sintesis para obtener MAG, entre las cuales se pueden
mencionar coprecipitacion [14], [15], sintesis hidrotérmica/solvotérmica [16], [17], [18],
sol/gel [19] y sintesis verde [20], [21], [22]. Dentro de estas opciones, la coprecipitacion
es uno de los métodos mas empleados para sintetizar nanoparticulas de 6xidos de hierro
ya que es una via simple, eficaz, de bajo costo y sin intermediarios toxicos. Este método
utiliza una solucién salina acuosa que contiene especies disueltas de Fe?" y Fe’" a
temperatura ambiente o elevada, y una solucion alcalina (NaOH o NH4OH) para
precipitar el 6xido de hierro [23], [24], [25]. La sintesis de MAG se realiza bajo una
atmosfera inerte, generada con un flujo de nitrégeno gaseoso (N2) para desplazar el
oxigeno y evitar la oxidacion de Fe*? a Fe* con la consecuente obtencion de otros 6xidos

de Fe (como maghemita, y-Fe2O3) [26].

Como antecedente, Nicolds (2017) en su tesis doctoral, sintetiz6 MAG utilizando
hexametilentetramina (HMTA) y/o polietilenglicol (PEG) como estabilizadores [27].
Para obtener 500 mg de MAG, utilizo FeSO4-7H20 (0,6007 g) y FeCl3-6H20 (1,1681 g)
como precursores. Asimismo, se reporta la sintesis de nanoparticulas de MnFe204 y
CoFe204[13]. Para ello, FeCl3-6H20 (3,271 g) y MnSO4-H20 (1,022 g) o CoSO4-7H20
(1,70 g) se usaron para la obtencion de MnFe:O4 o CoFe20s, respectivamente.
Adicionalmente, se sintetizaron otros catalizadores que incluyen nanoparticulas de
ferritas y MAG estabilizadas con un biopolimero (QUIT o goma arabiga), un tensioactivo
(dodecilsulfato s6dico) o un compuesto orgénico heterociclico (HMTA). En algunos de
estos catalizadores se utilizd un agente entrecruzante (GA) con el fin de minimizar la
disolucion del biopolimero. La incorporacion de MAG en el QUIT, tiene una doble

funcionalidad, aumentar la resistencia mecanica del solido y otorgar sitios activos de
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generacion de radicales. En los trabajos mencionados, el QUIT fue aplicado en hojuelas

(Figura 4.1).

Figura 4.1 — QUIT en hojuelas.

En los ultimos afios, ha habido un creciente interés en la fabricacion de adsorbentes
y catalizadores esféricos debido a sus ventajas, que incluyen procedimientos de sintesis
simples, la posibilidad de obtener diversos tamafos, elevada area efectiva, fuerzas
similares aplicadas en todas las direcciones de la esfera durante el transporte, entre otras
[28]. La estructura esférica es favorable respecto a los polvos u hojuelas, en el caso de
QUIT, dado que los catalizadores y adsorbentes pueden ser usados de manera practica en

columnas o lechos en aplicaciones a gran escala y son simples de almacenar [29].

En funcion de lo expuesto, el objetivo principal de este capitulo fue establecer las
condiciones de sintesis para la obtencion de solidos esféricos basados en QUIT y MAG

con el fin de ser utilizados como soporte de HEM. Para ello, se exploro:

(D) Sintesis de esferas de QUIT puras y entrecruzadas con TPP mediante
precipitacion quimica. Se realiz6 mediante precipitacion y entrecruzamiento en
serie [4], [30] y en simultaneo [31], tal como se reporta en la literatura.

(IT) Sintesis de esferas magnéticas de QUIT entrecruzadas con TPP, y con GA a modo
de comparacion. Las condiciones operativas de los procedimientos de
incorporacion de MAG en la matriz esférica de QUIT se definieron de modo que
requieran el minimo consumo energético sin introducir precursores tOXicos
(temperatura ambiente y sin uso de surfactantes). Los métodos de sintesis
empleados fueron coprecipitacion de MAG en presencia de las esferas de QUIT y
coprecipitacion de MAG y gelificacion de QUIT en simultaneo.

(IIT) Inmovilizacién de HEM sobre las esferas QUIT-MAG-entrecruzante (TPP o GA).
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El s6lido compuesto por QUIT y MAG se caracteriz6 a través de técnicas que brindan
informacion especifica del material (DRX y SEM-EDX). Una técnica adicional
ampliamente reportada para la caracterizacion de solidos adsorbentes o catalizadores es
la determinacion del area BET (Brunauer-Emmett-Teller). Este pardmetro es una medida
del area superficial especifica de un solido calculado mediante la adsorcion fisica de
moléculas de gas en la superficie del material a bajas temperaturas (por lo general, usando
nitrogeno liquido) [32]. El fundamento radica en el calculo de la cantidad de gas
adsorbido correspondiente a una capa monomolecular en la superficie del material. Para
este analisis la muestra debe estar completamente seca y libre de compuestos volatiles o
adsorbidos, como agua o gases, que puedan interferir con la adsorcién del nitrégeno [33].
Los so6lidos estudiados en la presente tesis, que contienen QUIT, poseen una estructura
definida en estado hiimedo y reducen drasticamente su volumen al perder la humedad.
Ademas, presentan la capacidad de hinchamiento en medio acuoso luego del secado (se
profundizan estos conceptos en el capitulo V y VI). Es importante considerar que el
contenido de agua, la aglomeracion, la pérdida de grupos funcionales asociadas al secado
y las modificaciones ocasionadas por el hinchamiento al rehidratarse en medio acuoso,
afectan la funcionalidad del material. Estas variables relevantes no son consideradas en
la medida de la superficie especifica, dado que la muestra a analizar por esta técnica debe
estar seca. En consecuencia, se considerd6 que esta técnica no brindaria informacién
factible de correlacionar con los resultados de su aplicacion. Esto fue evidente en un
estudio previo realizado por Pirillo et al. (2009), en el cual se compar6 la capacidad de
adsorcion de alizarina (difiere de RAS por la ausencia del grupo sulfénico) sobre MAG
y QUIT. Las areas BET de MAG y QUIT fueron 42 y 4 m? g’!, respectivamente. Sin
embargo, no se pudieron correlacionar adecuadamente con las capacidades de adsorcion
a pH 7, siendo del orden de 0,05 mmol colorante por g de MAG (concentracion inicial de
alizarina igual a 25 mg L'y 2 g L de adsorbente) frente a aproximadamente 5 mmol
colorante por g de QUIT (concentracién inicial de alizarina igual a 50 mg L'y 0,1 g L"!

de adsorbente) [34].

120



| Capitulo IV — Sintesis de macro esferas magnéticas de quitosano como soporte de hematin

Respecto a las nanoparticulas obtenidas, la caracterizacion se realizé mediante TEM
en ausencia de QUIT, debido a la dificultad de obtener muestras de las esferas magnéticas
de QUIT del espesor requerido por la técnica, y por DRX en la matriz esférica de QUIT.
Otra técnica reportada para caracterizar materiales magnéticos es la magnetometria de
muestra vibrante (VSM). Esta técnica mide las propiedades magnéticas de un material al
analizar su respuesta a un campo magnético aplicado. El principio fundamental radica en
la induccion electromagnética. La muestra se coloca en un campo magnético homogéneo
y vibra a una frecuencia conocida, lo que genera un cambio periddico en el flujo
magnético detectado por bobinas de captacion. Este cambio se traduce en una seial
eléctrica proporcional a la magnetizacion de la muestra, permitiendo caracterizar
propiedades como la magnetizacion de saturacion (valor maximo de magnetizacion
alcanzado cuando todos los momentos magnéticos estdn alineados bajo un campo
magnético externo intenso), la coercitividad (resistencia del material a la
desmagnetizacion) y la curva de histéresis (relacion entre el campo magnético aplicado y
la magnetizacion del material). Como el objetivo principal en este trabajo no es el estudio
del desempeino magnético de MAG, sino su funcionalidad quimica y fisica como parte de
un soporte, esta técnica de caracterizacidon no brindaria informacion adicional util,
considerando ademds que en trabajos previos se ha verificado mediante esta técnica el
comportamiento superparamagnético de MAG obtenida por coprecipitacion [26]. Por otro
lado, la respuesta magnética puede comprobarse utilizando imanes de alta potencia como

Nd.

4.2. Materiales y métodos

4.2.1. Reactivos

QUIT (CAS: 9012-76-4) (100% mas fino que 100 mallas y 70% mas fino que 150
mallas) con 2% de acetilacion fue provisto por Primex S.A. TM 809 (Siglufjordur,
Fjallabyggd, Islandia). La superficie BET es de 4 m? g”'. Acido acético 100% (glacial
CH3COOH, PM = 60,052), RAS y buffer pH 11 fueron comprados a Biopack (Buenos
Aires, Argentina). Hidroxido de sodio (NaOH), sulfato ferroso heptahidrato
(FeSO4:-7H20) y peroxido de hidrogeno (H202) 10 vol. (3%) fueron obtenidos de Cicarelli
(Santa Fe, Buenos Aires). El cloruro de hierro hexahidratado (FeCls-6H20) se compro a
Tetrahedron Laboratorio Andes (Mendoza, Argentina). E1 TPP 85% y HEM derivado de
sangre animal porcina fueron provistos por Sigma Aldrich (San Luis, USA).

Glutaraldehido fue obtenido de Fluka (Carolina del Norte, USA). Todos los reactivos
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fueron usados sin mayor purificacion. El agua destilada fue preparada con el destilador

propio del laboratorio de Catalisis.

4.2.2. Sintesis de esferas puras de quitosano
200 mg de QUIT se disolvieron bajo agitaciéon magnética en 10 mL de &cido acético
0,5y 5% v/v, con el fin de determinar la concentracion de 4cido que favorece la disolucion

del biopolimero.

Inicialmente, se sintetizaron esferas entrecruzadas de QUIT mediante precipitacion
quimica y entrecruzamiento en simultdneo. Para ello, 200, 350 y 400 mg de QUIT fueron
disueltos en 10 mL de 4cido acético 5% v/v buscando establecer la concentracion 6ptima
del biopolimero que permita obtener una solucién con una viscosidad adecuada para su
manipulacion y posterior precipitacion. El QUIT se agreg6 gradualmente y se mantuvo
bajo agitacion magnética durante 30 min a temperatura ambiente. Las soluciones de QUIT
se gotearon manualmente en 20 mL de NaOH 3,75 M y TPP 5% v/v usando una aguja-
jeringa. Se utiliz6 una jeringa hipodérmica descartable (2,5 mL) Darling con terminacién
Luer-Slip y una aguja con didmetro de 0,9 mm. Este sistema aguja-jeringa se empled en
la precipitacion de soluciones de QUIT en todo el trabajo de tesis. El goteo se realiz6 a
una distancia minima de la solucidon para minimizar la deformacion de la esfera debido al
impacto de la gota al caer. El tiempo de residencia de la Gltima gota en la solucion
precipitante fue de 15 min. El s6lido obtenido se recuperd retirando la solucion alcalina
y se lavo con agua destilada hasta la neutralidad. Las esferas sintetizadas por este

procedimiento se denominaron QUIT-2.

Adicionalmente, se sintetizaron esferas de QUIT mediante un método en tres pasos:
(I) disolucion, (II) formacion de la esfera por precipitacion quimica y (III)
entrecruzamiento. 200 y 350 mg de QUIT se disolvieron en 10 mL de &cido acético 5%
v/v manteniendo 30 min bajo agitacion magnética. Las soluciones se gotearon
manualmente en 20 mL de NaOH 3,75 M utilizando la aguja-jeringa. El so6lido obtenido
se mantuvo 15 min en la solucion alcalina, se recuperd y se lavo con agua destilada hasta

la neutralidad. Las esferas sin entrecruzante se denominaron QUIT-1.

El solido QUIT-1 se entrecruz6 poniéndolo en contacto con 20 mL de una solucion
de NaOH 1 M y TPP 5% p/v durante 1 h a temperatura ambiente. Este procedimiento se
realiz6 con y sin agitacion magnética para evaluar el efecto del impacto mecéanico del

agitador sobre las esferas sintetizadas. Al finalizar, se lavaron con agua destilada hasta la
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neutralidad. Las esferas entrecruzadas luego de la precipitacion, en una instancia
posterior, se denominaron QUIT-3.

La estabilidad de las esferas QUIT-3 frente a un medio acido fue evaluada
poniéndolas en contacto con soluciones de 4cido acético al 0,05, 0,5y 5% (pH 2,4,29y
3.4, respectivamente). Se registré el tiempo transcurrido hasta la disolucion del sélido en

el medio acido.
4.2.3. Sintesis de esferas de QUIT-MAG entrecruzadas como soporte de HEM

4.2.3.1.  Precipitacion de esferas magnéticas de QUIT
La incorporacién de MAG en las esferas de QUIT se realizé utilizando FeCl3.6H20
(Fe*") y FeS04.7H20 (Fe?*) como precursores. El procedimiento se llevé a cabo mediante

2 métodos, los cuales se detallan a continuacion.

Método I: Coprecipitacion quimica de MAG en presencia de esferas QUIT-3.

El método de sintesis de MAG utilizado se adapté de Martinez-Mera et al (2007)
[35]. El procedimiento, a temperatura ambiente y sin el uso de surfactantes, implica la
precipitacion de sales de hierro (relacion molar Fe*":Fe?" = 2) sobre una solucion alcalina

en ausencia de oxigeno. En reemplazo del hidroxido de amonio, se utiliz6 NaOH.

Se colocaron 100 esferas de QUIT-3 en una solucion de NaOH 0,2 M (12,5 mL). El
solido esférico colocado correspondié a 60 mg nominales del biopolimero, considerando
que cada esfera equivale a 0,6 mg de QUIT nominal. Se buscd precipitar 6 mg de MAG,
10% respecto al QUIT.

Se prepararon soluciones stock de FeSO4.7H20 y FeCls3.6H20 disolviendo 36,05 y
70,00 mg, respectivamente, en 10 mL de agua destilada. Se tomaron 2 mL de la solucion
con iones ferrosos y se agregaron sobre 2 mL de solucidon con iones férricos. La mezcla
de sales de hierro se tomo con una aguja-jeringa y se precipitd sobre la solucion alcalina
en la que se encontraban las esferas de QUIT-3. El procedimiento se realizd bajo
atmosfera inerte (burbujeo con N2 durante 15 min previo a la precipitacion). Al formarse
el precipitado negro, este se mantuvo en solucion alcalina por 5 min considerando que
periodos mayores podrian implicar formacion de impurezas como Fe’*O(OH)
(lepidocrocita) [35]. Las esferas fueron recolectadas y lavadas con agua destilada. La
formacion de nanoparticulas magnéticas presentes en la solucion se verifico con imén de

Nd.
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Método II: Coprecipitacion quimica de MAG y gelificacion de QUIT en simultaneo.

La metodologia para coprecipitacion y gelificacion en simultaneo de MAG y QUIT,
respectivamente, se adaptd de Fan et al. (2018) [36]. El procedimiento reportado consiste
en la preparacion de una solucion de QUIT en acido acético 3% v/v, con cantidades
estequiométricas de FeSO4.7H20 y FeCl3.6H20. La solucion resultante se agrega por
goteo en NaOH 2 M vy se agita durante 3 h. Las esferas magnéticas de QUIT se colectan
y lavan con agua desionizada hasta la neutralidad. En este trabajo, se realizaron leves
modificaciones al procedimiento. Una solucion acida (6,6 mL) de QUIT y sales de hierro
se prepard disolviendo 231 mg de QUIT en 4cido acético al 5% v/v (2,6 mL) y sales de
hierro (relacion molar Fe*"/ Fe* = 2) en agua destilada (4 mL). Se agregaron cantidades
estequiométricas de FeCls-6H20 y FeSOa4-7H20 (53,96 mg y 27,75 mg, respectivamente),
para obtener 23,11 mg de MAG. Las masas de QUIT y MAG definidas, se correlacionan
con un 91 y 9% de la masa total, respectivamente. La mezcla se mantuvo bajo agitacion
magnética hasta la disolucion del QUIT.

Un volumen de 1,6 mL de la solucion resultante se agregd por goteo manual con el
sistema aguja-jeringa en una solucion de NaOH 3,75 M (20 mL). La precipitacion se
realizd bajo atmosfera inerte generada por burbujeo con N2 durante 15 min en un sistema
hermético (Figura 4.2). Las gotas se dejaron caer desde una distancia minima (< 1 cm).
Luego de 15 min, el solido se recolectd y se lavd con agua destilada hasta la neutralidad.
En una segunda instancia, se prepard nuevamente una solucion 3,75 M de NaOH (20 mL)
y los 5 mL de solucién &cida de QUIT y sales de hierro restantes fueron agregdndose por
goteo con la jeringa. En este caso, las gotas se dejaron caer desde una distancia superior
a 3 cm. Se mantuvieron 15 min en la solucion de NaOH, luego se removieron y se lavaron
con agua destilada hasta la neutralidad.

El sdlido sintetizado se coloco bajo agitacion magnética en contacto directo con el
agitador para evaluar su resistencia mecanica. Ademas, se agregd H202 10 vol. (3%) para
analizar, cualitativamente, el comportamiento de las nanoparticulas de 6xido de hierro

presentes en las esferas sintetizadas.
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Entrada
de N,

Placa de
agitacion
magnética

Figura 4.2 — Sistema hermético utilizado para la precipitacion de esferas magnéticas de QUIT en
atmosfera inerte.

Luego, se evaluo el efecto del contenido de MAG (10, 20 y 30% respecto a la masa
nominal del s6lido) sobre la estabilidad estructural de las esferas preparadas por el método
II. Se mantuvo fija la masa nominal de QUIT-MAG en 231 mg. Cada sintesis se realizo
por duplicado. La fragmentacion del sélido se considero6 inapropiada dado que implicaria
la pérdida del catalizador en el medio de reaccion, lo cual limita su completa recuperacion
y el posterior reuso. El solido con el contenido de MAG 6ptimo fue caracterizado por
DRX. Para ello, las esferas humedas se secaron sobre una placa calefactora y se
morterearon hasta obtener un polvo fino, que se espolvoreo sobre una base de vaselina en
el portamuestras. Adicionalmente, la pérdida de hierro en la solucidon precipitante fue

determinada mediante ICP-AES.

El 6xido de hierro nanoparticulado se caracterizo por TEM. Debido a las limitaciones
de la técnica no fue posible caracterizarlo como parte del solido esférico. Por lo tanto, se
sintetizaron las nanoparticulas bajo las mismas condiciones, pero en ausencia de QUIT
considerando que éste reconfigura sus enlaces poliméricos durante la gelificacion
entrampando a las nanoparticulas en el solido. Para ello, una solucion de sales de hierro
Fe*": Fe* = 1: 2 (mol/mol) se goted con jeringa en una solucion de NaOH (3,75 M) en
atmosfera inerte. La solucion alcalina fue burbujeada 15 min con N2 antes y después de
la precipitacion. Las nanoparticulas fueron removidas, lavadas con agua destilada y

almacenadas hasta su caracterizacion.
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4.2.3.2.  Entrecruzamiento de las esferas magnéticas de QUIT

Las esferas magnéticas de QUIT (100 esferas con un contenido nominal de QUIT
igual a 80 mg) se entrecruzaron con TPP poniéndolas en contacto con 60 mL de solucion
entrecruzante (0,011M TPP) bajo agitacion magnética durante 1 h a temperatura
ambiente. Se utilizaron las siguientes relaciones en masa: QUIT/NaOH = 0,4375 y
QUIT/TPP = 0,3743, en funcion de ensayos previos de entrecruzamiento de esferas de
QUIT puro. Debido a la baja resistencia mecanica de las esferas QUIT/MAG, el
procedimiento de entrecruzamiento se realizo conteniendo el s6lido en una malla de fibra

de vidrio para evitar el contacto directo con el agitador magnético (Figura 4.3).

Finalizado el entrecruzamiento, se retird la solucidon entrecruzante y se lavo el solido
con agua destilada hasta la neutralidad. Con el fin de evaluar la resistencia mecanica del
solido entrecruzado con TPP se colocaron esferas en 2 mL de agua destilada, y se
mantuvieron bajo agitacion magnética (1500 rpm) durante 1 h. Adicionalmente, se agrego
H202 10 vol. (3%) para evaluar, cualitativamente, el comportamiento de la MAG presente
en el solido entrecruzado. Las esferas de QUIT-MAG-TPP fueron caracterizadas por

SEM-EDX. Previo al analisis, las muestras se secaron y se metalizaron con oro.

Figura 4.3 - Sistema empleado para el entrecruzamiento de las esferas de QUIT-MAG.

A modo comparativo, se entrecruzaron esferas QUIT-MAG (contenido nominal de
QUIT igual a 80 mg) con GA. El sdlido se colocd en una malla de fibra de vidrio y se
puso en contacto con 60 mL de una solucién de GA 0,013 M, similar a la concentracion
de la solucion entrecruzante de TPP. Se mantuvo 1 h bajo agitacion magnética.

Finalmente, el s6lido se lavo con agua destilada para eliminar el exceso de reticulante.
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4.2.3.3. Inmovilizacion de HEM

Se utilizaron las esferas QUIT-MAG-TPP y QUIT-MAG-GA como soporte de HEM.
Se puso en contacto el sélido (100 esferas de cada s6lido soporte) con una solucion del
biomimético a pH 11. La masa de HEM en solucion correspondi6 al 22,5% respecto a la
masa nominal de MAG (relaciéon molar MAG/HEM = 12,16). El sélido sobre el cual se

soportd HEM represent6 una masa nominal de MAG igual a 8 mg.

Se disolvieron 1,8 mg de HEM en 60 mL de buffer pH=11 (30 mg L") bajo agitacion
magnética hasta disolucion. Para verificar la concentracion se utiliz6 la curva de
calibrado, a 388 nm, reportada en Capitulo 3, seccion 3.3.1. El s6lido (QUIT-MAG-TPP
0 QUIT-MAG-GA) se coloco en una malla contenedora de fibra de vidrio. Se agrego la
solucion de HEM y se mantuvieron las esferas en contacto por 2 h bajo agitacion
magnética. Se tomaron alicuotas a tiempo inicial, a 1 h'y a 2 h, y se analizaron mediante
espectroscopia UV-Vis, con un factor de dilucion igual a 3. La masa de HEM soportada
se calculd considerando que la disminucidn de la concentracion de HEM en solucion se
relaciona directamente con la inmovilizacidon del biomimético en el sélido. Se estimo6 la

eficiencia del proceso de inmovilizacion (Euem) segin Ecuacion 4.1.

Ecuacion 4.1 — Calculo de la eficiencia del proceso de inmovilizacion de HEM.

Abs — Abs
EHEM= ( 0a388 nm 2ha388nm) % 100

Absg 4388 nm

Adicionalmente, el solido compuesto por QUIT-MAG-TPP fue puesto en contacto
con una solucién de HEM cuya masa corresponde al 5 y 25% respecto a la masa nominal
de MAG. Se consider?6 la pérdida de HEM en el agua de lavado en el célculo de la masa

soportada del biomimético.

4.2.4. Caracterizacion preliminar de HEM soportado mediante reaccion con
RAS y H,0;

Las esferas QUIT-MAG-TPP-HEM y QUIT-MAG-GA-HEM se pusieron en
contacto con 8 mL de solucién de RAS (20 mg L) y H202 80 mM como agente oxidante.
Para esta prueba de concepto, la concentracion del H202 se fijo en 80 mM como un
extremo del rango de concentraciones a explorar. Para ello, se tomaron como referencia
trabajos previos en el grupo que demostraban capacidad de eliminacion de RAS y NII
con sistemas que contenian MAG y HEM [13]. La reaccion se realizé a 30 °C durante 2

h bajo agitacion magnética. Se utilizaron viales con tapa, y una malla de fibra de vidrio
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para contener el s6lido y evitar su contacto con el agitador magnético. Se verifico que la

malla de fibra de vidrio no adsorbe colorante bajo las condiciones de reaccion.

4.3. Resultados y discusion

4.3.1. Sintesis de esferas de QUIT puro

La formacion de esferas implica la neutralizacion de las gotas de la solucion acida de
QUIT en un medio basico [37]. En soluciones neutras y alcalinas el QUIT es
practicamente insoluble. Se disuelve bajo agitacion en acidos como el acético, nitrico,
hidroclorico, perclorico y fosforico [38], [39]. Durante la disolucion en medio acuoso
acido ocurre una reaccion entre los grupos amino en las cadenas moleculares del

biopolimero y el acido acético (Ecuacion 4.2):

Ecuacion 4.2 — Protonacion de los grupos aminos del quitosano al disolverse en acido acético.

—NH, + CH3COOH — —NH3Z + CH;C00~

Se encontrd que la concentracion de 0,5% v/v de acido acético (10 mL) no fue
adecuada para disolver 200 mg de QUIT. Una baja concentracion del acido puede
protonar parcialmente los grupos amino del polisacarido, pero no lo suficiente como para
superar las interacciones intermoleculares y facilitar la solubilidad. Al aumentar la
concentracion del acido al 5% v/v, la solubilidad del QUIT fue favorecida en
concordancia con lo reportado en la literatura [4], [40], [41], [42]. Incluso bajo esta
concentracion, una porcion del QUIT fue insoluble en este trabajo (Figura 4.4). No se
aumento6 la concentracion del dcido dado que una protonacion excesiva del QUIT puede
inducir la deformacidon de su estructura y favorecer la depolimerizacion por hidrolisis

acida de los enlaces glicosidicos.

Figura 4.4 — Fraccion insoluble de QUIT en una solucion preparada con 350 mg en acido acético

5% v/v.
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Las cadenas moleculares del QUIT disuelto estan dispersas de manera desordenada
en una solucion acuosa acida [43]. La neutralizacion de los grupos NH3" en NH2 conduce
a la desaparicion de las repulsiones i6nicas entre las cadenas del polimero, y este proceso
genera un solido esférico que contiene agua y QUIT en forma de amina libre [44]. De
este modo, la solucion alcalina utilizada permite la regeneracion del QUIT en su forma
insoluble, facilitando la reestructuracion del polimero mediante enlaces de hidrogeno e
interacciones hidrofobicas entre las cadenas [45]. El agente no solvente favorece la
inversion de fase, es decir, el cambio de la fase gel del QUIT a la fase so6lida mediante la

reestructuracion de los enlaces glicosidicos [45], [46].

En términos generales, la sintesis de esferas de QUIT implica: (I) preparacion de la
solucién acida del biopolimero; (II) precipitacion quimica; y (III) entrecruzamiento. Las
etapas (II) y (IIT) pueden realizarse de forma simultanea [31], [47] o consecutivas [30],

[41], [48], [49], en procedimientos en dos o tres etapas, respectivamente.

Inicialmente, se sintetizaron esferas de QUIT (QUIT-2) utilizando el procedimiento
en dos etapas (disolucion y precipitacion/entrecruzamiento) (Figura 4.5). Se prepararon
soluciones de QUIT disolviendo 200 mg (Figura 4.6a) y 350 mg (Figura 4.6b) en 10 mL
de 4cido acético 5% v/v y se precipitaron sobre la solucion alcalina con el entrecruzante,
con el fin de explorar la forma y la consistencia de las esferas en funcion de la
concentracion del biopolimero. De acuerdo con Choe et al. (2018), un aumento en la
viscosidad del hidrogel antes de la gelificacion en medio alcalino conduce a un
incremento en la resistencia mecanica del hidrogel [50]. Con la solucién acida de QUIT
preparada disolviendo 20 mg mL! se precipitaron particulas no esféricas, con distribucion
de forma no homogénea y con baja resistencia (Figura 4.6¢). Al precipitar soluciones con
concentraciones bajas del biopolimero, puede ocurrir que éste reforme en parte sus
cadenas polisacaridas, pero no se agregue en esferas por el bajo entrecruzamiento de las
mismas [45]. La concentracion Optima para obtener esferas con adecuada consistencia
fue de 35 mg mL!, obteniendo particulas esféricas con distribucion de tamafio
homogénea (Figura 4.6d). De este modo, el aumento de la concentracion de QUIT permite
la agregacion en esferas firmes y esféricas. El NaOH presente en la solucion neutraliza
eficientemente al QUIT y las gotas gelifican correctamente debido al mayor
entrecruzamiento de las cadenas polisacaridas al precipitar. El solido precipitado
sediment6 a los 15 min, debido al aumento de la densidad por la reticulacion. En Suo et

al. (2018) encontraron un incremento en la resistencia a la traccion y a la compresibilidad
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de hidrogeles de QUIT en funcidon de un aumento en la concentracion del biopolimero
desde 0,5 22,0 % p/v (5 a 20 mg mL") [51]. Sin embargo, a concentraciones muy altas
(= 40 mg mL'), se obtiene una solucién excesivamente viscosa que dificulta su

manipulacion.

La concentracion dptima obtenida (35 mg por mL™! de 4cido acético 5% v/v), permite
un entrelazamiento intermolecular suficiente para que ocurra la adecuada formacion de

esferas de QUIT en medio alcalino. Ademas, permite el optimo manejo de la solucion,

)

PRECIPITACIONY
ENTRECRUZAMIENTO

Esfera de
quitosano |
entrecruzada

incluyendo el goteo con aguja-jeringa.

uitosano
M

edio acido

SOLUCION ACIDA DE
QUITOSANO

NaOH 3,75 M
TPP 5% v/v

@ \/
Figura 4.5 - Esquema del procedimiento de precipitacion de esferas de QUIT entrecruzadas en 2

etapas (QUIT-2): (I) disolucion; (II) precipitacion quimica y entrecruzamiento con TPP en
simultaneo.
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Figura 4.6 — Soluciones de QUIT preparadas a partir de (a) 20 mg y (b) 35 mg por mL de acido
acético 5% v/v. Particulas de QUIT obtenidas a partir de soluciones de: (¢) 20 mgy (d) 35 mg de
QUIT por mL &cido acético 5% v/v, precipitadas en NaOH 3,75 M y TPP 5% p/v

La metodologia de sintesis en tres etapas implico la precipitacion de la solucion acida
de QUIT en NaOH 3,75 M, sin entrecruzante, dado que este procedimiento se realizé en
una instancia posterior (Figura 4.7). Utilizando una concentracién de 35 mg mL!, se
obtuvieron particulas homogéneas de QUIT puro. Las mismas fueron de color blanco y
esféricas (Figura 4.8a). La solucion de QUIT agregada por goteo comienza a precipitar
lentamente a medida que entra en contacto con los OH", por lo que aquellas que presentan
transparencia, son esferas recientemente introducidas en la solucion. Por cada mL de
solucion precipitada se obtuvieron 57 esferas, por lo que la masa nominal de QUIT por
esfera fue de 0,6 mg. Las esferas de QUIT que han perdido su contenido de humedad

presentan color amarillento y considerable reduccion de su tamafio (Figura 4.8b).

El entrecruzamiento (TPP 5,5% en NaOH 4% p/v por 1 h) de las esferas de QUIT
puro obtenidas bajo agitacion magnética provoco la fragmentacion del solido debido al
contacto directo con el buzo magnético. En la Figura 4.9 se observa el resultado de este

procedimiento. En este estudio exploratorio, se realizo el entrecruzamiento sin agitacion.
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Sin embargo, en los ensayos posteriores se evitd el contacto directo del agitador

magnético con el s6lido utilizando una malla de fibra de vidrio.

PRECIPITACION

Esfera de
quitosano

¢\ Quitosano
O Medio acido

SOLUCION ACIDA DE

(o] (e] o

L
_0/ \\o/ \\O/ \\O.

(o (o (o

QUITOSANO
ENTRECRUZAMIENTO

Figura 4.7 — Esquema del procedimiento de precipitacion de esferas de QUIT entrecruzados en 3
etapas (QUIT-3): (I) disolucion; (II) precipitacion quimica; (III) entrecruzamiento con TPP.

Figura 4.8 —Particulas (a) himedas y (b) secas de QUIT obtenidas a partir de soluciones de 350
mg de QUIT en 10 mL de 4cido acético 5% v/v precipitada en NaOH 3,75 M sin entrecruzante.
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Figura 4.9 — Esferas de QUIT sometidas a entrecruzamiento con TPP durante 1 h bajo agitacion

magnética minima.

En cuanto a la estabilidad quimica en medio acido, el s6lido QUIT-3 en contacto con
acido acético a pH 2,3 se disolvié por completo en 4 min; a pH 2,9, redujo su tamafio
hasta la mitad en 7 min y se disolvio por completo a los 14 min; y a pH 3,4 no presentd
cambios hasta los 37 min, y solo redujo levemente su tamafio inicial al cabo de 1 h. Estos
resultados seran considerados al estudiar la preparacion de un adsorbente basado en

esferas de QUIT para la remocién de colorantes en solucion acuosa (Capitulo VIII).

Se establecieron las concentraciones de acido acético (5% v/v) y de QUIT (35 mg
mL!) que, mediante precipitacion en medio alcalino (NaOH 3,75 M), conducen a la
formacion de un solido esférico con caracteristicas adecuadas para la posterior

incorporacion de MAG.

4.3.2. Sintesis de esferas magnéticas de QUIT

La reaccion quimica de sintesis de MAG puede ser descrita, de forma general, segin
la Ecuacion 4.3. Esta reaccion implica la precipitacion de hidroxidos de hierro, seguida
de la formacion de 6xido de hierro debido a la baja actividad del agua [52]. El mecanismo
de reaccion global es una ecuacion de equilibrio dinamico que explica la formacion de

nanoparticulas de Fe3Os a partir de Fe?, Fe** y OH".

La coprecipitacion de sales de hierro para obtener MAG a temperatura ambiente
mediante precipitacién quimica inversa estd ampliamente reportada en la literatura [24],
[35], [53], [54]. La sintesis implica la precipitacion de una solucion de sales de Fe*" y
Fe*" en concentracion estequiométrica, (relacién molar 1:2) en una solucién alcalina en

ausencia de oxigeno con el fin de evitar su oxidacion a otros 6xidos de hierro. La
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concentracion de OH™ final es relevante, es necesario que el pH se encuentre entre 8 y 14
para la precipitacion completa. La Ecuacion 4.4 presenta la reaccion de formacion de

MAG utilizando FeSO4-7H20 y FeCls3-6H20 como precursores.

Ecuacion 4.3 — Reaccion general de formacion de MAG.

Fe?* + 2Fe3* + 80H™ « Fe(OH), + 2Fe(OH); — Fe;0, + 4 H,0

Ecuacion 4.4 — Reaccion de formacion de MAG utilizando FeSO4.7H,O y FeCl;.6H,O como

precursores.

FeSO, - 7H,0 + 2FeCl; - 6H,0 + 8NaOH — Fe;0,(s) + 6NaCl + Na,S0, + 23H,0

La incorporacion de nanoparticulas de 6xido de hierro, a través del método I, implicéd
la precipitacion de una solucion de sales de hierro sobre NaOH en presencia de QUIT-3,
resultando en una baja inmovilizacion (Figura 4.10). Si bien se precipitaron
nanoparticulas magnéticas, las mismas permanecieron en suspension y no quedaron
retenidas sobre las esferas de QUIT en cantidades requeridas para su aplicacion practica
(Figura 4.11a). Con un iman de Nd se verifico que las nanoparticulas de 6xido de hierro
obtenidas se ven atraidas por un campo magnético externo (Figura 4.11b). Trabajos
anteriores en el grupo de Catélisis demostraron, mediante magnetometria de muestra
vibrante, que particulas obtenidas por coprecipitacion alcalina eran superparamagnéticas

[27].

Figura 4.10 — Esferas QUIT-3 (a) antes y (b) después de la precipitacion de las nanoparticulas de

oxido de hierro.
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Figura 4.11 — (a) Oxido de hierro nanoparticulado suspendido en solucién alcalina, una vez
retiradas las esferas de QUIT al finalizar el tratamiento. (b) Comportamiento del 6xido de hierro

nanoparticulado frente a un iméan de Nd.

El método II, que corresponde a la coprecipitacion de MAG y la gelificacion del
QUIT, condujo al efectivo entrampamiento del 6xido de hierro nanoparticulado dando
lugar a un so6lido esférico negro. Los cationes ferrosos y férricos se encuentran mezclados
en la solucion acida de QUIT. Los abundantes grupos amino que éste presenta, le otorgan
la capacidad de tomar cationes ferrosos y férricos a través de mecanismos quelantes [55].
Las gotas de solucion de QUIT y sales de hierro, en contacto con la solucidn alcalina,
solidifican en particulas esféricas debido a la neutralizacién de los grupos aminos del
QUIT. Y en simultaneo, por coprecipitacion de las sales de hierro se forma el 6xido de
hierro nanoparticulado. En contacto con los OH", los iones ferrosos y férricos quelados
proporcionan sitios para la cristalizacion de MAG. La reaccion de formacion de las

esferas solidas de QUIT y MAG se presenta en la Ecuacion 4.5.

Ecuacion 4.5 — Reaccion de formacion de esferas de QUIT y MAG.

QUIT-NH;"+ CH3COO" + Fe?" + 2Fe*” + 80H" — QUIT-NH, + CH;COOH + 4H,0 + Fe;0;4

La solucidn, de un color naranja rojizo (Figura 4.12a), adquiere rapidamente un color
negro (Figura 4.12b), indicando la formacion del 6xido de hierro nanoparticulado [56].
Cuando el valor del pH esta por encima del punto isoeléctrico de las nanoparticulas de
MAG (pH = 6,5) la superficie de las mismas esta cargada negativamente [57]. Por ende,
podria ocurrir una atraccion electrostatica entre la superficie de las nanoparticulas de
MAG y los grupos -NH2 y -OH aun cargados positivamente en el QUIT que no ha tomado

contacto con la solucion alcalina [58]. La pérdida de hierro en la solucion precipitante fue
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menor al 1% respecto al hierro presente en la solucion acida de QUIT, segun los

resultados de ICP-AES.

/b @
s

Figura 4.12 — (a) Solucion 4cida de QUIT (35 mg mL™) y sales de hierro (4,2 mg mL" de
FeS04.7H,0 y 8,18 mg mL" de FeCl;.6H,0) en acido acético 1,97% v/v. (b) Solido esférico
obtenido al precipitar la soluciéon acida de QUIT y sales de hierro en NaOH 3,75 M.

En un primer ensayo exploratorio, la aguja-jeringa se mantuvo cerca de la superficie
de la solucion (< 1 cm) sin agitacion magnética. Algunas particulas no precipitaron en
forma esférica (Figura 4.13). Esto se asoci6 a que una porcioén de la gota no estuvo en
contacto con la solucién de NaOH, generando media esfera y una estructura cénica
delgada propensa a desprenderse. Particulas magnéticas de QUIT similares fueron
reportadas por Fernandez-Lucas et al (2013) [59]. La forma del s6lido precipitado se ve

influenciada principalmente por la técnica de goteo empleada [60].

| ~

Figura 4.13 — Particulas de QUIT-MAG obtenidas mediante goteo con jeringa a menos de 1 cm
de la superficie de NaOH 3,75 M.
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En un segundo ensayo, las gotas se dejaron caer desde una distancia superior a 3 cm.
Por lo tanto, las gotas se sumergieron por completo en la solucioén precipitando como
particulas esféricas y uniformes (Figura 4.14a). Se obtuvieron 220 particulas esféricas de
QUIT-MAG a partir de 5 mL de solucion 4cida de QUIT y sales de hierro. Dicho volumen
condujo a la precipitacion de 175 mg nominales de QUIT y 17,5 mg nominales de MAG,
por lo que cada esfera precipitada estuvo compuesta por 0,8 y 0,08 mg de QUIT y MAG,
respectivamente. El diametro aproximado de las esferas himedas fue de 2 mm. Las
esferas de QUIT-MAG reaccionaron frente a un iman de Nd (Figura 4.14b). Esta
caracteristica permite la posibilidad de manipular el sélido en solucion mediante la

aplicacion de un campo magnético externo [61].

LTI .
@ L::M é N . /

Figura 4.14 — (a) Esferas de QUIT-MAG obtenidas diante goteo con jeringa a mas de 3 cm de
la superficie de NaOH 3,75 M. (b) Comportamiento de esferas de QUIT-MAG sintetizadas por

coprecipitacion frente a un iman circular.

Ademas, se probo la resistencia mecénica de las esferas de QUIT-MAG colocéndolas
bajo agitacion magnética. Se obtuvo mayor resistencia al impacto mecanico del agitador
que las esferas de QUIT sin MAG, manteniéndose sin cambios durante los primeros 15
min. Luego de 1 h, las esferas perdieron su integridad. En la misma solucién que contenia
particulas de las esferas disgregadas, se agregd peroxido de hidrégeno 10 vol. (3%). Se
observo el desprendimiento de burbujas sobre la superficie de las particulas de solido, lo
que podria asociarse con el comportamiento mimético de catalasa del 6xido de hierro

nanoparticulado presente en el solido sintetizado (Figura 4.15).
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Figura 4.15 — Resultado de la evaluacion de la resistencia mecanica de las esferas de QUIT-MAG

y de su comportamiento frente al H,O».

Al evaluar el efecto del porcentaje de MAG nominal se obtuvo que un 10% condujo
a una estabilidad estructural adecuada del soélido esférico, mientras que 20 y 30%
condujeron a la fragmentacion de las esferas durante la manipulacion (Figura 4.16). Se
puede observar que con el incremento del contenido de MAG, la heterogeneidad y la
fragilidad del so6lido aumenta. Esto constituye un problema, dado que la pérdida de
fragmentos, o la disolucion en el medio de reaccion, limita la recuperacion del soélido y
su posterior reuso. Un contenido de 10% de MAG respecto a masa nominal total del
solido fue establecido como optimo, y es el valor utilizado en las posteriores sintesis en

el presente trabajo de tesis.

Figura 4.16 — Particulas obtenidas con un porcentaje de MAG nominal correspondiente a (a) 30,
(b) 20, (c) 10 % respecto a masa nominal total del sélido.
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En la Figura 4.17 se presenta el difractograma obtenido por DRX de las esferas de
QUIT-MAG. Se observa una fase amorfa correspondiente al QUIT, cuyo pico
caracteristico se encuentra en 20 = 20° de acuerdo con lo reportado en la literatura [62],
[63]. En la coprecipitacion de MAG, la maghemita (y-Fe203) es un subproducto posible
que se forma por oxidacion parcial de los iones ferrosos. Sus picos principales tienen
posiciones cercanas a los de MAG, y los restantes no pueden distinguirse del fondo del
difractograma. Teniendo en cuenta la concentracion de MAG en la muestra y su
preparacion bajo atmoésfera inerte (ausencia de oxigeno), es posible inferir que es el
producto principal de la coprecipitacion. Los picos principales de MAG corresponden a
los indices (22 0),(311),(400),(511)y(440). Estos indices estdn asociados a 20 =
29,985°, 35,575°, 43,160°, 57,295° y 62,670° [64].

600 -
Fe304 - Magnetita
Fe,03 - Maghemita
£ 400 | (311)
o (220)
o
‘@ (400) (511) (440)
g 200 (422)
E ]
O ‘
0o 20 30 40 50 60 70
°2 Theta

Figura 4.17 — DRX de esferas de QUIT-MAG (con un contenido nominal de MAG
correspondiente al 10% respecto a la masa nominal total del solido).

MAG sintetizada en ausencia de QUIT se muestra en la Figura 4.18a, se observa
coémo responde ante un campo magnético externo. La micrografia TEM (Figura 4.18b)
indica que el 6xido de hierro obtenido se encuentra en escala nanométrica. Se observan
las nanoparticulas claramente aglomeradas, esto podria relacionarse con la presencia de
fuerzas de atraccion (como las fuerzas de van der Waals), entre las nanoparticulas
magnéticas. Ademads, la disminucion del pH debido al lavado respecto al medio de
sintesis, favorece la agregacion, considerando que no han recibido ningin tratamiento
(recubrimiento o funcionalizacién) [65]. Al utilizar el QUIT como soporte, la

aglomeracion de MAG podria ser inhibida [66].
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20 nm

Figura 4.18 — (a) MAG en presencia de un campo magnético externo (iman de Nd). (b)
Micrografia TEM de MAG.

El entrecruzamiento de las esferas magnéticas de QUIT se realizé conteniendo el
solido en una malla de fibra de vidrio para evitar el contacto con el agitador magnético.
Este sistema result6 practico, cumplié su funcion y la recuperacion del sélido fue simple
desde el punto de vista operativo. Se evalud la resistencia mecanica de las esferas
entrecruzadas con TPP manteniéndolas bajo agitacion magnética (1500 rpm) durante 1 h.

La Figura 4.19a muestra las esferas luego de 25 min bajo agitacion. Al cabo de 1 h, las
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esferas mantuvieron su estructura, aunque presentaron pequeiias porciones desprendidas.

Al poner en contacto las esferas de QUIT-MAG-TPP con H20:2 se observd el

desprendimiento de burbujas correspondiente a la descomposicion del H2O2 por parte de

MAG presente en el solido (Figura 4.19b).

Figura 4.19 — (a) Esferas de QUIT-MAG-TPP luego de mantenerse 25 min a 1500 rpm. (b)
Esferas QUIT-MAG-TPP en contacto con H,O».

El TPP interactia con el QUIT mediante fuerzas electrostaticas debido a su
naturaleza polianidnica (Figura 4.20). Los grupos amino protonados del biopolimero
interactuan con el contraion de carga negativa del TPP, a través de una interaccion idnica
creando redes idnicas reticuladas [67]. De este modo, se generan enlaces intermoleculares
o intramoleculares en el QUIT utilizando TPP como entrelazante. Chiou y Li (2003)
utilizaron TPP como agente entrecruzante en comparacion con epiclorhidrina, los
resultados mostraron que las esferas de QUIT entrecruzadas con TPP no s6lo mantuvieron
una alta capacidad de adsorcidn, sino que también son mads practicas incluso en el
almacenamiento y transporte [68]. Asimismo, estudiaron la fuerza ionica de los enlaces
establecidos entre QUIT y diferentes agentes reticulantes (TPP, citrato y fosfato) y
comprobaron que el enlace el enlace QUIT-TPP era 10 veces mas fuerte que los enlaces
establecidos entre el QUIT y los otros agentes reticulantes [69]. Este resultado se
relaciona probablemente con la interaccion entre el TPP y el QUIT, dado que el TPP
posee mayor numero de carga y mayor densidad de carga. El empleo de TPP como agente
entrecruzante durante la sintesis de esferas poliméricas se constituye como una estrategia

efectiva para obtener un solido estable que contenga QUIT.
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Figura 4.20 — Interaccion electrostatica entre las cadenas de QUIT y el TPP como agente
entrecruzante.

Las esferas de QUIT-MAG-TPP secas redujeron su tamafio debido a la pérdida de
humedad (Figura 4.21a) y mantuvieron la respuesta frente a un campo magnético externo
(Figura 4.21b). La diferencia de tamafio de las esferas humedas respecto a las secas
sugiere una gran capacidad de hinchamiento y retencion de agua de las microesferas [70].
La micrografia SEM de la superficie de la esfera de QUIT-MAG-TPP se muestra en la
Figura 4.21c. Se observa un desprendimiento de una porcion de la particula producto de
la manipulacion durante el andlisis. A una mayor magnificacion se observa rugosidad en
forma de escamas (Figura 4.21d). La rugosidad es un aspecto importante, ya que podria
asociarse a una mayor superficie de contacto [71]. La seccidn transversal muestra un
patron radial interno formado por cavidades paralelas, que se encuentra distorsionado
debido a la contraccion del material al secarse (Figura 4.21f). Las cavidades se observan
claramente en la Figura 4.21g. Yang et al. (2012) informan de un procedimiento de
sintesis de esferas de QUIT cargadas con 6xidos de hierro con tamafo uniforme, con un
diametro medio de 2,67 = 0,08 mm (utilizando NaOH 5% p/p como solucion precipitante)
[55]. Al caracterizarlas, encontraron que las esferas de QUIT puras tienen una estructura
interna compacta, mientras que las esferas que contienen nanoparticulas de 6xido de
hierro muestran un patrén interno radial con macroporos cuya morfologia no es esferoidal
sino de largas cavidades interconectadas. Los autores asocian el patrén en la estructura
de los macroporos a la interaccion de la coprecipitacion del 6xido de hierro y la
gelificacion del QUIT, aunque requiere mayor investigacion. Los resultados de los

analisis SEM-EDX tanto de la superficie como de la seccion transversal (Figura 4.21e y
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Figura 4.21h, respectivamente) indican una distribucién uniforme del hierro en el sélido,
lo cual podria deberse a la interaccion de MAG con los grupos amino distribuidos
uniformemente en la matriz del QUIT. Por lo tanto, las nanoparticulas estan fuertemente
enlazadas con los abundantes sitios activos del polimero. El QUIT interviene en la sintesis
de las nanoparticulas de MAG influyendo positivamente en su estabilizacion. El
aislamiento interparticula que se logra al hacer la coprecipitacién en simultaneo con la

gelificacion del QUIT reduce el problema de la agregacion [72].
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Figura 4.21 — Esferas de QUIT-MAG-TPP (a) secas y (b) su comportamiento en presencia de un
campo magnético externo. Micrografias SEM ((¢) 250X y (d) 5,00KX)) y (¢) SEM-EDX para
hierro de la superficie de las esferas QUIT-MAG-TPP. Micrografias SEM ((f) 250X y (g)
5,00KX)) y (h) SEM-EDX para hierro de un corte transversal de las esferas QUIT-MAG-TPP.

El andlisis SEM-EDX (Figura 4.22) muestra la presencia de elementos caracteristicos
del QUIT (C, Oy N), MAG (Fe y O) y TPP (P y O). La presencia de Na en el interior del
solido podria asociarse al Na proveniente del NaOH de la solucion precipitante o de la

disociacion de TPP en agua.
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Figura 4.22 — Resultados del analisis SEM-EDX. Composicion elemental de dos sitios especificos

en el corte transversal de una esfera QUIT-MAG-TPP.

4.3.3. Inmovilizacion de HEM sobre esferas de QUIT-MAG
Se soportd6 HEM sobre esferas de QUIT-MAG entrecruzadas poniéndolas en
contacto con una solucioén del biomimético cuya concentracion experimental fue de 30,7

mg L.

En los espectros de absorcion UV-Vis de las soluciones de HEM a 0, 1 y 2 h de
contacto con QUIT-MAG-TPP, se pueden observar las bandas caracteristicas de HEM a
388 nm y cerca de 600 nm (Figura 4.23a).

Se evaluo el efecto del tipo de reticulante sobre la inmovilizacion de HEM
soportandolo sobre esferas de QUIT-MAG entrecruzadas con GA, que corresponde a un
dialdehido lineal de 5 carbonos (Figura 4.24). En la literatura se encuentra ampliamente
reportado su uso como agente entrecruzante en una etapa posterior a la precipitacion de
esferas de QUIT [30], [47], [48], [73], [74], [75]. Su capacidad de formar enlaces estables
con grupos amino a valores neutros de pH lo vuelve un importante agente de
inmovilizacion de enzimas [76]. En la Figura 4.23b se presentan los espectros de

absorcion UV-Vis de las soluciones de HEM en contacto con QUIT-MAG-GA,
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observandose bandas en el UV cercano que podrian asociarse a la presencia de GA en
solucion [77]. Nicolés et al. (2021) reportan los picos caracteristicos de GA (2,5% a
temperatura ambiente) en 233 y 280 nm [13].
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Figura 4.23 — Espectros de absorcion UV-Vis (200-800 nm) de la solucion de HEM en contacto
con las esferas de (a) QUIT-MAG-TPP y (b) QUIT-MAG-GA a tiempo cero (inicial), 1 hy 2 h.

H

Figura 4.24 - Estructura quimica de glutaraldehido. Elaboracion propia en ACD/ChemSketch
Freeware 2021.2.1.
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Los resultados indican que se logré inmovilizar un 20,5% (0,38 mg HEM) y un 41,2
% (0,76 mg HEM) sobre 100 esferas de QUIT-MAG-TPP y QUIT-MAG-GA,
respectivamente (Tabla 4.1). Si bien las esferas de QUIT-MAG-GA lograron un mayor
porcentaje de inmovilizacion de HEM, existen inconvenientes para su aplicacion. Se
observé un aumento de la banda asociada a este reticulante con el paso del tiempo de
tratamiento, por lo que la remocion del excedente de GA luego del entrecruzamiento
impone una limitante en términos practicos. Su uso implicaria aumentar el nimero de
lavados, lo cual acentua otra restriccion que se relaciona con el carécter toxico del GA.
En consecuencia, el TPP, de baja toxicidad y de bajo costo, podria emplearse como

alternativa en vista de la seguridad ambiental y la perspectiva econémica [78], [79].

Tabla 4.1 — Resultados de inmovilizacion de HEM sobre esferas de QUIT-MAG-TPP y QUIT-
MAG-GA.

Soporte Tiempo de toma Abs a HEM soportado  HEM (mg) en 100
de muestra (h) 388 nm (%) esferas

0 0,839 - -
QUIT-MAG-TPP 1 0,717 14,5 0,27

2 0,667 20,5 0,38

0 0,839 - -
QUIT-MAG-GA 1 0,544 35,2 0,64

2 0,493 41,2 0,76

Al evaluar la inmovilizacion del biomimético partiendo de una masa en solucion
correspondiente al 5 y 25% respecto a la masa nominal de MAG, se encontrd que la
eficiencia en la inmovilizacion de HEM fue del 32 y el 10%, respectivamente. Para la
obtencion de estas eficiencias en la inmovilizacion, se considero la pérdida de HEM en
el agua de lavado. En la Tabla 4.2 se presenta la masa de HEM por esfera de QUIT-MAG-
TPP. Es evidente que un 25% de HEM respecto a la masa nominal de MAG excede
considerablemente la cantidad del biomimético que el solido puede soportar. Ademas,
incluso para un 5% de HEM respecto a MAG nominal, la eficiencia en la inmovilizacion
fue baja, por lo que en posteriores ensayos fue necesario activar la superficie del sélido

para aumentar la masa del biomimético soportada.
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Tabla 4.2 — Resultados de inmovilizacion de HEM para una masa inicial correspondiente al 5 y
al 25% de la masa nominal de MAG.

% HEM respecto a masa nominal HEM/esfera de QUIT-
% HEM soportado
de MAG MAG-TPP (mg)
5 32 1,21x103
25 10 1,75x 103

En la Figura 4.25 se presenta un esquema del protocolo base de sintesis de esferas de

QUIT-MAG-TPP-HEM.
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Figura 4.25 — Esquema del protocolo de sintesis del s6lido basado en QUIT-MAG-TPP-HEM.

ENTRECRUZAMIENTO

Rl

4.3.4. Caracterizacion preliminar de HEM soportado mediante reaccion con
RAS y H20;
En la Figura 4.26a-f se observa la evolucion del color de soluciones de RAS (20 mg
L) con el tiempo de reaccion utilizando HEM-QUIT-entrecruzante (TPP o GA) como
catalizadores y H202 80 mM como agente oxidante. Se observd que, utilizando ambos
catalizadores, rapidamente (6 min) hubo un apreciable cambio de color en las soluciones.
Si bien la cinética de la reaccion parece diferir por la diferencia en la coloracion, al cabo
de 30 min tanto QUIT-MAG-TPP-HEM como QUIT-MAG-GA-HEM lograron similar
reduccion de color (Figura 4.26e). A las 2 h de reaccion se observa un considerable

cambio respecto a las soluciones iniciales (comparar Figura 4.26a y Figura 4.26f).
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Figura 4.26 — Soluciones de RAS (20 mg L) en contacto con esferas de QUIT-MAG-TPP-HEM
(vial tapa negra) y esferas de QUIT-MAG-GA-HEM (vial tapa blanca) y H>O, 80 mM (a) inicial;
(b) 6 min; (c) 12 min; (d)18 min; () 30 min; y (f) 2 h.

En la Figura 4.27 se observan los espectros de absorcion UV-Vis (400 - 800 nm) de
las soluciones de RAS (20 mg L), al inicio y luego de 30 min de reaccion, con H20z y
las esferas de QUIT-MAG-TPP-HEM y QUIT-MAG-GA-HEM. Estos resultados
muestran que el pico caracteristico de RAS, encontrado a 545 nm a pH 11, disminuye su
intensidad (efecto hipocrémico) tanto para la reacciéon que involucra las esferas
entrecruzadas con GA como para las que tienen TPP como entrecruzante. Asimismo, se
observa un efecto hipsocromico (corrimiento hacia longitudes de onda menores). Si bien
la masa de HEM soportada en las esferas de QUIT-MAG-GA fue mayor que en las de
QUIT-MAG-TPP, ambos catalizadores lograron similar remocion de RAS bajo las
condiciones analizadas. Es importante aclarar que, en esta prueba de concepto, no puede
descartarse la contribucion de una oxidacion espontanea del colorante por accion del

H>0o.
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Figura 4.27 - Espectros de absorcion UV-vis entre 400 y 800 nm de soluciéon de RAS 20 mg L™
inicial y luego de 30 min en contacto con esferas de QUIT-MAG-TPP-HEM y QUIT-MAG-GA-
HEM.
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4.4. Conclusiones

Se logré establecer un protocolo simple de sintesis de un sélido esférico basado en
QUIT. Se logro incorporar MAG al material, obteniendo esferas magnéticas de QUIT. El
método seleccionado fue la coprecipitacion quimica de sales de hierro y gelificacion para
obtencion de MAG y QUIT, respectivamente. El sélido esférico obtenido se sintetiz6 de
manera simple, en condiciones estandar de temperatura y presion (25 °C y 1 atm),
goteando manualmente una solucion acida de QUIT con una aguja-jeringa sobre una
solucién alcalina (NaOH 3,75 M). Se identific la concentracion de QUIT (35 mg mL!)
que conduce a la formacion de un solido esférico dptimo. El conocimiento desarrollado
en torno a la metodologia para la obtencion de esferas de QUIT puro, se retoma en el
Capitulo VIII donde se caracteriz6 su aplicacion en un proceso de adsorcion como parte

de un sistema de tratamiento de soluciones que contienen colorantes.

Se identifico que el solido soporte es fragil, por lo que todos los tratamientos
posteriores a la precipitacion (entrecruzamiento, inmovilizacion de HEM) que requirieron
agitacion magnética, debieron evitar el contacto directo del so6lido con el agitador
magnético. El procedimiento propuesto, el uso de una malla de fibra de vidrio para

contener las esferas de QUIT/MAG, resultd apropiado y practico.

Se caracterizaron las esferas magnéticas de QUIT mediante DRX y se verifico la
escala nanométrica de MAG mediante TEM. Las nanoparticulas de MAG sintetizadas
responden a un campo magnético externo. La distribucion homogénea del hierro en la
matriz esférica de QUIT pudo determinarse mediante SEM-EDX. Se infiere,

preliminarmente, que poseen la capacidad de descomponer H20x.

El agente entrecruzante TPP se selecciond como 6ptimo frente a GA. Este tltimo
presenta inconvenientes tales como su toxicidad y la necesidad de multiples lavados para
remover excedentes, mientras que el TPP excedente se remueve del s6lido, no es toxico

y presenta menor costo.

Finalmente, se encontré que las esferas QUIT-MAG-TPP-HEM y QUIT-MAG-GA-
HEM fueron capaces de reducir el color de una solucién de RAS, con H202 80 mM como
agente oxidante, bajo las condiciones estudiadas. En capitulos posteriores, se estudiara en
profundidad la aplicacion del catalizador en la remocion de RAS y NII, como asi también

los blancos de reaccion.
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Se concluye que el solido magnético resultd ser un soporte adecuado para HEM
presentando poros en cavidades paralelas, una homogénea distribucion del hierro en todo
el volumen del solido y respuesta magnética. No obstante, el sélido en estado humedo
resulto fragil y la eficiencia en la inmovilizacion del biomimético fue baja. Se propone la
activacion de la superficie del so6lido con el fin de optimizar el procedimiento de
inmovilizacion de HEM, y explorar el secado del material para aumentar la resistencia.

Estas cuestiones se abordaron en el Capitulo V.

El procedimiento de sintesis establecido constituyo6 la base para la preparacion del

catalizador a estudiar durante todo el trabajo de tesis.
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Capitulo V

Optimizacion de la sintesis de hematin
soportado en quitosano-magnetita

5.1. Introduccion

Se ha establecido en el Capitulo IV un procedimiento base para la sintesis de un
solido esférico basado en QUIT-MAG-TPP. El solido presentdé una distribucion
homogénea de hierro en todo el volumen y fue activo en contacto con H202 segiin
caracterizacion cualitativa inicial. Esto confiere la posibilidad de que, al inmovilizar
HEM, se obtenga un so6lido con comportamiento multicatalitico con dos sistemas de
generacion de radicales en contacto con H202 (Fe?*/Fe*" en MAG y Fe** en HEM). Sin

embargo, la eficiencia en la inmovilizacion de HEM fue baja.

En la literatura se reporta el uso de 3-aminopropil trietoxisilano (APTS de aqui en
adelante, Figura 5.1) como agente de funcionalizacion de nanoparticulas magnéticas para
inmovilizacion de enzimas (Tabla 5.1). El APTS (CoH23NO3S1, PM = 221,37) es una
molécula organica simple y econdémica. Es ampliamente utilizado para la
funcionalizacién, mediante silanizacion, de materiales organicos e inorganicos, entre

ellos quitina, QUIT, MAG y silica [1], [2].

\Sl/\/\
o~ \

{

Figura 5.1 — Estructura quimica del APTS. Elaboracion propia en ACD/ChemSketch Freeware
2021.2.1.
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Tabla 5.1 — Aplicaciones de APTS reportadas en la literatura.

Material Condiciones Funcion del APTS Ref.
tratado
QUIT=0,1¢g
| A}iTS 8% :ff77’f6 K fL Espaciador para evitar
QUIT-GA Solvente = 5 mL buffer fostato pH7 impedimentos estéricos con los [3]
Agitacion magnética
. sustratos.
Temperatura ambiente
Tiempo de tratamiento =2 h
MAG/ATP=0,5¢g
APTS =4 mL
MAG - ATP Solvente = esta(l)r(l)(')i/(r;lgua destilada Agente de funcionalizacion para 4
(atapulgita) pH 4 (ajus ta(do cé)n é():i do acético) inmovilizacién de polianilina. [4]
Tratamiento por 4 h bajo agitacion
mecénica
MAG=0,43g
Solvente = 9,7 mL etanol
APTS =0,3 mL Agente de funcionalizacion para [2]
MAG e . o ,
Temperatura = 25 °C inmovilizar proteina.
Atmosfera de N, durante toda la noche
en un sistema Schlenk
_MAG_SIOZ =258 Agente de funcionalizacion del
. Solvente = 500 mL de metanol-tolueno . 1
MAG-SiO: 50% v/v . materla.l! basado en SlllCE.l [5]
6 h bajo reflujo a 70 °C (introduccién de grupos amino).
MAG =0,3639 g aprox. (0,3125 g de
FeCl, precipitadas en 10 mL agua
destilada + 1,6 mL de solucion de Agente surfactante para lograr
amonio 25%) buena dispersion en agua del
MAG APTS =0,625 mL solido sintetizado para [6]
Agitacion aplicaciones biomédicas.
Autoclave en un recipiente a presion
sellado de 75 mL a 134 °C durante 3 h
MAG = 0,2475 g aprox. (0,278 g
FeSO4 6H,0)
MAG APTS =62,55 uL Agente de funcionalizacion para 7]
40 mL de agua millipore absolutamente inmovilizacion.
desoxigenada bajo argon
Tiempo = 15 min
APTSM:AICS}O_nllf 2go o vy ' Agente de funcionalizaci('?n
MAG ., L . (introduccién de grupos amino) [8]
Agitacion magnética vigorosa durante ) - .
~ha70°C para inmovilizar hemoglobina.
Fibras de bambu= 100 g
Fibras de 1 L de solucién etanol/agua
, desionizada 80:20 v/v Agente acoplante. [9]
bambi 1% en peso de APTS
120°Cpor2h
MAG =2,33 g+ 25 mL de etanol
MAG 150 mL etanol + 1 mL agua Agente acoplante para [10]

APTS =2 pL/mL
5 h bajo agitacion magnética

inmovilizacion de HRP.
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La incorporacion de grupos amino silanos en MAG produce aminas disponibles para
la inmovilizacion de proteinas. En Kumar et al. (2013) sintetizaron MAG utilizando
APTS, 3-aminopropil trimetoxisilano (APTMS) y n-octiltrietoxisilano (en acetona), con
el fin de activar la superficie con grupos silano antes de recubrir con QUIT [11]. Luego,
inmovilizaron covalentemente la enzima lipasa Rhizopus oryzae, con un maximo de
inmovilizaciéon (48,3%) usando 3-APTMS. Los autores reportan que el proceso podria
ocurrir en dos etapas: (1) el agente de acoplamiento silano condensa en polimeros de
silano; y (2) estos polimeros se asocian mediante el grupo silanol (Si-OH) sobre la
superficie de las nanoparticulas magnéticas [11]. Esta asociacion podria darse mediante
la incorporacion de enlaces covalentes con los grupos OH de la superficie a través de la
deshidratacion. En la superficie de MAG hay numerosos grupos OH, que pueden
acoplarse facilmente con los grupos silano mediante la formacion de enlaces covalentes
Si-O-Si. La funcionalizacion de las nanoparticulas de ¢xidos de hierro con estos

compuestos evita su oxidacion [12].

Como antecedente en el grupo de Catalisis, Nicolds (2017) utiliz6 APTS como
aditivo en MAG-GA, con el fin de inmovilizar la enzima lipasa B de Candida antarctica.
Adicionalmente, en Cordoba et al. (2014) estudiaron la incorporacion de APTS como un
bloque espaciador entre la matriz polimérica del QUIT y HEM utilizando GA como
agente acoplante [3]. Encontraron que la masa de HEM soportado con APTS aumenta
mas del 100% respecto a su inmovilizacion sin APTS. Estos trabajos previos constituyen

la base para el desarrollo del presente capitulo.

El propoésito fue optimizar la inmovilizacion de HEM evaluando el efecto de la
incorporacién de APTS como agente acoplante. Se buscd maximizar la carga de material
activo y evitar su pérdida en el medio de reaccion. Respecto a la caracterizacion, se
considerd que aquellas metodologias que mantienen al material en su estado hidratado
permiten correlacionar de forma mas adecuada las propiedades con su funcionalidad,
como la actividad catalitica en solucion acuosa. En consecuencia, se optd por caracterizar
el catalizador a través de la reaccion de descomposicion de H2O2 evaluando su actividad
mimética a la enzima catalasa. Adicionalmente, se caracterizd6 el solido con los

pardmetros de sintesis 0ptimos por SEM-EDX y FTIR-DRIFTS.
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El proposito final fue obtener el protocolo de sintesis definitivo de un catalizador
robusto y estable para ser aplicado posteriormente en un proceso de oxidacidon avanzada

para remediacion de soluciones acuosas que contengan colorantes.

5.2. Materiales y métodos

5.2.1. Reactivos

QUIT fue provisto por Primex S.A. TM 809 (Siglufjordur, Fjallabyggd, Islandia).
Acido acético 100% (glacial CHsCOOH, PM = 60,052) y buffer pH 11 fueron comprados
a Biopack (Buenos Aires, Argentina). Hidroxido de sodio (NaOH), sulfato ferroso
heptahidratado  (FeSOs-7H20), ferroso amonio sulfato (Sal de Mohr,
Fe(NHa4)2(S04)2:6H20), y peroxido de hidrogeno (H202) 100 vol. (30%) fueron obtenidos
de Cicarelli (Santa Fe, Buenos Aires). El cloruro férrico hexahidratado (FeCls-6H20) se
compro a Tetrahedron Laboratorio Andes (Mendoza, Argentina). EI TPP (NasP3O10)
85%, HEM y APTS (H2N(CH2)3S1(OC2Hs)3) 99% fueron provistos por Sigma Aldrich
(San Luis, USA). KBr fue provisto por J.T. Baker (Filadelfia, USA). Todos los reactivos
fueron usados sin mayor purificacion. El agua destilada fue preparada en el destilador del

laboratorio de Catalisis.

5.2.2. Seleccion y creacion del disefio experimental

Se utiliz6 el software Statgraphics Centurion XV para disefiar las corridas
experimentales y analizar estadisticamente los resultados. Para la seleccion del disefio
experimental de Screening se ingresaron al software las condiciones indicadas en la Tabla
5.2. Se establecieron 3 factores experimentales: (I) porcentaje de HEM respecto a la masa
nominal de MAG:; (II) relacién molar acoplante/MAG; (III) tiempo de tratamiento con

agente acoplante.

Tabla 5.2 — Condiciones ingresadas al software para la seleccion del disefio experimental.

Nimero minimo Nimero
Nimero Error Potencia Nivel de
de puntos maximo de Efecto
de experimental  deseada confianza
centrales por corridas por objetivo
factores (sigma) (%) (%)
bloque bloque
3 1 10 0,5 90,0 2,0 95,0

Los disefios que el software propone se presentan en la Tabla 5.3. Los disefios
factoriales fraccionados son aquellos en los que las corridas a ejecutar son un subconjunto

de las correspondientes a un disefo factorial completo. Los disefios experimentales
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pueden clasificarse en funcion de su resolucion. Aquellos cuya resolucion es: (a) V,
pueden estimar todos los efectos principales e interacciones de dos factores; (b) 1V,
pueden estimar todos los efectos principales, pero algunas o todas las interacciones de
dos factores pueden estar confundidas con otras interacciones o efectos de bloque; (c) 111,
solo pueden estimar los efectos principales, lo que requiere que no haya interacciones
para una interpretacion adecuada [13]. La potencia es la probabilidad de que un factor
con un efecto de una magnitud dada sea significativo estadisticamente luego de realizar
los ensayos y analizar los datos. Los grados de libertad influyen en este parametro, y es

preferible que estén disponibles al menos 3.

Tabla 5.3 — Disefios experimentales propuestos por el software.

Grados de
Puntos Puntos Potencia
Diseiio Corridas  Resol. libertad Rep. Bloques
extremos  centrales (%)
(error)
Factorial
10 V+ 8 2 3 1 1 95,6669
273
Media
fraccion
10 11 4 6 6 1 1 91,4633
saturada
273-1

Se seleccion6 el disefio factorial 2”3, que implica 1 bloque de 10 corridas, con 8
puntos extremos y 2 centrales. El orden de los experimentos fue aleatorizado por el
software. Se establecieron 3 niveles por factor experimental, detallados en Tabla 5.4. Las
variables de respuesta fueron: (I) masa de HEM efectivamente inmovilizada (mg/esfera);
y (IT) porcentaje de descomposicion de H202 (%). El disefio experimental de Screening

aleatorizado que el programa defini6 se presenta en la Tabla 5.5.

Tabla 5.4 — Factores experimentales y variables de respuesta.

Factores experimentales

Variables de
% HEM respecto a Mol APTS/ Tiempo de
Nivel . ] ) respuesta
masa nominal de MAG  mol MAG tratamiento (min)
HEM soportado
-1 1 0,2 45
(mg/esfera)
0 3 0,6 90 L
Descomposicion
+1 5 | 135 de H0, (%)
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Tabla 5.5 — Diseflo experimental factorial 23 creado por el software.

HEMATIN ACOPLANTE
Corridas % HEM respecto a la mol APTS/mol MAG Tiempo de tratamiento
masa nominal de MAG nominal con APTS (min)
1 5 1 45
2 5 0,2 135
3 1 1 45
4 1 1 135
5 1 0,2 135
6 5 1 135
7 3 0,6 90
8 1 0,2 45
9 5 0,2 45
10 3 0,6 90

5.2.3. Sintesis del soporte (QUIT-MAG-TPP)

La sintesis del catalizador se realizé en funcion de los resultados del Capitulo I'V. El
solido se obtuvo por coprecipitacion de las sales de hierro para la obtencion de MAG
(10%) y la gelificacion del QUIT (90%) en simultaneo. Se disolvieron 623,49 mg de
QUIT en una soluciéon compuesta por 6,9 mL de acido acético 5% v/vy 10,8 mL de sales
de hierro (Fe*":Fe*" = 2) disueltas en agua destilada. 15,7 mL de esta solucion obtenida
se gotearon manualmente sobre NaOH 3,75 M en atmosfera inerte (flujo de N2). El
entrecruzamiento con TPP se realizdo poniendo en contacto el sélido con 60 mL de
solucion entrecruzante con las siguientes relaciones en masa QUIT/NaOH = 0,4375 y
QUIT/TPP = 0,3743 durante 1 h a temperatura ambiente y bajo agitacion magnética (600-
650 rpm). La cantidad total de esferas (762) a entrecruzar se dividid en 3 corridas (batch)
de entrecruzamiento.

5.2.4. Tratamiento con agente acoplante

Diferentes relaciones molares de APTS/MAG nominal (0,2, 0,6 y 1) y tiempos de
tratamiento (45, 90 y 135 min) fueron estudiados. Inicialmente, se trasvasé APTS a un
vial con septum utilizando el sistema que se presenta en la Figura 5.2. Luego, se afiadio
APTS (50 uL) en 25 mL de etanol. Se tom6 un volumen determinado de APTS/etanol
(véase Tabla 5.6) y se llevo a 20 mL con agua destilada. A continuacion, esta solucion se
afnadio6 a un vaso de precipitado que contenia 140 esferas de QUIT-MAG-TPP a tratar en
una malla de fibra de vidrio. Se mantuvieron en contacto bajo agitacion magnética (600-

650 rpm) durante el tiempo definido en el disefio experimental.
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Figura 5.2 — Sistema utilizado para el trasvase de APTS.

Tabla 5.6 — Condiciones utilizadas para el tratamiento de 140 esferas de QUIT-MAG-TPP con
APTS como agente acoplante.

Relacion molar APTS/ Tiempo de
Corridas * APTS/etanol (mL)
MAG nominal tratamiento (min)

2;5 135 1

0,2
89 45 1

0,6 7; 10 90 3
1;3 45 5

1

4;6 135 5

Nota: * Las corridas que requirieron un catalizador con igual relacion molar APTS/MAG y tiempo
de tratamiento, se realizaron con un so6lido sintetizado en un tinico batch de tratamiento con APTS.

5.2.5. Inmovilizacion de HEM

El catalizador (70 esferas de QUIT-MAG-TPP-APTS cuyo contenido nominal de
QUIT-MAG corresponde a 5,15 mg) se colocd en un vial con una malla de fibra de vidrio
(Figura 5.3). Se anadieron 15 mL de una solucién de concentracion conocida de HEM,
con una masa del biomimético correspondiente al 1, 3 0 5% segun la corrida del disefio
experimental (Tabla 5.7). Se mantuvieron en contacto durante 2 h bajo agitacion
magnética (600-650 rpm). Se registraron los espectros UV-Vis de la solucion de HEM
antes y después del tratamiento, y se calcul6 la concentracion del biomimético utilizando
la curva de calibrado elaborada previamente (Capitulo III, Secciéon 3.3.1.). Por balance de
masa, se obtuvieron los mg de HEM efectivamente inmovilizados en 70 esferas y por
esfera, para cada uno de los ensayos. Se evalu¢ el efecto de la relacion molar APTS/MAG
nominal y del tiempo de tratamiento sobre la inmovilizaciéon de HEM, comparando con
el “blanco” (QUIT 90%-MAG 10%-TPP y 5% de HEM respecto a masa nominal de

MAG, sin agente acoplante). Se realizaron 3 experiencias adicionales, bajo las mismas

167



| Capitulo V - Optimizacion de la sintesis de hematin soportado en quitosano-magnetita

condiciones de tratamiento, explorando un contenido de HEM de 7,5, 10y 12,5% respecto

a la masa nominal de MAG.

Figura 5.3 — Viales con malla de fibra de vidrio empleados para la inmovilizacion de HEM sobre
esferas de QUIT-MAG-TPP-APTS.

Tabla 5.7 — Masa teérica de HEM en solucion a pH 11 utilizada para tratar los solidos segln la
corrida del disefio experimental.

% HEM respecto a la masa Masa teérica de HEM en 15 mL

Run nominal de MAG de buffer pH 11 (mg) *
1 5 0,26
2 5 0,26
3 1 0,05
4 1 0,05
5 1 0,05
6 5 0,26
7 3 0,15
8 1 0,05
9 5 0,26
10 3 0,15

Nota: * Masa de HEM en solucion puesta en contacto con 70 esferas de QUIT-MAG-TPP-APTS
cuyo contenido nominal de MAG es de 5,15 mg.

5.2.6. Descomposicion de peroxido de hidrogeno

Las condiciones de reaccion de descomposicion de H2O: establecidas fueron:
cantidad de esferas correspondientes a 18,75 mg nominales de QUIT-MAG, 15 mL de
H202 80 mM, tiempo de contacto de 2 h a pH 11, 30 °C con bafio termostatizado y
agitacion en placa magnética (300-400 rpm). La concentracion del H202 se seleccion6 en
funcién de un trabajo previo del grupo en el cual diferentes sélidos basados en MAG
fueron utilizados para descomponer H20:2, cuyo rango de concentracion varié desde 20
mM a 80 mM [14]. Las soluciones de H20z, inicial y luego de 2 h de reaccion, fueron

tituladas por permanganometria para conocer su concentracion precisa. La descripcion
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detallada del procedimiento se encuentra en el Capitulo II, Seccion 2.2.3. La solucion de
H202 resultante luego de la reaccion se almacend en viales hasta su caracterizacion
mediante ICP-AES para determinar el contenido de hierro en solucion y evaluar, de este

modo, la estabilidad del catalizador en el medio de reaccion.
La eficiencia en la descomposicion de H2O2 fue calculada segun la Ecuacion 5.1.

Ecuacion 5.1 — Ecuacion para el calculo de la descomposicion de H>O».

H,05 linicial — [H205]5
Descomposicién de H,0, (%) =[ 20z inicial — (202 linal x 100
[HZOZ]inicial

5.2.7. Caracterizacion

El solido basado en QUIT-MAG-TPP-APTS-HEM con los parametros de sintesis
optimizados, pre y post descomposicion de H20», se caracterizd6 mediante SEM-EDX.
Ademas, se obtuvieron los espectros FTIR-DRIFTS (400-4000 cm™) del solido en cada
instancia de sintesis. Las muestras (2 mg) se secaron, y mezclaron con KBr (98 mg)
utilizando un mortero de 4gata. El polvo obtenido se coloco en el portamuestras para el

analisis.

5.3. Resultados y discusion

5.3.1. Sintesis del catalizador: incorporacion de APTS e inmovilizacion de HEM

En la Figura 5.4 se presenta el esquema de la sintesis del catalizador utilizado,
incorporando el tratamiento con APTS como agente acoplante. En la etapa II, de
precipitacion, se obtuvieron 835 esferas. Del total de esferas obtenidas, 762 se trataron
posteriormente con TPP, de las cuales 700 se trataron con APTS (en 5 corridas de 140
esferas cada una) y se les inmoviliz6 HEM (en 10 corridas de 70 esferas cada una), ambos

procedimientos bajo las condiciones especificas establecidas en el disefio experimental.
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Figura 5.4 — Esquema del protocolo de sintesis del catalizador con la incorporacion de APTS como agente acoplante.
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5.3.2. Efecto del APTS sobre la inmovilizacion de HEM

La Tabla 5.8 presenta la masa de HEM experimental presente en la solucion puesta
en contacto con 70 esferas de QUIT-MAG-TPP-APTS y la masa del biomimético
efectivamente inmovilizada. La Figura 5.5 muestra la eficiencia en la inmovilizacion de
HEM. La incorporaciéon de APTS como agente acoplante mejord la eficiencia en el
proceso de inmovilizacion de HEM. Analizando los catalizadores con un 5% de HEM
respecto a la masa nominal de MAG en la solucion inicial, se observa que el porcentaje
de HEM efectivamente inmovilizado pas6 de un 32% sin la adicion del agente acoplante
a una media del 52% cuando se traté con APTS. Estos porcentajes se traducen en 0,09
mg de HEM en 70 esferas (5,15 mg nominal QUIT-MAG) sin acoplar a, en promedio,
0,14 mg con el tratamiento con APTS. APTS tiene 3 grupos reactivos etoxi y un grupo
amino por cada molécula. La polimerizacion de estas moléculas sobre superficies que
contienen grupos OH es una reaccion compleja que involucra: (I) la hidrélisis del APTS
(un grupo OH sustituye el grupo etoxi en un medio acido, alcalino o neutral formando un
grupo silanol); (II) la condensacion mediante la formacion de enlaces siloxanos (Si-O-Si)
entre las moléculas de APTS hidrolizadas; y (III) la fase final de formacion de enlace
siloxano con la superficie que contiene grupos OH mediante la pérdida de una molécula
de H20 (Figura 5.6) [15], [16]. El APTS en contacto con el s6lido soporte tiene la
posibilidad de reaccionar con los grupos OH presentes en MAG y en QUIT (Figura 5.7),
quedando propilaminos expuestos. Los resultados demuestran que la funcionalizacion de

la superficie del solido permite una mejora en la inmovilizacion de HEM.
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Tabla 5.8 — Masa de HEM experimental en solucion inicial y soportada sobre 70 esferas de QUIT-
MAG-TPP-APTS.

% HEM Masa experimental

respecto a de HEM en 15 mL Masa de HEM Masa HEM por
Run . soportada en 70
masa nominal de buffer pH 11 esfera (mg)
de MAG (mg) * esferas (mg)
1 5 0,27 0,13 1,91E-03
2 5 0,27 0,15 2,17E-03
3 1 0,05 0,03 3,78E-04
4 1 0,06 0,03 3,80E-04
5 1 0,05 0,03 4,25E-04
6 5 0,27 0,14 2,01E-03
7 3 0,17 0,09 1,34E-03
8 1 0,05 0,03 4,17E-04
9 5 0,27 0,14 1,96E-03
10 3 0,16 0,09 1,23E-03
11° 7,5 0,52 0,19 2,15E-03
12° 10 0,69 0,26 2,85E-03
13° 12,5 0,89 0,35 3,93E-03
Blanco 1¢ 5 0,28 0,09 1,21E-03
Blanco 2°¢ 25 1,19 0,12 1,75E-03

Nota: * Masa de HEM en solucion puesta en contacto con 70 esferas de QUIT-MAG-TPP-APTS cuyo
contenido nominal de MAG es de 5,15 mg. ® Las corridas adicionales se realizaron con un soporte cuya
relacion molar APTS/MAG nominal fue igual a 1 y el tiempo de tratamiento 135 min. ¢ Los ensayos blancos
representan la inmovilizacion de HEM sobre esferas de QUIT-MAG-TPP, sin acoplante.

Hematin perdido

B Hematin soportado

100% - I

80% -

60% -

40% -

20% A

0% -

Figura 5.5 — Eficiencia en la inmovilizacion de HEM. Notas: I, tiempo de tratamiento (min); II,

relacién molar APTS/MAG nominal; 111, %HEM respecto a masa nominal de MAG.

172



| Capitulo V - Optimizacion de la sintesis de hematin soportado en quitosano-magnetita

NH,,
NH,
Hidrolisis HO‘/SLOH
oIS _
O"?‘\o H202 HO
5 L OH

r AN

NHz NHz NH2
NHZ NH2 NHZ

UOIDBSUIPUOD)

- —?ifo—?i—o—?i— -
f?ifof?ifof?i* OH OH OH
O ) @) OH OH OH

T

Figura 5.6 — Reaccion de APTS con grupos funcionales OH. Elaboracion propia en

ACD/ChemSketch Freeware 2021.2.1.

Esfera de QUIT-MAG OH @ OH
® MAG dispersa en la 0 o) 0
matriz de QUIT HO
HO HO
NH» NH: HO NH2 @
n

Quitosano

Figura 5.7 — Grupos OH disponibles en la esfera de QUIT-MAG para interactuar con APTS.

Los resultados de la eficiencia en la inmovilizaciéon de HEM presentan un error del
6%, calculado a partir de los ensayos duplicados en los puntos centrales del disefio
experimental. De Oliveira Cruz et al. (2020) reportan la sintesis de particulas de QUIT
por precipitacion quimica usando una jeringa equipada con una aguja (0,7 mm), sobre las
que depositaron nanoparticulas de Fe/Ni para aplicarlas en remocioén de color de un
efluente textil [17]. Considerando que los autores indican que todos los ensayos fueron
realizados con el mismo batch de particulas, podria inferirse que esta aclaracion se asocia

con la variabilidad intrinseca al método de sintesis usando goteo manual con jeringa.
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En la Figura 5.8 se puede observar que, utilizando APTS como agente acoplante, un
aumento desde el 1 al 5% de HEM incrementa la masa del biomimético soportada,
manteniendo la eficiencia del tratamiento. La Tabla 5.9 presenta las estimaciones para los
efectos y las interacciones, y el error estandar de cada uno de los efectos, contemplando
el error de muestreo. El valor del Factor de Inflacion de la Varianza (VIF) fue igual a
1,0, indicando un disefio perfectamente ortogonal (valores de 10 implican seria confusion
entre los efectos). El test ANOVA prueba que, en efecto, el factor experimental “% HEM
con respecto a la masa nominal de MAG” tiene un p-valor inferior a 0,05, lo que indica
que es significativamente diferente de cero con un nivel de confianza del 95,0% (Tabla
5.10 y Figura 5.9). El estadistico R? indica que el modelo ajustado explica el 99,0112%

de la variabilidad de la respuesta “masa de HEM efectivamente inmovilizada

(mg/esfera)”.

0.30 -
Hematin perdido
0.25 4
" W Hematin soportado
s
€020 -
dJ
o
™~ 1
g 0.15
s
é 0.10 -
0.05 4
w/ 0 B B
45 | 135 45 | 135 90 45 | 135 45 | 135 0 I
0.2 1 0.6 0.2 1 0 1I
1 3 5 IIT

Figura 5.8 — HEM (mg) soportado en 70 esferas. Nota: I, tiempo de tratamiento (min); II, relacion
molar APTS/MAG nominal; 111, %HEM respecto a masa nominal de MAG.

Tabla 5.9 — Errores estdndar basados en el error total con 3 grados de libertad para “Hematin
efectivamente inmovilizado (mg/esfera)”.

Estimado Error estandar

Efecto promedio 0.001222 0,0000240309 V.LF.
A:HEM 0,0016125 0,0000537347 1,0
B:Acoplante -0,0000735 0,0000537347 1,0
C:Tiempo 0,00008 0,0000537347 1,0
AB -0,0000315 0,0000537347 1,0
AC 0,000075 0,0000537347 1,0
BC -0,000029 0,0000537347 1,0

VIF = Factor de inflacion de varianza.
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Tabla 5.10 - Analisis de la varianza para la variable de respuesta "Hematin efectivamente

inmovilizado".
Suma de Grados de Cuadrado .

Fuente cuadrados libertad medio F-Ratio P-Valor
A: HEM 0,0000052003 1 1 0,0000052003 1 900,51 0,0001
B: Acoplante 1,08045E-8 1 1,08045E-8 1,87 0,2648
C: Tiempo 1,28E-8 1 1,28E-8 2,22 0,2333
AB 1,9845E-9 1 1,9845E-9 0,34 0,5989
AC 1,125E-8 1 1,125E-8 1,95 0,2572
BC 1,682E-9 1 1,682E-9 0,29 0,6269
Total error 1,73245E-8 3 5,77483E-9
Total (corr.) 0,00000525616 9

R? = 99,6704; R? (ajustado por grados de libertad) = 99,0112. Standard Error of Est. = 0,0000759923; Mean absolute
error = 0,0000252; Durbin-Watson statistic = 2,31872 (P=0,8283); Lag 1 residual autocorrelation = -0,161426

Standardized Pareto Chart for HEM efectivo
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Figura 5.9 — Graficas de efectos principales y superficie de respuesta para la variable de respuesta
correspondiente a la “masa de HEM (mg) efectivamente inmovilizada por esfera”.
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Considerando que el “% de HEM respecto a masa nominal de MAG” es el factor que
mas contribuye a la variabilidad de la respuesta “masa de HEM efectivamente
inmovilizada por esfera”, se explor6 el proceso de inmovilizacion para 7,5, 10y 12,5%
de HEM (para relacion molar APTS/MAG nominal = 1 y tiempo de tratamiento = 135
min). Los resultados fueron presentados en Tabla 5.8 y Figura 5.5. Se obtuvo que la
eficiencia de inmovilizacién de HEM para estas pruebas disminuy6 hasta un 37%. Por lo
tanto, con el fin de minimizar la pérdida de HEM y reducir el costo economico de la
sintesis, se selecciona como 6ptimo un maximo del 5% de biomimético respecto a la masa

nominal de MAG.

5.3.3. Descomposicion de peréxido de hidrogeno

El contenido de HEM en el so6lido utilizado en reaccién y los resultados de la
descomposicion de H202 se presentan en la Tabla 5.11. La concentracidon inicial de las
soluciones de H20: fue de 78 + 0,58 mM. El contenido de QUIT-MAG experimental,

segun los resultados de sintesis, corresponde a 18,4 mg nominales.

Tabla 5.11 — Contenido de HEM (mg) sobre esferas de QUIT-MAG-TPP-APTS (18,4
mg nominal de QUIT-MAG) y porcentaje de descomposicion de H202 ([H202] = 80
mM; pH 11; 2 h; 30 °C; 300-400 rpm; 15 mL).

HEM APTS TIEMPO HEM Descomposicion de
soportado H,0,
% HEM ., Tiempode HEM en 18,4 mg
Relacion . .
Run respectola molar de tratamiento nominales de %
masa nominal APTS/ MAG ~ O0 APTS QUIT-MAG (25
de MAG (min) esferas) (mg)
1 5 1 45 0,044 54
2 5 0,2 135 0,050 48
3 1 1 45 0,009 42
4 1 1 135 0,009 45
5 1 0,2 135 0,010 41
6 5 1 135 0,047 56
7 3 0,6 90 0,031 46
8 1 0,2 45 0,010 40
9 5 0,2 45 0,045 48
10 3 0,6 90 0,029 46

Analizando la descomposicion de H2O2 en funcion de la masa de HEM inmovilizada
sobre 18,4 mg nominales de QUIT-MAG, se comprob6 que la actividad tipo catalasa del
catalizador a pH 11 aument6 con el incremento de la masa de HEM soportada. La

descomposicion del H20:2 oscild entre el 40 y el 56%. Se encontrd una relacion cercana a

176



| Capitulo V - Optimizacion de la sintesis de hematin soportado en quitosano-magnetita

la linealidad con el aumento del % de HEM respecto a masa nominal de MAG (Figura
5.10).

70
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55 o T
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0o ®

SO e y = 1,7896x + 44,675
454 @ R2=0,9544

40 T T T T T T 1
0 2 4 6 8 10 12 14

% HEM respecto a masa nominal de MAG

Descomposicion de H,0,
(%)

Figura 5.10 — Descomposicion de H>O, (%) en funcion del porcentaje de HEM respecto a la masa
nominal de MAG.

La Tabla 5.12 presenta las estimaciones para cada efecto y las interacciones. Ademas,
muestra el error estdindar de cada efecto. Los valores VIF son todos iguales a 1,0. El test
ANOVA prueba que los factores experimentales porcentaje de HEM respecto a la masa
nominal de MAG, la relacién molar APTS/MAG nominal y el tiempo de tratamiento,
fueron significativos (Tabla 5.13 y Figura 5.11). Los valores de P-Valor inferiores a 0,05

indican que los términos del modelo son significativos.

Tabla 5.12 — Errores estandar basados en el error total con 3 grados de libertad para
“Descomposicion de peroxido de hidrogeno (%) ”.

. Estimado Error estandar

Efecto promedio 46.6 0.173205 V.LF.
A:HEM 9.5 0,387298 1,0
B:Acoplante 5,0 0,387298 1,0
C:Tiempo 1,5 0,387298 1,0
AB 2,0 0,387298 1,0
AC -0,5 0,387298 1,0
BC 1,0 0,387298 1,0

VIF = Factor de inflacidon de varianza

Tabla 5.13- Analisis de la varianza para la variable de respuesta "Descomposicion de peroxido de
hidrogeno (%)".

Suma de Grados de Cuadrado .
Fuente cuadrados libertad medio F-Ratio P-Valor

A: HEM 180,5 1 180,5 601,67 0,0001
B: Acoplante 50,0 1 50,0 166,67 0,0010
C: Tiempo 4.5 1 4,5 15,00 0,0305
AB 8,0 1 8,0 26,67 0,0141
AC 0,5 1 0,5 1,67 0,2872
BC 2,0 1 2,0 6,67 0,0816
Total error 0,9 3 0,3

Total (corr.) 246,4 9

R?=99,6347; R? (ajustado por grados de libertad) = 98,9042
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Standardized Pareto Chart for H202
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Figura 5.11 - Graficas de efectos principales y superficie de respuesta para la variable de respuesta
correspondiente a la “descomposicion de peroxido de hidrégeno (%)”.

Resulta interesante evaluar la actividad catalasa de los sélidos preparados en
términos de descomposicion de H2O2 (mmol removido) por masa de material activo (mg
de HEM y MAG presentes en al catalizador utilizado en reaccion) (Tabla 5.14). Es claro
que un aumento en la masa de HEM conduce a una mayor remocion de H202 por mg de
material activo. Sin embargo, esto es valido con sélidos puestos en contacto con HEM
cuya masa en solucion corresponde hasta 5% respecto a la masa nominal de MAG. Los
solidos preparados con soluciones de HEM mas concentradas (7,5, 10 y 12,5 % HEM
respecto a masa nominal de MAG, ensayos 11, 12 y 13, respectivamente), no conducen a

valores considerablemente mayores de remocion de H2O2 por mg de material activo. Esto
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podria asociarse a que, si bien se logra una mayor inmovilizacion del biomimético, una
fraccion podria no estar activa debido a la formacion de agregados [18], [19]. Estos estan
particularmente presentes en soluciones concentradas de HEM. La formacion de dimeros
no covalentes n- w puede asociarse a la presencia de una banda de transferencia de carga
cerca de 610 nm en los espectros de absorcion UV-Vis de HEM. Al comparar dos
espectros del biomimético en diferentes concentraciones (Figura 5.12), se observa que la
banda localizada a 610 nm se encuentra pronunciada en la solucion con mayor
concentracion (18,22 mg L) respecto a la de menor concentracién (8,88 mg L!). Los
solidos utilizados en los ensayos 11, 12 y 13 estuvieron en contacto con soluciones de
HEM cuyas concentraciones fueron 19,10, 25,58 y 32,87 mg L', respectivamente.
Coérdoba (2015) reporta los posibles agregados que puede formar HEM, incluyendo
dimeros, trimeros y tetrdmeros formados por puente hidrogeno (Figura 5.13) [18]. La
autora menciona que las reacciones de formacion de oligdmeros de HEM pueden tener
lugar en soluciones alcalinas. En consecuencia, es probable que el biomimético se
encuentre formando agregados en la superficie de estos so6lidos, reduciendo su actividad

catalitica.
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Tabla 5.14 — Actividad catalatica de los solidos en funcion del material activo (MAG + HEM)
([H202] =78 £ 0,58 mM; pH 11; 2 h; 30 °C; 300-400 rpm; 15 mL).

H,0; HEM. en HOII\IiIiﬁS en Material activo mmol de H,O;
Run removido reaccion .y (HEM + MAG) | removido por mg de
(mmol) (mg) feaccion (mg) material activo
(mg)

1 0,63 0,04 1,84 1,88 0,33
2 0,64 0,05 1,84 1,89 0,34
3 0,50 0,01 1,84 1,85 0,27
4 0,52 0,01 1,84 1,85 0,28
5 0,48 0,01 1,84 1,85 0,26
6 0,65 0,05 1,84 1,89 0,34
7 0,53 0,03 1,84 1,87 0,28
8 0,47 0,01 1,84 1,85 0,26
9 0,56 0,05 1,84 1,89 0,30
10 0,54 0,03 1,84 1,87 0,29
11 0,69 0,05 2,00 2,05 0,34
12 0,71 0,07 2,00 2,07 0,34
13 0,77 0,09 2,00 2,09 0,37
blanco 0,40 - 1,84 1,84! 0,22

Nota: ' El material activo en el blanco solo corresponde a la masa nominal de MAG presente en
el solido esférico.

Blanco
— 18,22 mg/L
8,88 mg/L

Absorbancia
\.O
o0
1

0,4

250 350 450 550 650 750
Longitud de onda (nm)

Figura 5.12 — Espectros de absorcion UV-Vis de soluciones de HEM a pH 11 cuyas
concentraciones fueron 18,22y 8,88 mg L.
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Figura 5.13 — Posibles agregados de HEM: (a) dimeros unidos por interacciones puente hidrogeno
que involucran grupos carboxilicos (izquierda) e hidroxilos (derecha); (b) trimeros; (c) tetrameros
unidos por interacciones puente hidrogeno. Figuras tomadas de [18].
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En estudios anteriores se evalud la descomposicion de H202 utilizando MAG pura;

MAG-goma arabiga; QUIT-MAG-GA; y Mn-MAG (Tabla 5.15). Estos ensayos se

realizaron a pH 5 y 7, mientras que las experiencias realizadas en esta tesis se realizaron

a pH 11. Teniendo presente esta consideracion, alin es interesante la comparacion en

términos de mmol removido de H202 por mg de material activo. Puede observarse que,

en el catalizador QUIT-MAG-TPP-APTS-HEM evaluado en esta tesis, la masa de

material activo es baja, pero eficiente. Se descomponen aproximadamente 0,3 mmol de

H20: sin considerable disolucion de Fe en solucion, frente a aproximadamente 0,03 mmol

por mg cuando se usa Mn-MAG ([H202] = 80 mM en ambos casos). Los demas sélidos

evaluados fueron incluso menos eficientes en estos términos.

Tabla 5.15 — Descomposicion de H>O, reportada con sistemas que contienen MAG y QUIT [14].

Sélido Condiciones de reaccion Com;erswn mmol Hz(?z. remov.ldo
(%) por mg solido activo
[solido] = 5,4 mg mL™! . .
MAG [F205] = 100 mM: 8 mL No fue pos1"t31e determmar
. - la conversion. Presencia
pura pH 5 en agua destilada de leachin
200 rpm; 1 h; 30 °C &
[solido] = 2,5 mg mL™!
43.,3% corresponde a MAG segun
referencia [20]
[H20,] =20 mM; 8 mL 38,1 0,007
pH 5 en agua destilada
200 rpm; 1 h; 30 °C
M(;?n(i- [solido] = 2,5 mg mL™!
som 43,3% corresponde a MAG seglin
arabiga B ia [20] A-6,9
relefencia B- 14,5 A- 0,0006
A-[H20;] =10 mM
_ A- 8,1 B- 0,003
B- [H202] =20 mM C-0.002
C- [H20,] =30 mM ’
8 mL; pH 7 en buffer
200 rpm; 1 h; 30 °C
[solido] = 2,5 mg mL™!
QUIT- [H20,] =30 mM; 8 mL . .,
MAG- A- pH 5 en buffer g_ i Nose eque,nCIO
GA B- pH 7 en buffer o conversion.
200 rpm; 1 h; 30 °C
[solido] = 2,5 mg mL™"!
A-[H20:] = 20 mM A-758 A- 0,006
B- [H20,] = 38,9 mM
B- 84,4 B- 0,013
Mn- C- [H202] = 60 mM C-89.3 C-0.02]
MAG D- [H20;] = 80 mM ’ ’
E- [H>0,] = 100 mM D- 88,6 D- 0,028
o E- 78,2 E- 0,031

8 mL; pH 7 en buffer
200 rpm; 2 h; 30 °C
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Utilizando esferas de QUIT-MAG-TPP, sin APTS ni HEM, se obtuvo una
descomposicion del 33,5% (£ 2,78) bajo las mismas condiciones de reaccion. Esto indica
que el contenido de MAG presente en el soporte (1,84 mg nominales) presenta actividad
catalasa, en concordancia con la caracterizacion cualitativa presentada en el Capitulo IV,
Seccion 4.3.2. La actividad mimética a la enzima catalasa de MAG ha sido reportada.
Trabajos previos en el grupo de Catélisis han estudiado la descomposicion de H202
utilizando MAG (20 mg) a pH 7, temperatura ambiente y agitacion magnética sin barra
magnética (utilizando la respuesta magnética del material) [14]. La remocioén de H2O2 20
mM fue de 5,2% en 30 min para MAG, 24,2% en 1 h para MAG estabilizada con sodio
dodecil sulfato, 31,9% para Co-ferritas en 2 hy 52,2% en 1 h para Mn-ferritas. Este altimo
catalizador alcanzé 89,3 % de remocion en 2 h bajo las mismas condiciones de reaccion,
mientras que cuando la concentracion del H202 fue de 80 mM, la remocién alcanz6 el
88,6%. Adicionalmente, Maharjan et al. (2020) estudio la actividad catalatica de MAG
[21]. Para concentraciones de H202 de 200 mg L! (5,9 mM) y 100 mg L' (2,9 mM) se
obtuvieron conversiones de 99,32 y 98,22 %, respectivamente (condiciones de reaccion:

90 min; 30 °C, pH 9; 1% p/p MAG en 100 mL).

No obstante, es relevante sefalar que las actividades miméticas a la enzima catalasa
de MAG y HEM presentes en el catalizador podrian no ser de naturaleza aditiva. Esto
puede sugerirse considerando que: (I) parte de los sitios activos de MAG en el catalizador
podrian estar interactuando con APTS, tal como se muestra en la Figura 5.14, y por lo
tanto, no estarian disponibles para descomponer el H202; y (II) ambas especies podrian
interactuar de manera no independiente, generando interferencias o competencias entre

ellas para realizar el mismo proceso catalitico.
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Figura 5.14 — Modelo HEM-APTS-MAG (a) Ball and stick y (b) space fill.

En la practica, para utilizar un catalizador heterogéneo, es crucial evaluar su
estabilidad. Particularmente, MAG tiene una tendencia a disolverse en el medio de
reaccion. Si bien ha demostrado ser activa en reacciones con H202, ha presentado serios
problemas de disolucion parcial en la préctica, principalmente en soluciones con pH
menor a 5, aunque con posibilidad de ocurrencia en valores mayores de pH debido a
efectos mecénicos. En estudios previos se reporta que la incorporacion de MAG en QUIT,
en nanosistemas, implica el inconveniente del paso de iones del sélido a solucion al
utilizar barra magnética, coloreando el medio acuoso de amarillo a marrén rojizo [14].
También se ha evidenciado que las ferritas de Mn presentan actividad catalitica (catalatica
y peroxidatica) pero presentan como limitante la potencial disolucion de Mn, que es
toxico, y por ende, no fueron exploradas en el presente trabajo. La pérdida de hierro en
solucion es una de las principales limitaciones para el uso de catalizadores basados en
oxidos de hierro. En consecuencia, luego de la reaccion de descomposicion de H202, se
analizaron muestras de las soluciones resultantes (ensayos 6 y 8), mediante ICP-AES para
determinar el contenido de hierro. Se encontr6 que la concentracion de hierro en solucion
implico una pérdida o “leaching” menor al 1% respecto al hierro presente en el solido.
Por lo que se logré un material robusto desde el punto de vista de la estabilidad en estos

términos.
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5.3.4. Optimizacion de las respuestas

Se realiz6 la optimizacion de la superficie de respuesta, maximizando las variables.
Este procedimiento ayuda a determinar la combinacion de niveles de los factores
experimentales que simultineamente optimiza ambas respuestas, mediante la
maximizacion de la funcién deseabilidad. Los modelos establecidos para cada respuesta
se combinan para maximizarlas. La Tabla 5.16 presenta la deseabilidad prevista y
observada para cada corrida. En la Figura 5.15 se presenta la superficie de respuesta

estimada para la funcion deseabilidad.

Se encontro6 que el solido 6ptimo, en términos del contenido de HEM y de la actividad
mimética a la enzima catalasa, fue el que se sintetiz6 utilizando 5% de HEM respecto a
la masa nominal de MAG; relacion molar APTS/MAG igual a 1; y tiempo de tratamiento

con APTS de 135 min.

Tabla 5.16 - Deseabilidad evaluada en cada punto del disefio.

Descomposicion HEM efectivamente inmovilizado Deseabilidad

Run de H>0; (%) por esfera (mg) Prevista Observada

1 54,0 0,00191 0,93039  0,935414

2 48,0 0,00217 0,700446 0,707107

3 42,0 0,000378 0,340037  0,353553

4 45,0 0,00038 0,550568  0,559017

5 41,0 0,000425 0,230489 0,25

6 56,0 0,00201 0,995301 1,0

7 46,0 0,00134 0,642262 0,612372

8 40,0 0,000417 0,0 0,0

9 48,0 0,00196 0,700446 0,707107

10 46,0 0,00123 0,642262 0,612372
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Figura 5.15 — Superficie de respuesta para la funcion deseabilidad para (a) un tiempo de
tratamiento constante igual a 90 min; (b) un porcentaje de HEM respecto a masa nominal de MAG
constante igual a 3; (c) una relacion molar APTS/MAG nominal constante e igual a 0,6.
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5.3.5. Caracterizacion

Las micrografias SEM-EDX, pre y post descomposicion de H2O2 se presentan en
Figura 5.16 y Figura 5.17, respectivamente. La superficie del s6lido, la estructura interna
y la distribucion del hierro aparenta no presentar cambios. El analisis de la composicion
elemental en el corte transversal de una esfera de QUIT-MAG-TPP-APTS permitio

corroborar la incorporacion del agente acoplante debido a la presencia de Si (Figura 5.18).

Figura 5.16 — Catalizador optimo previo a la descomposicion de H»O,. Superficie del solido
esférico: (a) micrografia SEM 250 X; (b) analisis SEM-EDX para hierro. Corte transversal del
solido esférico: (c) SEM 250 X; (d) SEM-EDX para hierro; (e) SEM 1000 X; (f) SEM 5000 X.
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Figura 5.17 - Catalizador 6ptimo luego de la descomposicion de H,O,. Superficie del sélido
esférico: (a) micrografia SEM 250 X; (b) analisis SEM-EDX para hierro. Corte transversal del
solido esférico: (c) SEM 250 X; (d) SEM-EDX para hierro; (¢) SEM 1000 X; (f) SEM 5000 X.
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2 4

Figura 5.18 - Resultados del anélisis SEM-EDX. Composicion elemental para un sitio especifico

en el corte transversal de una esfera QUIT-MAG-TPP-APTS-HEM.

En la Figura 5.19 se presentan los espectros FTIR-DRIFTS del s6lido en cada etapa
de sintesis. Se presentan cambios en el espectro de QUIT luego de la incorporacion de
MAG-TPP, APTS, y HEM. Las bandas presentes se asignaron a grupos funcionales segin
la literatura [22], [23], [24], [25]. Las bandas presentes en el rango entre 3455 y 3423 cm™
! podrian asociarse con vibraciones de estiramiento de los enlaces O-H y N-H. Esta banda
es caracteristica de alcoholes, aminas y amidas presentes en la estructura. El pico a 2900-
2800 cm™! es atribuido al estiramiento simétrico y asimétrico del enlace C-H, el cual fue
débil en los espectros que corresponden a la incorporacion de MAG/TPP, APTS y HEM.
El pico a 1635 cm! se asigné a absorcion caracteristica del enlace N-H en NH2 debido la
deformacion simétrica y antisimétrica, que se desplazé tras la adicion de MAG-TPP,
APTS y HEM. El pico a 1467 cm™! podria atribuirse al estiramiento -C-O de los grupos
alcoholicos primarios en el QUIT, el cual disminuy0 tras la incorporacion de MAG-TPP,
APTS y HEM. Aparece un nuevo pico en el rango entre 1200-1350 cm! tras la
incorporacién de MAG-TPP, asignado a la vibracion de estiramiento de los grupos fosfato
(P=0) como consecuencia del entrecruzamiento. Los picos localizados aproximadamente

a 900 cm! se asignan al estiramiento antisimétrico P-O-P.
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Figura 5.19 — Espectros FTIR-DRIFT correspondientes a esferas de (I) QUIT, (II) QUIT-MAG-TPP, (1lI) QUIT-MAG-TPP-APTS, (IV) QUIT-MAG-TPP-
APTS-HEM.
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5.4. Conclusiones

Se logrd obtener el protocolo definitivo de sintesis de un catalizador compuesto por
HEM soportado en esferas de QUIT-MAG-TPP utilizando APTS como agente acoplante.
Se exploro la incorporacion de APTS estudiando el porcentaje de HEM respecto a masa

nominal de MAG, relaciéon molar APTS/MAG y tiempo de tratamiento con el acoplante.

La inmovilizacion del biomimético fue optimizada a través del tratamiento con el
agente acoplante. La presencia de APTS en el solido fue verificada por SEM-EDX. El
porcentaje de HEM efectivamente inmovilizado aumentd desde 32% a un promedio de
52% cuando fue tratado con APTS. El contenido 6ptimo de HEM en la solucion con la
que se tratd el sélido (QUIT-MAG-TPP-APTS) fue del 5% respecto a masa nominal de
MAG, utilizando una relacion molar APTS/MAG igual a 1 y un tiempo de tratamiento de
135 min. Al aumentar la masa del biomimético por encima de este dptimo, la eficiencia
del procedimiento disminuyd considerablemente por lo que se descart6 considerando que

implica un aumento en el costo de la sintesis.

La actividad catalitica del s6lido sintetizado fue caracterizada mediante el estudio de
su comportamiento mimético a la enzima catalasa. A través de esta caracterizacion por
descomposicion de H20:2 se determiné que al utilizar soluciones concentradas de HEM al
inmovilizarlo sobre las esferas de QUIT-MAG-TPP-APTS, el biomimético soportado
podria estar formando agregados (dimeros, trimeros o tetrdmeros por puente hidrogeno)

conduciendo a una menor actividad catalatica pese al mayor contenido de HEM.

Pudo corroborarse al comparar la actividad catalatica de QUIT-MAG-TPP con
QUIT-MAG-TPP-APTS-HEM, que tanto MAG como HEM, proporcionan sitios activos

en el so6lido sintetizado.

La concentracion de hierro en la solucion remanente luego de la descomposicion de
H20: con el catalizador fue menor al 1% del hierro presente en el sélido. Esto indica que

el catalizador es estable bajo las condiciones de reaccion estudiadas.

El catalizador obtenido presenta QUIT, con MAG en escala nanométrica y HEM
soportado. Tanto MAG como HEM han sido utilizados para generar radicales en contacto
con H20z, por lo que, en los capitulos siguientes se estudia la aplicacion del catalizador
obtenido en un sistema tipo Fenton heterogéneo para el tratamiento de soluciones acuosas

que contienen los colorantes RAS y NII.
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Capitulo VI

Decoloracion de soluciones modelo de Rojo
de Alizarina S y Naranja 11

6.1. Introduccion

La degradacion de RAS y NII como representantes de los colorantes antraquindnicos
y azoicos, respectivamente, ha sido estudiada en los tltimos afios en diferentes grupos de
investigacion. Se reportan POAs asociados a electro-Fenton [1], [2], foto-Fenton [3], [4],
sistemas heterogéneos con formacion de radicales sulfatos [5] y aquellos que utilizan

H20:2 como agente oxidante [6].

Como antecedente, en el grupo de Catalisis se ha investigado la remocion de
compuestos aromaticos mediante catélisis enzimatica y mediante el uso de miméticos de
enzima. Ferreira (2003) demostro, a través de estudios de caracterizacion utilizando luz
UV-Vis, que complejos solubles no soportados de este tipo son capaces de activar H2O2
y generar radicales libres [7]. En Saidman et al. (2006) se reporta el estudio UV-Vis de la
eliminacion de anilina por polimerizacion utilizando peroxidasas de diferentes fuentes y
HEM, libre y soportado [8]. Se identificé que los biocatalizadores soportados fueron

menos activos que las enzimas libres.

Se estudid, también por espectroscopia UV-Vis, la eliminacién de alizarina de
soluciones acuosas por polimerizacion utilizando HRP o HEM como catalizadores, H202
como oxidante y HCI como coagulante [9]. La eliminacion de alizarina con HRP/H20:2
alcanz6 el mayor nivel de eliminacién (88%) cuando la concentracion de colorante fue de
50 mg L. A la misma concentracion de colorante se obtuvo una degradacion del 97%
utilizando HEM como biocatalizador. Adicionalmente, se ha realizado un analisis
comparativo entre HRP y HEM solubles como catalizadores en la eliminacién de los
colorantes eriocromo azul negro R y fluoresceina utilizando H202 como agente oxidante

[10]. Ambos catalizadores fueron eficientes en la eliminacion de eriocromo azul negro R
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con mecanismos disimiles, mientras que la fluoresceina s6lo fue oxidada por la HRP. Sin

embargo, presento una baja eficiencia a altas concentraciones de colorante.

En otro estudio, se inmovilizaron HRP y HEM sobre QUIT [11]. Los
biocatalizadores soportados se aplicaron en la eliminacion de alizarina y eriocromo azul
negro R. El biocatalizador QUIT-GA-HRP mostré una baja capacidad de remocion de
eriocromo azul negro R. Se reporta que a la actividad enziméatica de HRP, debe sumarse
la adsorcion del colorante sobre el QUIT, aunque la adsorcion sobre QUIT-GA disminuye
cuando se soporta HRP. Al utilizar QUIT-GA-HEM, los factores mas importantes son la
concentracion del colorante y la masa del catalizador, mientras que la temperatura no tuvo
un efecto significativo en la degradacion del colorante (concentracion de H202 de 0,021
M). Este catalizador mantuvo la actividad practicamente sin cambios hasta el noveno

reuso cuando se aplicd en la remocion de alizarina.

Asimismo, Cordoba (2015) estudi6 la degradacion de RAS utilizando HRP y HEM
tanto en su forma soluble como inmovilizada [12]. HEM soluble degrad6 el 100% de
RAS a 40 °C, pH 9.4, [H202] 1,1 mM y [HEM] 4,4 mg L. Se obtuvo al menos 92% de
conversion de NII (75 mg L) tras 1 h de tratamiento con HEM/H20x.

La remocién de RAS y NII también se estudié, a pH 5 y 7, utilizando nanosistemas
basados en MAG, ferritas y QUIT [13]. El sistema mas eficaz para la eliminacion de
H202, entre los estudiados, fue la ferrita Mn-MAG. Otros solidos evaluados presentaron
serios problemas en la reaccion de descomposicion de H202 asociados a la disolucion
parcial de iones activos. Estas limitaciones lograron superarse en la sintesis del
catalizador, abordado en el Capitulo V, aunque atin se presenta la fragilidad del sélido
hiimedo. Esto podria limitar su aplicacion debido a la dificultad en la manipulacion,

almacenamiento y transporte.

En este contexto, en el presente capitulo se estudia la aplicacion del catalizador en
combinacion con H20z para la degradacion de RAS y NII como colorantes modelo. Este
trabajo tiene su origen y fundamento en los estudios presentados en parrafos anteriores.
El objetivo general fue realizar una caracterizacion inicial del sistema multicatalitico
mediante la remocion de RAS y NII en soluciones individuales. Como propositos

especificos se busco:
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o Estudiar alternativas de acondicionamiento del catalizador para disminuir su
fragilidad y garantizar su estabilidad en el medio de reaccion.

o Establecer las concentraciones de los colorantes, del agente oxidante y del
catalizador a evaluar y analizar sus efectos en la remocion de los colorantes en
soluciones individuales.

o Evaluar el comportamiento del solido multicatalitico de manera integral,
considerando que los sistemas cataliticos asociados a MAG y a HEM podrian no

ser aditivos, sino sinérgicos.

6.2. Materiales y métodos

6.2.1. Reactivos

RAS, NII y buffer pH 11 fueron comprados en Biopack (Buenos Aires, Argentina).
Buffer Tris-HCl pH 9,4 fue preparado en laboratorio. El Tris buffer fue obtenido de
Anedra (Buenos Aires, Argentina). Acido clorhidrico 36,5-38% e hidroxido de sodio
(NaOH) fueron provistos por Cicarelli (Santa Fe, Argentina). Todos los reactivos fueron
usados sin purificacion. El agua destilada utilizada fue preparada utilizando el destilador

propio del laboratorio de Catalisis.

6.2.2. Reacciones de decoloracion

Todas las reacciones de decoloracion de soluciones de RAS y NII se realizaron en
viales con tapa. El catalizador hiimedo se coloco retenido en una malla de fibra de vidrio
contenida en el vial (Figura 6.1a), mientras que el catalizador seco se colocé en una doble
malla de fibra de vidrio en viales con tapa (Figura 6.1b). El objetivo fue evitar el contacto
directo con la barra agitadora. En los apartados siguientes se detallan los protocolos de
acondicionamiento del catalizador, que incluyen agitacion en medio acuoso, secado y

rehidratado.

Con el fin de verificar que no se adsorben los colorantes en la malla de fibra de vidrio,
se pusieron en contacto soluciones de RAS y NII verificando la concentracion con el paso
del tiempo. Todas las determinaciones de concentracion se realizaron por espectroscopia

UV-Vis utilizando las curvas de calibrado reportadas en el Capitulo III.

Se realizd una busqueda bibliografica con el fin de establecer los parametros de
reaccion correspondientes a temperatura, pH, concentracion de colorantes y

concentracion de H20a.
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Figura 6.1 - Sistemas utilizados para contener (a) catalizador humedo y (b) catalizador seco en
reacciones de decoloracion de colorantes.

6.2.3. Estudio de blancos de reaccion sin catalizador

Inicialmente, soluciones de RAS y NII (100 mg L) a pH 11 fueron puestas en
contacto durante 150 min con H202 80, 40 y 20 mM, a 30 °C y bajo agitacion magnética
300-400 rpm. Se evalud el cambio en la concentracion de los colorantes en funcion del
tiempo (15, 60, 105 y 150 min). Luego, soluciones de RAS (20 mg L) en buffer Tris-
HCl pH 9,4 se pusieron en contacto con H202 0,5 mM a 30 °C y bajo agitacion magnética

300-400 rpm.

6.2.4. Sintesis del catalizador

El protocolo de sintesis utilizado para la obtencion del catalizador se reportd en el
Capitulo V. Para las reacciones de decoloracion de RAS, se replicod 4 veces la sintesis,
mientras que el catalizador sintetizado en el quinto batch se utiliz6 para la decoloracion

de soluciones modelo de NII.

6.2.5. Aplicacion del catalizador en decoloracion de soluciones modelo de RAS

En primera instancia, se estudio la cinética de la reaccion de degradacion de RAS
(100 mg L' en buffer Tris-HCI pH 9,4) utilizando H202 (0,5 y 10 mM) como agente
oxidante y HEM soportado en esferas magnéticas de QUIT como catalizador (5 esferas
de QUIT-MAG-TPP-APTS-HEM mL™"). Se utilizaron soluciones madre de H20: y del
colorante con concentraciones de 80 mM y 200 mg L' respectivamente. La
concentracion de la solucion madre del agente oxidante fue verificada por
permanganometria. Se prepararon 14 mL de solucion de RAS que fueron agregados al
vial con el catalizador, con concentracion tal que al afiadir 2 mL de H202 su concentracion
fuera de 100 mg L!. Los 2 mL correspondieron a soluciones 4 y 80 mM de H20, para
que las concentraciones finales en 16 mL fueran 0,5 y 10 mM. El agregado de H20O2 al

vial dio inicio a la reaccion. De la solucion inicial, 1 mL se destin6 al andlisis por
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espectroscopia UV-Vis. Adicionalmente, se tomaron alicuotas de 0,3 mL a diferentes
tiempos de reaccion (2, 4, 6, 8 y 24 h), se llevaron a 3 mL con el buffer, y se analiz6 por
espectroscopia UV-Vis. El objetivo fue establecer el tiempo de equilibrio para el proceso

de degradacion del colorante bajo estudio.

Se realizaron ensayos para caracterizar la remocion de RAS utilizando diferentes
masas del catalizador y evaluando estrategias de acondicionamiento con el fin de
garantizar su estabilidad estructural en el medio de reaccion (Tabla 6.1). Las mismas

incluyeron:

o A: Agitacion con barra magnética para facilitar el desprendimiento de fragmentos
débilmente adheridos a la estructura del sélido, evitando de este modo que la
fragmentacion ocurra en el medio de reaccion.

o B: Secado en placa calefactora a 50 °C hasta peso constante.

o C: Secado en placa calefactora a 50 °C hasta peso constante y rehidratado en agua
destilada durante 24 h.

o D: Secado en estufa de vacio (12 pulgadas de Hg) a temperatura ambiente hasta
peso constante, y rehidratado en agua destilada durante 24 h. La unidad pulgada
de Hg refiere a la diferencia entre la presion atmosférica ambiental y el vacio que
se ha creado, tomando como referencia que aproximadamente 30 pulgadas de Hg
se considera el nivel méximo de vacio disponible que se puede alcanzar a nivel

del mar.

Se cuantifico la pérdida de HEM en el agua destilada de agitacion y de rehidratacion

a través de espectrofotometria UV-Vis.

Se utilizaron concentraciones de colorante en los extremos del rango a explorar (10
y 100 mg L. Se calcul6 la disminucién de la absorbancia en el pico caracteristico de
RAS, la eficiencia catalitica y la eficiencia catalitica intrinseca segin Ecuacion 6.1,
Ecuacion 6.2 y Ecuacion 6.3, respectivamente. La eficiencia catalitica refiere a la cantidad
de RAS removido (mg) por unidad de agente oxidante (mmol) y de catalizador (mg). La
masa de catalizador utilizada en el célculo corresponde a la masa total de solido en
reaccion, y no solo de los componentes activos; mientras que la eficiencia catalitica
intrinseca se calculdo como la masa de RAS removida (mg) por mmol de H20O2 y masa de

material activo (MAG y HEM) en el sélido utilizado.
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Ecuacioén 6.1 — Calculo de la disminucion de absorbancia en el pico caracteristico de RAS.

AbsyRAS — Abs, ,RAS
*

1
Abs,RAS 00

Disminucién de absorbancia (%) =

Ecuacidn 6.2 - Calculo de la eficiencia catalitica en la remocion de RAS.

RAS removido (mg)

Efici i talitica =
feencia catatitica H,0, (mmol) * catalizador (mg)

Ecuacion 6.3 — Calculo de la eficiencia catalitica intrinseca en la remocion de RAS.

RAS removido (mg)
H,0, (mmol) * (MAG + HEM) (mg)

Eficiencia catalitica intrinseca =

Se estudio el efecto del agregado en dos etapas de:

o Catalizador (ensayo 11): la mitad de la masa del catalizador (25 esferas) se

agreg6 al inicio, y la mitad restante (25 esferas) a las 3 h.

o Agente oxidante (ensayo 12): 18,8 uL. de H202 80 mM al inicio, y 18,8 pL.

de H202 80 mM a las 3 h. El catalizador se agrego6 por completo (50 esferas)

al inicio.

o Catalizador y agente oxidante (ensayo 13): 18,8 uL de H202 80 mM y 25

esferas al inicio, y 18,8 uL de H202 80 mM y 25 esferas a las 3 h.

Los ensayos correspondientes a la evaluacion del efecto del agregado del catalizador

y del agente oxidante en dos etapas se llevaron a cabo en 5 mL. Se prepararon 6 mL de

soluciodn inicial, de los cuales 1 mL se destin6 al analisis por espectroscopia UV-Vis.

A fines comparativos, se realizdo una reaccion con HEM soluble como sistema

homogéneo, utilizando 0,010 mg mL™! de HEM, 100 mg L' de RAS y 0,05 mM de H20:

(pH 9,4, 30 °C y 300-400 rpm).

Para todas las reacciones se registraron los espectros UV-Vis para longitudes de onda

entre 190 y 700 nm.
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Tabla 6.1 - Condiciones de reaccion ([H20.] = 0,5 mM; 30 °C; pH 9,4 en buffer Tris-HCI;
agitacion magnética 300-400 rpm; 6 h).

Estado del . . . 1 -1
Ensayo catalizador Acondicionamiento Esferas mL [RAS] (mg L)
1 Humedo - 5 100
2 Humedo A 10 100
3 Humedo A 10 10
4 Seco AyB 10 10
5 Seco/rehidratado AyC 10 10
6 Seco/rehidratado AyC 10 100
7 Seco/rehidratado AyC 25 100
8 Seco/rehidratado AyC 40 100
9 Seco/rehidratado AyC 55 100
10*° - - - 100
11° Seco/rehidratado C 10 100
12¢ Seco/rehidratado C 10 100
134 Seco/rehidratado C 10 100
14 Seco/rehidratado D 10 100

Notas: * Ensayo con HEM soluble (0,010 mg HEM mL™"); ® agregado del catalizador en dos
etapas; ¢ agregado de H,O, en dos etapas; ¢ agregado del catalizador y del H,O, en dos etapas.

6.2.6. Aplicacion del catalizador en decoloracion de soluciones modelo de NII

Se realizo6 por duplicado la reaccion sin catalizador, para una concentracion de H202
y de NII correspondientes a 0,5 mM y 100 mg L' (pH 9,4; 30 °C; agitaciéon magnética
300-400 rpm; 6 h).

Los ensayos de caracterizacion del sistema utilizando el catalizador y H202, mediante
decoloracion de soluciones modelo de NII, se realizaron con el s6lido himedo y seco/
rehidratado por 24 h (Tabla 6.2). El secado hasta peso constante del catalizador aplicado
en ensayos de remocion de NII se realizoé en estufa de vacio (12 pulgadas de Hg) a
temperatura ambiente. Se explord el aumento de la concentracion de H202 y de la masa
del catalizador para concentraciones del colorante correspondientes a los extremos del

rango a explorar (10 y 100 mg L!). Todas las reacciones se realizaron a 6 h.

Se cuantifico la pérdida de HEM en el agua destilada de rehidratacion a través de

espectroscopia UV-Vis. Se calculd la disminucion de la absorbancia en el pico
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caracteristico de NII, la eficiencia catalitica y la eficiencia catalitica intrinseca en la
remocion del colorante azoico segin Ecuacion 6.4, Ecuacion 6.5 y Ecuacion 6.6,
respectivamente. Se registraron los espectros UV-Vis para longitudes de onda entre 190

y 600 nm.

Ecuacién 6.4 — Célculo de la disminucion de absorbancia en el pico caracteristico de NII.

., ) AbsNII — Absg , NII
Disminucion de absorbancia (%) = Abs NI * 100
0

Ecuacioén 6.5 - Calculo de eficiencia catalitica en la remocion de NII.

NII removido (mg)

Eficiencia catalitica =
icrencla catatitica H,0, (mmol) * catalizador (mg )

Ecuacidn 6.6 — Calculo de la eficiencia catalitica intrinseca en la remocion de NII.

NII removido (mg)
H,0, (mmol) * (MAG + HEM) (mg)

Eficiencia catalitica intrinseca =

Tabla 6.2 - Condiciones de reaccion (30 °C; pH 9,4 en buffer Tris-HCI; agitaciéon magnética 300-
400 rpm; 6 h).

Ensayo Estado del catalizador Esferas mL-! [H202] (mM) [NII] (mg L)
1 Seco/rehidratado 10 0,5 100
2 Seco/rehidratado 10 2,5 100
3 Seco/rehidratado 10 5 100
4 Seco/rehidratado 20 5 100
5 Seco/rehidratado 40 5 100
6 Seco/rehidratado 10 5 10
7 Humedo 10 5 10
8 Humedo 10 5 100

6.2.7. Punto de carga cero (PZC) del catalizador

Se prepararon soluciones en agua destilada de distintos pH (3,40; 5,15; 7,10; 9,04 y
10,96) ajustando con HC1 0,1 M y NaOH 0,1 M, y controlando con pHmetro. Se coloco
una masa de 10,7 + 0,2 mg de catalizador seco. Se mantuvo a 200 rpm por 24 h utilizando
barra magnética. Se midié el pH final de cada solucion y se grafico el pH final en funcion

del pH inicial. E1 PZC corresponde al punto donde la curva de pH inicial corta la diagonal.
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6.3. Resultados

6.3.1. Analisis de blancos sin catalizador

En trabajos previos en el grupo se estudio la remocion de fenol utilizando HEM/H202
mediante el método 4-aminoantipirina (4AAP-AmNH2) a pH 7 y 11, encontrando que la
actividad de HEM fue favorecida en medio alcalino [14]. Resultados similares se
encontraron para la remocion de RAS y NII utilizando HEM como biomimético, las
conversiones fueron maximas para valores elevados de pH [12]. Adicionalmente, los
efluentes coloreados se caracterizan por ser alcalinos (pH entre 9 y 11) [15], [16]. Se
reporta que en promedio el pH de un efluente textil es de 10,6 [17]. En funcion de lo

expuesto, se defini6 un medio de reaccidn alcalino.

En primera instancia, se exploraron las reacciones blanco (sin catalizador) para los
colorantes a pH 11 con diferentes concentraciones de H20z. El rango de concentracion
del agente oxidante se establecid tomando como referencia un estudio en el cual se
aplicaron catalizadores basados en MAG y ferritas modificadas en escala nanométrica,
con y sin HEM inmovilizado [13]. En Figura 6.2a y Figura 6.2b se presenta la variacion
de la concentracion de RAS y NII, respectivamente, en funcion del tiempo para
concentraciones de H202 de 80, 40 y 20 mM. Se determind que, bajo las condiciones de
reaccion estudiadas, el agente oxidante tiene la capacidad de decolorar las soluciones de
RAS y NII. En medios fuertemente alcalinos, se reporta una pronunciada reactividad en

los colorantes atribuida a la desprotonacion de los grupos OH [18].
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Figura 6.2 — Variacion de la concentracion de (a) RAS y (b) NII en funcioén del tiempo bajo
diferentes concentraciones de H,O, (temperatura 30 °C, agitacion magnética 300-400 rpm).

Al analizar los espectros UV-Vis de las soluciones de RAS se observaron
corrimientos en el pico caracteristico del colorante (Figura 6.3a-c). Este comportamiento
se asocio a posibles desplazamientos del equilibrio acido-base entre la forma dianidnica
y trianidnica del colorante, como se detalld en el Capitulo III, considerando que presenta
uno de sus valores de pKa igual a 11 en proximidad al pH del medio. Ante este
inconveniente, se optd por disminuir el pH de reaccion a 9, utilizando buffer Tris-HCI.
Se descarto el uso del buffer comercial disponible dado que uno de sus componentes,
tetraborato, forma un complejo con RAS. Esto podria conducir a que la molécula del

colorante no se encuentre disponible para su oxidacion (ver Capitulo III, Seccion 3.3.2).

Tanto los espectros UV-Vis de RAS como de NII (Figura 6.3a-c y Figura 6.4a-c,

respectivamente) presentan un pico de absorcion entre 220 y 250 nm que corresponde al
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H202, siendo mas acentuado conforme aumenta su concentracion. Cabe aclarar que los

espectros iniciales no contienen H20x.

1.4 1
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1,2 - Inicial
| 15 min
= P 60 mig
% I 1 105 m¥n
e ::"“ .......... 150 min
2064
@ 0, H
< f
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04 : — : gmonoononTRTYoe. ; . ; .
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Figura 6.3 — Espectros de absorcion UV-Vis de soluciones de RAS (pH 11) iniciales y a diferentes
tiempos de reaccion, en contacto con H>O; (a) 80 mM, (b) 40 mM y (¢) 20 mM.
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Figura 6.4 — Espectros de absorcion UV-Vis de soluciones de NII (pH 11) iniciales y a diferentes
tiempos de reaccion, en contacto con H,O; (a) 80 mM, (b) 40 mM y (¢) 20 mM.

209



| Capitulo VI — Decoloracion de soluciones modelo de RAS y NII

6.3.2. Condiciones de reaccion para la decoloracion de soluciones modelo de
colorantes

La temperatura, el pH, la concentracion de los colorantes y la concentracion de H2O2
se establecieron en funcion de valores promedio de estos parametros reportados para
efluentes textiles reales y para soluciones utilizadas en trabajos cientificos como efluentes
simulados modelo. En el presente trabajo, el término modelo hace referencia a soluciones
acuosas que solo contienen los contaminantes a tratar. Para el caso particular del pH y de
la concentracion del agente oxidante, se consideraron también los resultados obtenidos

en el analisis de blancos.

La temperatura de las reacciones se fijo en 30 °C considerando que un efluente textil
real presenta valores entre 26 y 45 °C [19]. En cuanto a la concentracion de colorantes,
los efluentes textiles tipicamente presentan un contenido de colorante en el intervalo 10
a 200 mg L', En la Tabla 6.3 se presentan los rangos de concentracion de soluciones
modelo de colorantes encontrados en la literatura. Para el presente trabajo resultd

representativo explorar concentraciones entre 10y 100 mg L.
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Tabla 6.3 - Rangos de concentracion de colorantes antraquindnicos y azoicos en soluciones

modelo reportados en literatura.

Tipo de Rango de
Colorante concentracion Proceso Referencia
colorante 1
(mgL™)
Adsorcion y fotocatalisis
RAS 10-60 con nanocompuesto de [4]
FeWOu/polipirrol
Nanoparticulas de
RAS 20 paladio sobre nanotubos [20]
de carbono
de paredes multiples
Tipo Fenton heterogéneo
RAS 100 con catalizadores de [21]
arena-Cu
Foto-degradacion
Antraquinonicos RAS 20-100 mediante [22]
nanocompuestos basados
en TiO,/carbon activado
Alizarina 25-150 HRP y HEM + H,0, [9]
Adsorcion sobre material
RAS 10 - 100 magnético con nicleo de [23]
QUIT
Tipo-Fenton con HEM y
RAS 75 HRP solubles como [24]
catalizador
RAS 25-150 Adsorcion [25]
RAS 50-200 Adsorcion [26]
Acid Black 210 20 - 80 Adsorcion [27]
Rojo Directo 23
(Dgfjgtg s 50 - 125 Adsorcién 28]
(DR80)
A"(lif{{;g)n 25 -200 Adsorcion [29]
NII 75 (0.21 mM) HEM y HRP .solubles [30]
como catalizador
Azoicos NIy gzul de 25 Adsorcion [31]
metileno
NII 30-90 Adsorcion [32]
-5
NII 131’1(; i};) a ll\jls(iol’(s)i Fenton heterogéngo (Fe [33]
M (52,55 mg L) soportado en zeolita Y)
NII 100 Fenton heterogéneo [34]
NII 35 Fenton heterogéneo [35]
Montmorillonita KSF en
NIT 20 un sistema Fenton [36]
heterogéneo
AZ0ico - Agul negro de
Antraquinénico eriocromo R - 25-150 HRP y HEM + H,0, [9],[10]

Alizarina
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El H20:2 es la principal fuente de radicales hidroxilos y desempefia un papel vital en

el proceso de oxidacion catalitica tipo Fenton. En la Tabla 6.4 se presentan las

concentraciones de H20:2 y las condiciones de reaccion utilizadas en la oxidacion de

diferentes contaminantes. Como se puede observar, la dosificacion del agente oxidante

varia en funcion de los tipos y propiedades de los contaminantes objetivo y del

catalizador. Tomando en cuenta el analisis de los blancos, se exploraron concentraciones

entre 0,5 y 10 mM.

Tabla 6.4 - Concentraciones de H,O,, utilizado como oxidante en procesos de remocion de
contaminantes, reportadas en la literatura.

Catalizador

Condiciones de

[H20]

Contaminante heterogéneo (CAT) reaccion (mM) Ref.
Carbones [CAT]=1gL"
Bisfenol A (BPA) hidrotermales - [BPA]=30mg L™ 10 [37]
ferrihidrita pH=3
[CAT A]=0,5gL"
— -1
Azul de metileno (A) MAG octaédricas [CAT Bl 038 L_1
(MB) (B) MAG esféricas [MB]a =30 mg L ! [381]
[MB]g =40 mg L™
pH=3
5,10,15.20 — tetrakis [CAT] =10 mg
(4-sulfonatofenil) [RAS] =290 uM
RAS rfina — Mn(IIT) 25 mM buffer pH 7 8,8 [39]
PO T=25°C
Volumen final = 1 mL
C [CAT] =20 pg mL'
Saldiamonica del —y b 6 Gopamina  [ABTS] = 3,65 mM, 30
acido 2, 2'-azino-bis s (1
. L (M= atomo metalico pL
(3-etilbenzotiazolina . _ 100 [40]
_6-sulfénico) (ABTS) bivalente: Fe, Co, Cu, pH=4,6
Mn, Ni) T=25°C
t=10 min
. . [CAT] =40 mg
Nara“&‘gmemo Si0, [MO] = 5,0x10° M 560 [41]
t =180 min
[CAT]=15,6 gL’
MB Fe;04 NPs [MB] =10 mg L™ 50 [42]
pH = 4,85
_ -1
p-nitrofenol (PNP) Fe;xMxO4 NPs [%I\?P?L l%ing Ii_l
tetrabromobisfenol (M = Ti, Cr, Mn, Co, N g 1 10 [43]
(TBBPA) Ni) [TBBPA]=20mgL
pH =4,85
_ -1
Carbono mesoporoso [[Igﬁ‘]T:] ) O%Srng Ii_l
NII con nanoparticulas T=130 ocg 109,6 [44]
0 . -
Fe”-Fe,0s incrustadas pH =7
[CAT] =56 mgL"
Verde de malaquita 34 [MG]=3,0x10°M
(MG) Fe T= RT 50 [45]
pH=3
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[CAT]=2,92mg L’

_ -1
MB Fes04/usGO [M%]: 650‘?(% L 10 [46]
pH=3
21
CAT]=0,25m
[[A] =]50 mg L-lg (88% y
_ 97% de
Alizarina (A) HRP y HEM solubles VOIu;ninzg 1g mL remocién  [9]
- para
H=7
N HRP y
HEM)
14 esferas de Fe;O4-
Microesferas VolumSnUiB 00 mL
Tetraciclinas (TC)  magnéticas porosas de [TC] = 48,09 mg L 10 [47]
QUIT (3-4 mm) t=2h
Agitacion 200 rpm
[CV]=0,02¢gL"
Violeta cristal (CV) Fe/arcilla [CAT]=0,75gL" 100 [48]
pH=7
. s s _ 1
Azul reactivo 19 Lodos de hidréxido [CAT] - 0,5¢gL ;
(RB19) (HS) y [RB19]=50mg L 19.6 [49]
Antraquinénico Fe/HS calcinado a T=30°C ’
1 300 °C pH=3
[CAT]=0,247gL"!
Efluente real Lana de acero T=15-21°C 37 [19]
comercial B .
t =200 min

Notas: T = temperatura; t = tiempo; RT = temperatura ambiente (de las siglas en inglés, room
temperature).

6.3.3. Sintesis del catalizador

Los ensayos de decoloracion de soluciones de RAS se realizaron con un catalizador
sintetizado en 4 etapas (batch 1, 2, 3 y 4). Se obtuvo en promedio una masa nominal de
QUIT-MAG correspondiente a 0,67 & 0,02 mg (£ 3,6%) por esfera. Sobre el sdlido QUIT-
MAG-TPP-APTS se logré soportar 1,52 x 103 + 1,22 x10* (+ 8%) mg HEM/esfera.

Para la decoloracion de soluciones de NII se utilizo el catalizador sintetizado en batch
5, con una masa promedio nominal de QUIT-MAG de 0,68 + 0,03 (4,4%) mg por esfera.
Se logré soportar 1,75 x 1073 £ 1,17 x10* (+ 6,69%) mg HEM/esfera.

6.3.4. Punto de carga cero (PZC) del catalizador

El PZC obtenido para el s6lido catalizador fue de 7,9 (Figura 6.5) indicando que, en
soluciones con pH igual a ese valor, la superficie del material presenta una carga neta
igual a cero. En soluciones con valores de pH menores que el PZC, la superficie del s6lido
presentard carga positiva debido a la protonacion de la superficie; mientras que en

soluciones con valores de pH superiores al PZC, la superficie estard cargada
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negativamente debido a la desprotonacion superficial. Este parametro es importante para

analizar el comportamiento del material como adsorbente.

10 A _."... 7 »
s
. ’
9 A ,
.'.' s
."‘ s

8 1 @ = — — — _ - -
E - b
= 74 ¥
S, .

6 m

5 -
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Figura 6.5 — PZC del catalizador.

6.3.5. Aplicacion del catalizador en la decoloracion de soluciones modelo de RAS
Inicialmente, se obtuvo que el H202 0,5 mM condujo a una remocion de RAS (20 mg
L") del 2,7% en ausencia de catalizador (pH 9,4; 30 °C, agitacién magnética 300-400
rpm). Coérdoba et al. (2012) reporta que al poner en contacto soluciones de RAS (75 mg
L) apH9ypH 10,6 con H202 en una concentracion inicial de 2,5 mM, se obtuvieron
conversiones 2,3 y 3,4%, respectivamente [50]. Ensayos blancos, sin catalizador y sin
H202, permitieron determinar que la malla de fibra de vidrio no adsorbe el colorante bajo

estudio.

La evolucion en el tiempo de la reacciéon de RAS (100 mg L', pH 9,4) utilizando 5
esferas himedas mL"! se presenta en la Figura 6.6. Estos resultados permiten inferir que,
bajo las condiciones ensayadas, una concentracion de 10 mM de H202 no incrementa la
remocion de RAS respecto a 0,5 mM. Cuando la concentracion del agente oxidante
sobrepasa el 6ptimo para un sistema dado, puede ocurrir un fuerte consumo de OH" por
parte de otras especies no objetivo, como el mismo H202 (proceso denominado self-
scavening), o pueden formarse radicales menos activos (HO2" o O2™) [21], [51]. Estos
radicales poseen potenciales mas bajos y conducen a una utilizacion ineficiente del H20x.
Desde el punto de vista de la aplicacion practica, un exceso de H202 es inconveniente

dado que implica un incremento en el costo operativo del tratamiento.

214



| Capitulo VI — Decoloracion de soluciones modelo de RAS y NII

Considerando los resultados, el tiempo de reaccion para los ensayos posteriores se

establecio en 6 h.
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Figura 6.6 — Concentracion de RAS (mg L) en funcién del tiempo para [H,0,] 10 y 0,5 mM (pH
9,4; 30 °C; agitacion magnética 300-400 rpm).

El catalizador en estado humedo presenta elevada fragilidad, lo que podria conducir
a la pérdida de masa del mismo en el medio de reaccion. Este es un severo inconveniente,
dado que imposibilita la recuperacion del catalizador para un posterior retiso, ademas de
introducir nuevos componentes a la solucion a tratar. Se implementd una instancia de
agitacion a velocidad minima con barra magnética en agua destilada con el objetivo de
favorecer el desprendimiento de fragmentos levemente adheridos al solido y, de este
modo, disminuir la pérdida del material en la reaccion. Como consecuencia, se detectd
pérdida del biomimético en el medio de agitacion, obteniendo un sélido con un contenido
menor de HEM (1,03x10 mg HEM/esfera respecto a 1,52x10° mg HEM/esfera). No

obstante, este catalizador se empleod para la remocidon de RAS en los ensayos del 2 al 9.

En la Tabla 6.5 se presentan los resultados obtenidos en términos de disminucion de

absorbancia y eficiencia catalitica a 6 h.
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Tabla 6.5 — Concentraciones de catalizador y colorante, disminucion de absorbancia de RAS y eficiencia catalitica del s6lido a 6 h ([H,0:] = 0,5 mM; temperatura
30 °C; pH 9,4; agitacion magnética 300-400 rpm).

CATALIZADOR COLORANTE Ol;((I}II;ZAN;‘”ll?E RESULTADOS
VOLUMEN DE
Ensayo Esferas [catalizador] HEM soportado [RAS] H,0; en REACCION Disminucion  Eficiencia catalitica (mg
mL- experimental (mg) por.r’nL en (mg L) reaccion (mL) de abs RAS removido {(mmol
(mg mL™1) reaccion (mmol) (%) H>0; x mg catalizador))
1 5° 2,4 0,008 100 (+3,7) 0,008 15 60,3 33
2 104 53 0,010 100 (£3,9) 0,008 15 72,3 1,8
3 10* 53 0,010 10 (£0,3) 0,003 5 79,2 0,6
4 104YB 53 0,010 10 (£0,3) 0,003 5 50,9 0,4
5 1047 ¢ 5.2 0,010 10 (£0,4) 0,003 5 55,3 0,4
6 104Y¢€ 5.2 0,010 100 (£3,6) 0,003 5 39,1 3,0
7 258¢ 12,6 0,039 100 (£1,7) 0,002 4 56,9 (+1%) 2,3
8 4018Y¢€ 20,2 0,062 100 (£1,7) 0,002 4 59,6 1,5
9 5545¢ 27,7 0,086 100 (£1,7) 0,002 4 58,7 (+3%) 1,0
11! 10¢ 5.2 0,010 100 (£3,0) - 5 33,6 -
122 10€ 5.2 0,010 100 (+5,4) - 5 36,4 -
133 10¢ 5.2 0,010 100 (£2,0) - 5 28,9 (£1%) -
14 10° 53 0,019 100(=0,9) 0,002 4 42,5 (£1%) 4,0

Notas:  Catalizador himedo sin acondicionamiento; * Catalizador himedo con tratamiento de agitacion; A8 Catalizador con tratamiento de agitacion y secado; *¥ € Catalizador
con tratamiento de agitacion, secado y rehidratado. © Catalizador secado en placa calefactora y rehidratado; © Secado en estufa de vacio y rehidratado. Agregados en dos etapas

de: ! catalizador; 2 H,O,; 3 catalizador y HO,.
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En la Figura 6.7 se presenta la disminucion de la absorbancia en el pico caracteristico
de RAS para los ensayos en los que se utilizo el catalizador en su estado himedo sin el
tratamiento de agitacion (ensayo 1) y con el tratamiento de agitacion (ensayos 2 y 3). Un
aumento de la cantidad de catalizador, de 5 a 10 esferas himedas mL™!, implicé un
aumento en la remocion de RAS. Sin embargo, el catalizador aplicado en ensayo 2
presentd menor masa del biomimético soportado por esfera respecto al ensayo 1, siendo
menor el aumento de la remocion con el paso del tiempo. Utilizando 10 esferas himedas
mL!, una disminucion de la concentracién inicial del colorante de 100 a 10 mg L'

(ensayos 2 y 3, respectivamente) se asocié a un aumento del 6,9% en la remocion.

90 -
80 A
70 A
S
g 60 -
o <
==
g8 40~
g =
z 3 301
A g 20 A
10 -~
O_
Ensayo 1 Ensayo 2 Ensayo 3
2h m4h m6h

Figura 6.7 — Disminucion de absorbancia (%) en soluciones de RAS en ensayos en los que se
aplico el catalizador hiimedo (Ensayo 1: 5 esferas mL™"' y 100 mg L' RAS; Ensayo 2: 10 esferas
mL"'y 100 mg L' RAS; Ensayo 3: 10 esferas mL"' y 10 mg L' RAS).

Es interesante que el catalizador humedo presentd una performance semejante a la
de HEM en un sistema homogéneo (0,010 mg HEM mL"!, masa equivalente a la de HEM
soportado en el catalizador utilizado) bajo las mismas condiciones de reaccion (Figura
6.8). El catalizador presenta como ventaja la posibilidad de recuperacion del medio de
reaccion para posterior retiso. Debe considerarse en esta comparacion, que en el
catalizador no solo HEM es el material activo como mimético de peroxidasa, sino también
MAG. En este sentido, la combinacion de las actividades cataliticas de HEM y MAG en

el catalizador logra solventar la pérdida de actividad que se reporta al inmovilizar el
biomimeético.

Dado que el catalizador presentd baja resistencia mecanica, fue necesario evitar el
contacto directo con la barra magnética colocando una malla de fibra de vidrio como

soporte de las esferas en el vial. Este sistema conduce a limitaciones de volumen, por lo

que no se exploraron cantidades superiores de catalizador htimedo.

217



| Capitulo VI — Decoloracion de soluciones modelo de RAS y NII

100 - . ,
--@-- HEM sistema homogéneo
--@-- Catalizador humedo
80 - L e
o~ Catalizador seco T T I @ L TTmmem—- 9
ESTRS L d -
~ - -7
§ = 60 - - -
— 7 ///
S 2 S
E ‘8 // //
7/ 7
g S 40 T // ///
2 wn 7 //
) % /// ///
/7 7
7/ 7
20 T ///////
v
and
e
////
0 & T T T T T
0 1 2 3 4 5
Tiempo (h)

Figura 6.8 — Disminucion de absorbancia en el pico caracteristico de RAS (pH 9,4) en funcion
del tiempo utilizando H,O, 0,5 mM y HEM soluble (ensayo 10); catalizador hiimedo (ensayo 2);
y catalizador seco (ensayo 6) ([RAS] =100 mg L'; pH 9,4; 30 °C; agitacion magnética 300-400
rpm).

Un catalizador aplicado en tratamiento de efluentes debe ser practico de almacenar y
transportar. El catalizador seco presentd mayor resistencia dado que al perder la humedad
deja de tener consistencia gelatinosa. Sin embargo, su actividad catalitica disminuyo,
pasando desde un 79,2% de remocion de RAS (10 mg L) a un 50,9% (ver ensayos 3 'y
4, respectivamente). Esto podria estar asociado a la pérdida de estructura ocasionada por
el secado y, consecuentemente, a la no disponibilidad de parte del material activo del
solido presente en el centro de la esfera. El colapso de la estructura interna de la esfera
con el secado fue observado en las micrografias SEM (Capitulo IV, Seccion 4.3.2.). Al
analizar la remocion de RAS 100 mg L™! con el catalizador seco (Figura 6.8) es notoria la

pérdida de actividad, logrando remover un 39,1% respecto a un 72,3% en estado himedo.

La incorporacion de una instancia de rehidratacion en agua destilada implica un
hinchamiento del QUIT contenido en el material. Sin embargo, el sélido no recuper6 el
contenido de humedad inicial (no recuperd el volumen previo al secado), y esto se ve
reflejado en la remocion de RAS. El solido rehidratado presentd6 un aumento en la
capacidad de remocion de RAS desde 50,9 a 55,3% (ensayos 4 y 5, respectivamente).
Ademas, no se detectd por UV-Vis presencia significativa del biomimético en el agua de
rehidratacién. Si bien se presenta una pérdida en la capacidad de remocion del colorante,

resulta conveniente el secado y la rehidratacion del mismo desde el punto de vista de la
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aplicacion, considerando que el sdlido seco y rehidratado es robusto respecto a su estado

humedo.

Es importante mencionar que la rehidratacion se realiz6 en agua destilada con un pH
cercano a la neutralidad. Se reporta el estudio del grado de hinchamiento de equilibrio
(0eq) en esferas magnéticas de QUIT sin entrecruzar, entrecruzadas y recubiertas [52]. En
dicho trabajo, se realizd la inmersion de esferas secas (registrando el peso en seco) en
buffers con diferentes pH (4, 7 y 9) y con fuerza i6nica constante. Luego, a distintos
tiempos, se removieron las esferas quitando cuidadosamente el exceso de buffer y se
volvieron a pesar. Se calculd oeq como [(Weq-Wda)/Wa x100], donde Weq y W4 son los
pesos en el hinchamiento de equilibrio y en estado seco, respectivamente. Comprobaron
que los valores oeq de las perlas magnéticas de QUIT dependian de la cantidad de QUIT,
de la forma de modificacion de las esferas y del valor de pH del medio. Encontraron que
el entrecruzamiento disminuye el valor de oeq, mientras que cuanto mas acida fue la
solucion de rehidratacion mas alto fue su valor. El efecto del valor de pH sobre el grado
de hinchamiento de las esferas se explico con el grado de ionizacion del QUIT. Este
biopolimero es una polibase débil con pKa = 6,5. A pH 4, practicamente todos (99,9%)
los grupos amino estan protonados, mientras que a pH 7 lo estan el 24% y a pH 9
aproximadamente el 0,3%. Las perlas se hincharon en mayor medida en medio écido, lo
cual se relaciona con la repulsion de las cargas positivas en las macromoléculas de QUIT.
Sin embargo, existe una relacion de compromiso, dado que a pH demasiado acido (4) las
esferas se disolvieron. En funcién de lo expuesto, podria incluso favorecerse el

hinchamiento de las esferas en soluciones mas acidas, pero con pH superior a 4.

El aumento de la masa del catalizador a 25, 40 y 55 esferas mL"! condujo a
remociones de RAS de 56,9, 59,6 y 58,7%, respectivamente. El aumento del catalizador
no permite mejorar la remocidén del colorante, y la eficiencia catalitica del so6lido
disminuye, pasando de 2,3 a 1,0 mg de RAS removidos por mmol de H202 y mg de
catalizador al pasar de 25 a 55 esferas mL™! (Tabla 6.5).

Del procedimiento de secado, se obtuvo que de la masa inicial del catalizador
himedo, un 93% corresponde a agua (Figura 6.9). Esto es coherente con la disminucion
considerable de volumen. Esferas magnéticas de QUIT secas, similares a las obtenidas en
este trabajo, se reportan en la literatura [53], [54]. Adicionalmente, la masa experimental

de un determinado numero de esferas, corresponde al 75,9% de la masa nominal de

219



| Capitulo VI — Decoloracion de soluciones modelo de RAS y NII

QUIT-MAG (componentes mayoritarios del catalizador) (Figura 6.10). La diferencia
entre la masa QUIT-MAG nominal y la masa experimental se asocia a la manipulacion
durante la sintesis del solido en estado himedo. La sintesis, luego de la precipitacion,
consta del entrecruzamiento, tratamiento con APTS, ¢ inmovilizacion de HEM, con los
respectivos lavados. La fragilidad del sélido previo al secado implica la pérdida de
material en cada instancia. En consecuencia, no fue posible detectar por balance de masa,

la incorporacion de TPP, APTS y HEM en el solido.

1800 -
® Catalizador himedo (mg) ‘ y =7,3253x + 6,2311 .
1600 1 R?=0,9963 .
1400 - Catalizador seco (mg) ‘ ] .
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Figura 6.9 — Masa del catalizador himedo (mg) y del catalizador seco (mg) en funcidon del nimero
de esferas.
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Figura 6.10 — Masa de QUIT-MAG nominal (mg) y masa experimental del catalizador seco (mg)
en funcién del nimero de esferas.

Se evalu¢ el agregado en etapas de H202 y de catalizador. No se observo una mejora
en la remocion final de RAS. Bajo las condiciones estudiadas, se logra una mayor
remocién del colorante cuando el catalizador (10 esferas secas e hidratadas) y el H2O2

(0,5 mM) son agregados por completo al inicio de la reaccion.

El secado en estufa de vacio (12 pulgadas de Hg) a temperatura ambiente hasta peso
constante, permitié un aumento de la remocién de RAS como asi también en la eficiencia
catalitica. El secado rapido y sin calor podria estar asociado a una disminucion en la
pérdida de la estructura interna de poros del solido y esto permitiria un mejor desempefio

en reaccion (ensayo 14).

Los espectros UV-Vis de soluciones de RAS utilizando HEM en sistema homogéneo
(ensayo 10) y el catalizador hiimedo (ensayo 2) para 100 mg L' de RAS inicial se
presentan en Figura 6.11a y Figura 6.11b, respectivamente. El aumento de la absorbancia
cerca de 400 nm en ensayo 10 se corresponde con el pico maximo de absorcion de HEM
(388 nm), mientras que no se observa en ensayo 2. La absorbancia a 527 nm se asocia a
la conjugacion del enlace -C=0 de OH-C-C=O, por lo que su disminucion puede
relacionarse con la ruptura de la estructura antraquinénica de RAS. El ensayo 3 ([RAS]
=10 mg L") permite inferir la remocion catalitica, dado que el aumento de la absorbancia
en longitudes de onda entre 200-250 nm (Figura 6.11c) podria asociarse a la formacion
de sustancias de menor peso molecular y alta absortividad molar producto de la

degradacion del colorante [2]. Los compuestos hidroxicumarina, benzoquinonas y
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radicales benzoquindnicos presentan bandas de absorcion entre 400 y 500 nm [3]. La
Figura 6.12 presenta los intermediarios de degradacion por HEM/H20:2 reportados para
RAS. En la Figura 6.11d se presentan los espectros UV-Vis de RAS a 100 mg L en
reaccion con el catalizador seco/rehidratado, observandose disminuciones de las bandas

caracteristicas de RAS.

Para [RAS] = 100 mg L"! se presenta una mayor eficiencia catalitica (Tabla 6.5) que
podria deberse a un incremento de radicales formados a partir del colorante que actua
como sustrato organico reductor. La ausencia de picos en longitudes de onda mayores
indica que no se producen reacciones de acoplamiento de radicales. Cordoba (2015) en
su tesis doctoral muestra los posibles productos de acoplamiento de radicales de RAS, los
cuales debido a la presencia del grupo sulfonico, con gran volumen y carga neta negativa,

se encuentran desfavorecidos por interferencias electronicas y estéricas [12].
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Figura 6.11 — Espectros UV-Vis de las soluciones de RAS correspondientes a los ensayos
realizados con (a) HEM soluble (ensayo 10, dilucion 1/10); (b) catalizador himedo (ensayo 2,
dilucion 1/10); (c) catalizador hiimedo (ensayo 3, sin dilucion); y (d) catalizador seco (ensayo 6,
dilucion 1/10) (pH 9.4; 30 °C; agitacion 300-400 rpm; 6 h).
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Figura 6.12 — Intermediarios de reacciones posibles para la degradacion de Rojo de Alizarina S
[55].

La eficiencia catalitica tal como se definio fue util para hacer comparaciones entre
los ensayos realizados con el mismo material. Sin embargo, expresar la eficiencia en
términos del material activo (MAG + HEM), definida como eficiencia catalitica
intrinseca, permitié hacer analisis comparativos con otros materiales. En la Tabla 6.6 se
presentan los resultados obtenidos en términos de mmoles de RAS removidos por mg de

material activo y mmol de H202. Se observa como HEM formando parte de un sistema
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heterogéneo, incluso con el aporte catalitico de MAG, reduce drasticamente la remocion

de RAS respecto a su uso soluble.

La Tabla 6.7 presenta resultados obtenidos en el trabajo realizado por Nicolas et al.
(2021) [13]. Los solidos alli reportados logran remover entre 0,01 y 0,90 mg de RAS por
mg de solido activo y mmol de H202, mientras que utilizando el so6lido multicatalitico
desarrollado en la presente tesis se obtuvieron remociones entre 3,77 y 41,32 mg de RAS
por mg de material activo y mmol de H202. Aun considerando condiciones
experimentales diferentes, principalmente el pH, las concentraciones iniciales de
colorantes y el tiempo, en esta tesis se logrdo obtener un material que remueve
eficientemente RAS con concentraciones bajas de agente oxidante y de material activo
en el catalizador. La dispersion homogénea de MAG en el sélido y la estabilidad del
material, podrian explicar estos resultados, considerando que se superan los problemas de

aglomeracion que reportan las nanoparticulas y el /eaching de hierro al medio de reaccion.

En la Tabla 6.7 se presenta la reaccion de remocion de RAS (62,5 mg L) utilizando
HEM soluble a pH 11. Utilizando una relacion de HEM (20 mg L')/H20:2 (20 mM) igual
a 1, logran 34,61 mmoles de RAS removidos por mg de HEM y mmol de agente oxidante
en 2 h (17,3 mmoles de RAS removidos por mg de HEM y mmol de agente oxidante en
1 h). En el ensayo realizado en esta tesis se utilizé una relacion de HEM (10 mg L) y
H202 (0,5 mM) igual a 20, logrando 2933,3 mmoles de RAS removidos por mg de HEM
y mmol de agente oxidante en 6 h (488,9 mmoles de RAS removidos por mg de HEM y
mmol de agente oxidante en 1 h) (pH 9,4 y [RAS] = 100 mg L™). Es posible que la
concentracion elevada de H20: fue en detrimento de actividad catalitica de HEM, y que
el biomimético utilice eficientemente el agente oxidante cuando éste se encuentra en

concentraciones bajas.
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Tabla 6.6 — Resultados obtenidos expresados en términos del material activo en el solido ([H20:]
= 0,5 mM; temperatura 30 °C; pH 9,4; agitacion magnética 300-400 rpm; 6 h).

Eficiencia
Material
catalitica
RAS RAS activo
Esferas MAG HEM intrinseca (mg
E! inicial removido (MAG +
mL! 1 1 (mgLYH (mgL?h RAS removido /
(mgL7)  (mgL™) HEM) -
(mg material activo
(mg L)
x mmol H,0,))
1 50 100 60,3 239,5 7,6 247,1 32,5
2 104 100 72,3 529.,9 10,2 540,0 17,8
3 104 10 7,9 529.,9 10,2 540,0 5,9
4 10AYB 10 5,1 529.,9 10,2 540,0 3,8
5 10AY€ 10 5,5 520,2 10,3 530,5 4,2
6 10AY€ 100 39,1 520,2 10,3 530,5 29,5
7 254¥¢€ 100 56,9 1260,9 38,9 1299,8 21,9
8 404 € 100 59,6 2017,5 62,2 2079,7 14,3
9 5545¢€ 100 58,7 2774,1 85,6 2859,6 10,3
10 - 100 73,3 - 10,0 10,0 29333
14 0P 100 42,5 504,4 10,3 514,7 41,3

Nota: ? Catalizador hiimedo sin acondicionamiento; A Catalizador hiimedo con tratamiento de agitacion; *

¥ B Catalizador con tratamiento de agitacion y secado; #¥ € Catalizador con tratamiento de agitacion, secado
y rehidratado. ¢ Catalizador sin tratamiento de agitacion, secado y rehidratado; ® Secado en estufa de vacio
y rehidratado. ! E: ensayo.
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Tabla 6.7 — Resultados de remocién de RAS utilizando s6lidos basados en MAG, ferritas, HEM
(10 mg CAT en 4 mL de reaccion, excepto para HEM que corresponde a 20 mg L'; 2 h)
reportados en [13].

mg RAS
RAS
[H203] RAS CAT removido / (mg
CAT! pH removido
(mM) (mg L) (mg L") material activo x
(mg L)
mmol H,0)
80 7 62,5 11,3 2500 0,01
Mn-MAG 80 7 125 40,8 2500 0,05
80 7 250 62,8 2500 0,08
HEM-Mn-
20 11 62,5 23,0 2500 0,12
MAG
20 11 62,5 32,8 2500 0,16
CITMDS 2 20 11 125 74,8 2500 0,37
20 11 250 179,8 2500 0,90
HEM 20 11 62,5 55,4 20 34,61

Nota: ' CAT: catalizador; > CITMDS corresponde a una dispersion de maghemita (y-Fe,O3).

6.3.6. Aplicacion del catalizador en la decoloracion de soluciones modelo de NII

En la Tabla 6.8 se presentan los resultados de decoloracion de soluciones modelo de
NII. Las reacciones sin catalizador utilizando H202 0,5 mM y una concentracion de NII
de 100 mg L', condujeron a una remocién promedio del 3,0 + 0,07 % (pH 9,4 en buffer
Tris-HCI; 30 °C; agitacion magnética 300-400 rpm).

Un aumento de la concentracion de agente oxidante desde 0,5 mM (ensayo 1), a 2,5
mM (ensayo 2) y a 5 mM (ensayo 3) condujo aumentos en la remocion de NII
(disminucion de la absorbancia en el pico caracteristico) del 7,0% y del 11,7%,
respectivamente. Sin embargo, la eficiencia catalitica (mg NII removidos por mmol H202
y mg de catalizador) disminuye, indicando que ocurre un consumo menos eficiente del
H202 cuando aumenta su concentracion. Un aumento de la concentracion del catalizador
(ver ensayos del 3 al 5) permite mejorar la disminucion de la absorbancia en el pico
caracteristico del colorante, pero implica una disminuciéon aun mas acentuada de la

eficiencia catalitica.

Al igual que se observd en las reacciones de decoloracion de RAS, el

secado/rehidratado del catalizador conduce a una menor remocién del colorante respecto
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a su aplicacion en estado humedo (ver ensayo 3 respecto al 8, y 6 respecto al 7). Esto
permite reafirmar que el secado, incluso en estufa de vacio a temperatura ambiente,
implica un colapso en la estructura del sélido que disminuye su area disponible para

interaccion con los sustratos orgdnicos empleados.

Tabla 6.8 - Concentraciones de catalizador, disminucion de la absorbancia de NII y rendimiento
catalitico de HEM a 6 h (4 mL; 30 °C; pH 9,4; agitacion magnética 300-400 rpm).

CATALIZADOR RESULTADOS
. HEM Eficiencia
[catalizador] roe
soportado | [H202] [NII] Disminucién ~ catalitica
Esferas experimental mg NII
E? 4 . (mg) por | (mM) (mg/L) de abs removidos
mL en reaccion
mLen (%) /(mmol H,O,
(mg mL™) . X mg
reaccion catalizador)
1 10? 5,6 0,017 0,5 100 £ 0,90 14,0+ 04 1,23
2 10? 5,7 0,016 2,5 100 £ 0,90 21,0+ 1,3 0,37
3 10? 5,6 0,016 5 100 £ 0,90 25,7+0,4 0,22
4 202 10,6 0,033 5 100 £ 0,90 30,3 0,14
5 402 22,9 0,066 5 100 £ 0,90 51,1 0,11
6 10? 5,5 0,016 5 10 + 0,05 36,8 0,03
7 10! 5,5 0,018 5 10 + 0,05 70,2 0,06
8 10! 5,5 0,018 5 100 £ 0,90 44,0 0,40

Notas: ' Catalizador hiimedo; ? Catalizador seco/rehidratado. * E: Ensayo.

En los espectros UV-Vis de las soluciones de NII (100 mg L) tratadas con
catalizador seco/rehidratado (Figura 6.13a) y himedo (Figura 6.13b) ([H202] = 5 mM;
pH 9.4; 30 °C; agitacion magnética 300-400 rpm), se puede observar como las bandas
caracteristicas del colorante disminuyen su absorbancia. Esto es consistente con un
mecanismo degradativo del colorante. La decoloracion de NII se produce debido a la
ruptura electrofilica del enlace del cromoforo -N=N-, siendo la ruptura de este enlace
azoico el primer paso en el mecanismo de degradacion. Sin embargo, cuando la
concentracion del colorante en solucién inicial es de 10 mg L' se observan aumentos de
absorbancia en longitudes de onda baja, lo cual podria asociarse a la formacion de
productos de degradacion del colorante (Figura 6.13c y Figura 6.13d). Se reporta que el
aumento de la absorbancia en 228 nm, se asocia a la ruptura de la estructura azoica con

la consecuente formacion de fragmentos aromaticos como anillos bencénicos [1].
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Figura 6.13 — Espectros UV-Vis de las soluciones de NII correspondientes a los ensayos
realizados con (a) catalizador seco/rehidratado (ensayo 3, dilucién 1/10); (b) catalizador himedo
(ensayo 8, dilucion 1/10); (c) catalizador seco/rehidratado (ensayo 6, sin dilucion); y catalizador
himedo (ensayo 7, sin dilucion) ([H20,] = 5 mM; pH 9,4; 30 °C; agitacién 300-400 rpm; 6 h).

Se presentan los resultados en términos de mg de NII removidos por mg de material
activo (MAG + HEM) y mmol H202 (Tabla 6.9). Adicionalmente, se presentan resultados
previos del grupo utilizando catalizadores basados en ferritas, HEM y CITMDS5 (Tabla
6.10). Aun considerando las diferencias en las condiciones y el tiempo de reaccion, el
solido preparado en esta tesis presenta optima remocion de NII (mg) por mg de material
activo y mmol de H20z, particularmente cuando la concentracion inicial de NII es de 100

mg L. Es claro que NII es recalcitrante respecto a RAS.

Tabla 6.9 - Resultados obtenidos de remocion de NII expresados en términos del material activo
en el solido (temperatura 30 °C; pH 9,4; agitacion magnética 300-400 rpm; 6 h).

Eficiencia
catalitica
intrinseca
3 Esferas . NH NH. MAG HEM (MAG + H»0: mg NII
E 1 inicial removido o o HEM) .
mL (mg L) (mg L) (mg L) (mg L) (mg L) (mmol)  removidos /
& & & (mg material
activo x
mmol H,0»)
1 10? 100,1 14,0 560,6 16,64 577,26 0,00 12,0
2 10? 98,6 20,8 566,3 16,18 582,43 0,01 3,6
3 10? 96,7 24,9 561,3 16,17 577,42 0,02 2,2
4 20? 102,5 31,1 1055,0 32,60 1087,60 0,02 1,4
5 40? 102,5 52,4 2285,0 65,55 2350,55 0,02 1,1
6 10? 10,0 3,7 547,5 15,75 563,25 0,02 0,3
7 10! 10,0 7,0 547,5 17,50 565,00 0,02 0,6
8 10! 100,6 443 547,5 17,50 565,00 0,02 3,9

Notas: ! Catalizador hiimedo; * Catalizador seco/rehidratado. * E: Ensayo
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Tabla 6.10 — Resultados de remocion de NII utilizando solidos basados en ferritas, HEM y
CITMDS (volumen de reaccion 4 mL; 2 h) reportados en [13].

Eficiencia
catalitica
NII intrinseca
CAT! [H:0;] pH NH_I removido CAT] mg NII
(mM) (mg L) (mg L) (mg L) removido / (mg
material activo x
mmol H,0»)
80 7 250 5,0 2500 0,01
80 9 62,5 0,0 2500 0,00
Mn-MAG 80 9 250 5,3 2500 0,01
20 3 62,5 0,0 2500 0,00
80 3 62,5 0,0 2500 0,00
20 11 62,5 62,5 2500 0,31
HEM-Mn-MAG 20 11 125 51,8 2500 0,26
20 11 250 47,0 2500 0,24
20 11 62,5 16,8 2500 0,08
) 20 11 62,5 10,3 2500 0,05
CITMDS 40 11 625 23.9 2500 0,06
40 11 62,5 23,6 2500 0,06
HEM 20 11 62,5 59,5 20 37,19

Nota: ' CAT: catalizador; > CITMDS corresponde a una dispersion de maghemita (y-Fe,O3).

6.3.7. Analisis comparativos con sistemas reportados en literatura

La Tabla 6.11 resume trabajos reportados en los que se aplican catalizadores que
contienen MAG, ferritas o HEM en sus componentes para la remocion de RAS o NII
utilizando H202. Puede observarse que estos sistemas suelen aplicarse con valores bajos
de pH y concentraciones altas de agente oxidante a diferencia de las condiciones
utilizadas en el presente trabajo de tesis. Al comparar los mg de colorantes removidos por
mg de material activo y mmol de H202, se obtiene que el sistema QUIT-MAG-TPP-
APTS-HEM presenta mayor eficiencia catalitica intrinseca en la remocion de los

colorantes.

Deng et al. (2016) reportan una mayor eficiencia en la remocion de NII cuando MAG
se encuentra soportada sobre nanotubos de carbono respecto a cuando se aplican las
nanoparticulas sin soportar [56]. Asocian este resultado a que, al soportarse, MAG se
encuentra uniformemente distribuida evitando problemas de aglomeracion y la
consecuente disminucion de la actividad. Considerando la distribucion homogénea del
hierro en las esferas QUIT-MAG preparadas en este trabajo, se infiere que la dispersion

homogénea de MAG mejora la eficiencia catalitica del so6lido.
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Tabla 6.11 — Eficiencia catalitica intrinseca asociada a la remocidén de RAS y NII con catalizadores heterogéneos y H>O; reportados en la literatura.

Eficiencia
catalitica
[H:01] [Colorante] Colorante [material intrinseca
CATALIZADOR (n:Mz) Colorante (mg L) 0 removido activo] mg colorante Condiciones Ref.
& (mg LY (mg L) removido / (mg
material activo x
mmol H,0»)
Fes.«CoxO4 (x=0,4) 22 NII 35,0 10,9 200,0 0,012 195}01 =3
o 157
Fe304 22 NII 35,0 4.9 200,0 0,006 11),513 =3
rpm
pH=3,5
Fe304 15 NII 87,6 32,5 500,0 0,043 30 °C: 60 mL 561
_ pH=3,5
Fe;04— nanotubos de carbono 15 NII 87,6 82,3 97,5 0,183 30 °C: 60 mL
pH=3
Fex(M00O4)3 18 NII 100,0 96,0 1400,0 0,063 30°C [58]
60 min; 60 mL
Fe;04— v-Fe 03 10 NII 70,0 70,0 1000,0 0,020 pH=3 [59]
Hierro cero valente sobre adsorbente pH=3
poroso granular 50 NII 1000,0 910,0 83,9 2,170 30 °C: 100 mL [60]
pH=10,6
HEM soportado en QUIT-APTS-GA 24 NII 50,0 0,876 32,9 1,064 25 mL; 60 min [12]
5,10,15,20-tetrakis(4-sulfonatofenil) pH=7
porfina—Mn(III) inmovilizada en silica gel
modificada con imidazolilo (IPS) (40,8 mg 8,8 RAS 99,3 99,3 196,0 28,773 ) 02'mL . [39]
; ; 5 °C: 30 min
material activo por g de IPS)
HEM soportado en QUIT-APTS-GA 24 RAS 50,0 1,20 32,9 2,427 QM
QUIT-MAG-TPP-APTS-HEM 0,5 RAS 100,0 42,5 5147 41,3 3 (I)) ch?’g h Esta
0,5 NII 100,1 14,0 577,26 12,0 300-400 pm 'S8
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6.4. Mecanismo catalitico del catalizador

El mecanismo y ciclo catalitico de HRP se ha descrito en detalle [61], [62], [63]. En
la Figura 6.14 se presentan esquemadticamente las reacciones catalizadas por HRP en
contacto con H20:2 y un sustrato orgdnico reductor [7]. El mecanismo general de
interaccion de la enzima HRP con H202 y un sustrato fenolico puede representarse, de
manera simplificada, en tres pasos (color verde en Figura 6.14). En primer lugar, HRP en
contacto con el H202 pasa de su estado basal (Eo) a su estado activado I, por escision
heterolitica del enlace -O-O- del H202, oxidandose el hierro del grupo hemo para formar
la especie Porfirina™*-Fe**=0 (E1, cation radical m, con un grupo oxiferril en el centro
activo de la porfirina) y agua [64], [65]. Previamente, entre el Eo y E1 se pasa por un
complejo precursor de H2O2 y la enzima, un hidroperoxido organico altamente inestable
[65]. La estructura proteica (histidina protonada, His170) de la HRP facilita la unién del
H>0: a través de un enlace dativo entre uno de sus oxigenos con el Fe*" de la enzima.
Consecuentemente, un aminoacido nucleofilico (His42) acepta un H" del H202 y, por
ruptura heterolitica del enlace -O-O- de la molécula, se libera una molécula de agua dando
lugar efectivamente a Ei. Asimismo, el residuo Arg38 se encuentra involucrado en la
secuencia de liberacion de agua y formacion del complejo Ei. Subsecuentemente, la
especie E1 acepta un electron y un proton de un sustrato dador de hidrégeno, por ruptura
homolitica del enlace H-O para producir un radical libre ("AH) y la especie Por-Fe*"-OH
(E2, hemo oxiferrilo). Las especies E1 y E2 son altamente oxidantes [62]. La reaccion de
E2 con una segunda molécula del sustrato conduce a la formacion de un radical del
sustrato y agua, y a la reduccion monoelectronica de Ez, llevando a la regeneracion de la

enzima a su estado nativo o basal (Eo), cerrando el ciclo catalitico.

Ademas, podrian ocurrir reacciones laterales, la especie E2 podria reaccionar con
H>0> para dar lugar a la especie Por-Fe**-OOH" (E3) y agua. Si bien existe la posibilidad
de tener una especie de hierro con estado de oxidacion 2+ (par redox Fe?"/Fe*"), se supone
que la estructura es principalmente férrica debido a que hay mayor dificultad en la
oxidacion hacia la especie ferrosa [66]. Desde la especie E3 se puede regenerar el estado
basal de la enzima, produciendo un radical "0;, o hacia la especie E1 a muy bajas
velocidades [67]. Los radicales libres producidos por las reacciones catalizadas por
peroxidasas pueden dismutar, o generar por acoplamiento dimeros o polimeros, u oxidar

a otros substratos secundarios en reacciones no enzimaticas [68].
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Adicionalmente, la especie E1 forma un complejo con H202 que puede derivar en: (1)
la regeneracion del estado basal mediante la formacién de O2 molecular y agua [67]; (2)
la generacion de un radical O3 y una especie E2, que posteriormente a través de la especie
E3 como intermediaria, puede regenerar el estado basal de la enzima mediante un proceso
ralentizado; (3) la formacion irreversible de una especie inactivada de la enzima (P-670,
peroxidasa-proteina verdohemo). Este mecanismo de inactivacion ocurre en ausencia de
sustrato o frente a una exposicion a concentraciones altas de H2O2 [69]. Si bien no esta
completamente comprendido, se presume que se desprende un mol de CO por cada mol
de P670 [70], [71]. Asimismo, la inactivacion de la enzima puede darse desde la Es hacia
P-670 al reaccionar con el H20O2[65]. Por el contrario, a concentraciones bajas, menor a
1 mM, se da un proceso de inactivacioén considerado reversible, debido a la formacién y

acumulacion de la especie Es.

" AH + H,0, AH

~_

02+H20 Tor

VIA CATALATICA

"0
(@)
~
-}
Fﬂ:

Figura 6.14 — Mecanismo y ciclo catalitico reportado para HRP.
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Tanto el paso del complejo Ei-H202 a E2 como el paso de Es a Eo implican la
generacion de radicales superoxido, que puede provocar la liberacion de Oz, por medio
de lo que se conoce como via pseudo-catalatica. Sin embargo, resultados de simulacion
computacional reportados indican que la principal via de consumo de H202 en ausencia

de sustratos reductores es la via catalatica de reaccion [67].

Por su parte, HEM, como mimético de la enzima peroxidasa, tiene un sustituyente
pirrol como el que compone el sitio activo de las hemo-enzimas. Se diferencia de las
mismas en la coordinacion de la quinta posicion, ya que en las enzimas ésta es ocupada
por la estructura proteica. Ademas de la similitud estructural de HEM respecto a HRP, se
reporta un mecanismo de accion andlogo en la reaccion con sustratos fendlicos,
especialmente en los estados intermediarios [55], [72]. En la Figura 6.15 se presentan las
especies que podrian estar involucradas en el mecanismo de accion de HEM. A diferencia
de la enzima HRP, el mecanismo propuesto para el biomimético tiene asociado un mayor
consumo de H20: y produccion de O2 en el comienzo de la reaccion [50], [73]. El
intermediario E1 de HEM toma contacto con un donador de hidrogeno, en los ensayos
llevados a cabo en el presente capitulo éstos serian RAS o NII, para generar el

intermediario Ex.

Ferreira (2003) analiz6 el mecanismo de descomposicion de H20: catalizado por
HEM. Este mecanismo propuesto incluye la presencia del grupo -OH durante todo el ciclo
catalitico [7]. Esto implica la presencia de una sexta posicion de coordinacion del hierro
de HEM ocupada por H202 previo a la formacion de la especie Ei. El estudio de modelado
cinético de las reacciones catalizadas por HEM en presencia de H20Oz, para sistemas sin
colorantes han permitido postular la existencia de una via catalatica de produccion de Ox.
Esto indica la existencia de vias de inactivacion por H2O2, consistente con reacciones de
blanqueamiento del estado basal del catalizador. Existen en la literatura reportes de
formacién de radicales peroxilos (HOO®) en sistemas de HEM/hidroxiperoxidos.
Concentraciones altas de H2O2 pueden promover vias de descomposicion de peroxido con
produccion de radical peroxilo. Estos radicales se encuentran en equilibrio con los
radicales superoxidos (HOO® & H'+02™). En exceso de peroxido, pero en presencia de
los colorantes, el estado E1 puede resultar en un compuesto inactivo, mientras que E:

puede dar lugar a Es. Este compuesto regenera lentamente hacia Eo [55].
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En ausencia de sustrato fendlico la ruptura homolitica es factible debido a la
presencia de OH en HEM por lo que la generacion de radicales hidroxilo puede ocurrir.
Sin embargo, en presencia de sustrato fendlico, la ruptura heterolitica podria verse
favorecida. Coérdoba (2015) evalu6 el mecanismo catalitico de HEM en la reaccion de
oxidacion de fenol con presencia de 4-aminoantipirina, con el fin de determinar la
capacidad catalitica de HEM como biomimético de HRP [74]. Obtuvo formacion de
producto coloreado en los sistemas catalizados por el biomimético, pero la formacion de
quinonaimina fue de 10 a 15 veces mas lenta que la correspondiente a HRP, encontrando
un maximo a una concentracion inicial de H2Oz igual a 17 mM. Luego de este valor
maximo, podrian darse vias de inactivacion por reaccion con H202, reduciendo la
velocidad de formacion de colorante. La disminucion acentuada de la actividad de HEM

podria asociarse a la ausencia de la estructura proteica en el biomimético.

Akkara et al. (2000) observaron un decrecimiento progresivo de la banda Soret al
inicio de la reaccion en sistemas homogéneos, asignable a la oxidacion de la estructura
de la porfirina por accion del H20:2 o de radicales inorgénicos formados durante el ciclo
catalitico [73]. En los ensayos realizados por Cordoba (2015) este efecto esta ausente,
posiblemente por la acumulacion en el medio de reaccion de radicales fenoxi, cuyo pico
de absorcion se encuentra cercano al pico caracteristico de HEM en 388 nm. HEM no fue
capaz de catalizar la formacioén de polifenoles en las condiciones de reaccion, lo cual
podria asociarse a la presencia de radicales inorganicos que provocan la ruptura de las

estructuras aromaticas de los radicales fenoxi mediante un mecanismo degradativo.

En estudios de modelado cinético de la decoloracion de NII, se describid
matematicamente la cinética de la reaccion de degradacion de una solucion alcalina de
NII catalizada por HEM utilizando H202 como agente oxidante. Se propone un
mecanismo analogo al de la enzima HRP integrado a una via de produccion de oxigeno y
generacion de radicales superoxidos por la escision heterolitica de H202 [75]. El modelo
peroxidatico-pseudo catalatico fue seleccionado como el mas adecuado para un amplio
rango de condiciones (25 - 400 mg L' de concentracion de NII; 2,4 - 10 mM de
concentracién de H202; y 3 - 17 mg L' de concentracion de HEM) a temperatura
ambiente y pH alcalino (10,6). Este modelo implica dos rutas de inactivacion reversibles:
H202 y NII - formacion de E-Fe y formacion de E-NII (siendo E compuestos
intermediarios de HEM). Esto demostro la existencia de una via de inactivacion por

sustrato fenolico, la cual es consistente con la formacidon de un complejo improductivo
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colorante-catalizador, que ralentiza la reaccion. Asimismo, al formarse la especie
intermediaria, Ei, ésta debe interactuar con los colorantes por abstraccion de un
hidrégeno. NII en solucion acuosa se presenta preferencialmente en forma hidrazona, por
lo que deberia ocurrir en el enlace -N-H. Esto resulta complicado debido a que se
encuentra unido intramolecularmente por puente hidrégeno, volviéndolo recalcitrante, tal
como se encontrd en los resultados. Esto concuerda con Nicolas et al. (2021) donde
reportan que los colorantes azoicos como el NII son mas resistentes que los

antraquinonicos (como el RAS) a la eliminacién oxidativa [13].
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A
Eo, — Por-Fe3* o .
ESTADO BASAL DE HEMATIN E, - Por™-Fet=0
C
Ez - POI‘—Fe4+—OH E3 N Por_Fe3+_OOH°
E

E:-H,O. — Por™*-Fe+=0-H,O.,

Figura 6.15 — Especies potencialmente involucradas en el mecanismo de accion de HEM.

Al aplicar el catalizador estudiado en el presente trabajo, en simultaneo a las
reacciones miméticas de la enzima peroxidasa catalizadas por HEM, ocurren reacciones
asociadas a MAG. Los iones Fe?'/Fe** presentes en el 6xido de hierro nanoparticulado,
en presencia de H202 dan lugar a un mecanismo tipo Fenton heterogéneo [70], [71]. Es
importante mencionar que Meyerstein (2022) realizo una interesante discusion acerca de
los intermediarios oxidantes en las reacciones Fenton y tipo Fenton. El autor propone que

la reaccion Fe'' (H20)6** + H202 produce:

(I) radicales "OH como agente oxidante activo en soluciones &cidas cuando
[Fe''((H20)6*"] > [H202]

(II) una mezcla de radicales "OH y Fe'V=0iq en soluciones 4cidas cuando
[Fe''(H20)6*"] < [H202];

(III) Fe'V=0auq en soluciones neutras; y

(IV) COs™ en soluciones que contienen incluso una baja concentracion de HCOs'.
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En la evaluacion de la aplicacion del catalizador en un sistema abierto, como podria
ocurrir en una pileta de una planta de tratamiento de efluentes, es fundamental tener en
cuenta la posible interaccion con el CO2 atmosférico, ya que este puede disolverse en el
medio de reaccion. Una vez en solucion, el CO: puede reaccionar con el agua para formar
acido carbdnico (H2COs3) en un equilibrio dinamico. A su vez, el acido carbonico se
disocia parcialmente, generando iones bicarbonato (HCO3") y carbonato (CO3*) en
funcion del pH del sistema. Adicionalmente, la presencia de estos iones puede afectar
significativamente el equilibrio acido-base del entorno, alterando las propiedades

superficiales del catalizador y, por ende, su actividad.

El PZC igual a 7,9 implica que, bajo las condiciones de reaccion en un medio alcalino
(pH 9,4) la adsorcion de los colorantes (anidnicos) no estaria favorecida, lo cual puede
sugerir que la remocion de los colorantes estd predominantemente asociada a la
degradacion catalitica de los mismos. En caso de darse un proceso de adsorcion, estaria
ocurriendo en simultdneo la formacion de radicales in situ que reaccionarian con las
moléculas de los colorantes adsorbidos sobre la superficie. Estos radicales también

podrian difundir hacia la solucion, oxidando las moléculas de colorantes no adsorbidas.

La Figura 6.16 representa a HEM soportado en MAG presente en las esferas de
QUIT, utilizando APTS como agente acoplante. Se puede visualizar como el APTS
funciona como un bloque espaciador, favoreciendo la interaccion entre las especies
oxidantes generadas en los sitios activos (Fe** en HEM y Fe*"/Fe?" en MAG) y los
sustratos organicos a oxidar (los colorantes). Es importante considerar que parte de los
sitios activos asociados a MAG interaccionan con APTS/HEM, no estando disponibles
para interaccionar con el H202. En este sentido, es importante estudiar el catalizador
considerando la complejidad inherente del sistema catalitico completo, asumiendo que
las actividades asociadas a MAG y HEM podrian no ser aditivas, sino sinérgicas. Los
mecanismos de accion de MAG y HEM no son exactamente iguales, y es posible que los
radicales, en concentracion y tipo, generados por ambos sistemas, interaccionen dando

lugar a un mecanismo de accion propio del sistema estudiado.

Se puede inferir que en el s6lido himedo existe una estructura interna de poros en
cavidades paralelas en la cual las moléculas de los colorantes y el H2O2 pueden ingresar
e interactuar con los iones Fe**/Fe** en MAG y con Fe*" en HEM. Los agentes oxidantes
generados (radicalarios y no radicalarios) oxidan a los colorantes. Sin embargo, cuando

el solido se seca, la estructura interna de poros colapsa y por ende: (I) hay una menor
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cantidad de sitios activos para interactuar con el H20z; o (II) si bien el H2Oz interactua a
con HEM y MAG presente en todo el volumen del so6lido, las moléculas de los colorantes
no estan accesibles para ser oxidados. Como se observo, en la rehidratacion del so6lido no
se recupera el volumen inicial de la esfera, no compensando esta pérdida de sitios activos,

lo cual se ve reflejado en la menor capacidad de degradar los colorantes.

&

Naranja II

Figura 6.16 — Relacion de tamaiios entre QUIT-MAG-APTS-HEM vy los colorantes RAS y NII.
Realizada en ChemBioOffice 3D 2008.

6.5. Conclusiones

En el presente capitulo se logro establecer el rango apropiado de concentracion de
H>0: para la decoloracion de soluciones de NII y RAS en medio alcalino. Se encontro
que el medio de reaccion a pH 11, para el colorante RAS, introduce interferencias
asociadas al movimiento de la banda principal de absorcion en el espectro UV-Vis debido
a desplazamientos del equilibrio acido-base dado por la forma dianidnica y trianidénica

del colorante en pH cercano a uno de sus pKa.

Se analizd la actividad catalitica del sdlido en estado humedo, seco y
seco/rehidratado. Se encontrd que, si bien una instancia de secado implica una pérdida de

actividad, desde un punto de vista practico es conveniente su aplicacion en estado
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seco/rehidratado, considerando que adquiere resistencia y estabilidad respecto al

catalizador himedo.

Asimismo, se definieron y analizaron los efectos de las concentraciones de los
colorantes y el catalizador. Se pudo probar, en soluciones individuales de los colorantes,
la naturaleza catalitica de las reacciones de decoloracion habiéndose encontrado
conversiones despreciables en ausencia del sélido. Asimismo, en el analisis de los
espectros UV-Vis de las soluciones de reaccion, para las concentraciones iniciales mas
bajas de los colorantes, se pudo identificar aumentos de absorbancia en longitudes de

onda baja lo que podria asociarse con la presencia de productos de degradacion.

El catalizador estudiado evita el uso de concentraciones altas de H202, permitiendo
remociones apreciables de los colorantes en concentraciones entre 0,5 y 5 mM, respecto
a 80 mM requeridos sin el uso del catalizador. Esto es favorable, dado que reduce
considerablemente la cantidad consumida del reactivo utilizado. Estos resultados resaltan
la importancia de, en los estudios de remocion de colorantes, evaluar la oxidacion de los

mismos sin catalizador en presencia del H20z2 en las concentraciones a explorar.

En cuanto al mecanismo de accion del catalizador, éste incluye dos sistemas
cataliticos actuando en simultineo, asociados a Fe** en HEM y Fe?'/Fe** en MAG,
considerandose que estos podrian no ser simplemente aditivos, sino sinérgicos. En vistas
de una aplicacion real, surge como relevante la aplicacion del sistema en un medio sin
control de pH, con valores cercanos a neutralidad y en presencia de sustancias quimicas

comunmente presentes en un efluente real, lo cual se explorara en el Capitulo VII.

241



| Capitulo VI — Decoloracion de soluciones modelo de RAS y NII

6.6.
[1]

[4]

Referencias

H. Lin, H. Zhang, X. Wang, L. Wang, and J. Wu, “Electro-fenton removal of
Orange II in a divided cell: Reaction mechanism, degradation pathway and toxicity
evolution,” Sep Purif Technol, vol. 122, pp. 533-540, Feb. 2014, doi:
10.1016/j.seppur.2013.12.010.

A. M. Faouzi, B. Nasr, and G. Abdellatif, “Electrochemical degradation of
anthraquinone dye Alizarin Red S by anodic oxidation on boron-doped diamond,”
Dyes and  Pigments, vol. 73, mno. 1, pp. 86-89, 2007, doi:
10.1016/j.dyepig.2005.10.013.

T. Maezono, M. Tokumura, M. Sekine, and Y. Kawase, “Hydroxyl radical
concentration profile in photo-Fenton oxidation process: Generation and
consumption of hydroxyl radicals during the discoloration of azo-dye Orange II,”
Chemosphere, vol. 82, mno. 10, pp. 1422-1430, 2011, doi:
10.1016/j.chemosphere.2010.11.052.

D. Hussain, M. F. Siddiqui, Z. Shirazi, and T. A. Khan, “Evaluation of adsorptive
and photocatalytic degradation properties of FeWO4/polypyrrole nanocomposite
for rose bengal and alizarin red S from liquid phase: Modeling of adsorption
isotherms and kinetics data,” Environ Prog Sustain Energy, vol. 41, no. 4, Jul.

2022, doi: 10.1002/ep.13822.

Y. Shi, D. Feng, S. Ahmad, L. Liu, and J. Tang, “Recent advances in metal—organic
frameworks—derived carbon-based materials in sulfate radical-based advanced
oxidation processes for organic pollutant removal,” Chemical Engineering

Journal, vol. 454, Feb. 2023, doi: 10.1016/j.cej.2022.140244.

A. Asghar, A. A. A. Raman, and W. M. A. W. Daud, “Advanced oxidation
processes for in-situ production of hydrogen peroxide/hydroxyl radical for textile

wastewater  treatment: A review,” 2015,  Elsevier = Ltd. doi:

10.1016/j.jclepro.2014.09.010.

M. L. Ferreira, “UV / Visible Study of the Reaction of Oxidoreductases and Model
Compounds with H 2 O 2,” Macromol Biosci, vol. 3, pp. 179-188, 2003, doi:
10.1002/mabi.200390026.

242



| Capitulo VI — Decoloracion de soluciones modelo de RAS y NII

[8]

[10]

[11]

[12]

[13]

[14]

[15]

[16]

S. Saidman, E. H. Rueda, and M. L. Ferreira, “Activity of free peroxidases,
hematin, magnetite-supported peroxidases and magnetite-supported hematin in the
aniline elimination from water-UV-vis analysis,” Biochem Eng J, vol. 28, no. 2,

pp. 177-186, 2006, doi: 10.1016/j.bej.2005.11.001.

S. Pirillo, F. S. Garcia Einschlag, E. H. Rueda, and M. L. Ferreira, “Horseradish
peroxidase and hematin as biocatalysts for alizarin degradation using hydrogen
peroxide,” Ind Eng Chem Res, vol. 49, no. 15, pp. 6745-6752, 2010, doi:
10.1021/1€901528y.

S. Pirillo, F. S. G. Einschlag, M. L. Ferreira, and E. H. Rueda, “Eriochrome Blue
Black R and Fluorescein degradation by hydrogen peroxide oxidation with
horseradish peroxidase and hematin as biocatalysts,” J Mol Catal B Enzym, vol.

66, no. 1-2, pp. 63-71, 2010, doi: 10.1016/j.molcatb.2010.03.003.

S. Pirillo, E. H. Rueda, and M. L. Ferreira, “Supported biocatalysts for Alizarin
and Eriochrome Blue Black R degradation using hydrogen peroxide,” Chemical
Engineering  Journal,  vol.  204-205, pp. 65-71, 2012, doi:
10.1016/j.cej.2012.07.057.

A. Cordoba, “Catalizadores enzimdticos y biomiméticos soportados para la
eliminacion de colorantes modelo de soluciones acuosas,” Universidad Nacional
de Cordoba, 2015. Accessed: Mar. 19, 2025. [Online]. Available:
https://rdu.unc.edu.ar/handle/11086/4648

P. Nicolés, G. S. Lopez Pugni, F. Horst, V. Lasalle, and M. L. Ferreira, “Low-cost
nanoparticulate oxidation catalysts for the removal of azo and anthraquinic dyes,”

J Environ Health Sci Eng, 2021, doi: 10.1007/s40201-021-00640-x.

A. Ambrosio, E. H. Rueda, and M. L. Ferreira, “Magnetite-supported hematin as a
biomimetic of Horseradish peroxidase in phenol removal by polymerization,”
Biocatal Biotransformation, vol. 22, no. 1, pp. 35-44, 2004, doi:
10.1080/10242420410001661231.

B. Manu and S. Chaudhari, “Anaerobic decolorisation of simulated textile

wastewater containing azo dyes,” vol. 82, pp. 225-231, 2002.

A. G. Vlyssides, D. Papaioannou, M. Loizidoy, P. K. Karlis, and A. A. Zorpas,

“Testing an electrochemical method for treatment of textile dye wastewater,”

243



| Capitulo VI — Decoloracion de soluciones modelo de RAS y NII

[17]

[18]

[19]

[20]

[21]

[22]

[23]

[24]

Waste Management, vol. 20, no. 7, pp. 569-574, 2000, doi: 10.1016/S0956-
053X(00)00028-3.

G. Hussain and S. Haydar, “Textile Effluent Treatment Using Natural Coagulant
Opuntia stricta in Comparison with Alum,” Clean (Weinh), vol. 49, no. 10, Oct.
2021, doi: 10.1002/clen.202000342.

G. R. Warner et al., “Reactivity and Operational Stability of N-Tailed TAMLs
through Kinetic Studies of the Catalyzed Oxidation of Orangea II by H202:
Synthesis and X-ray Structure of an N-Phenyl TAML,” Chemistry - A European
Journal, vol. 21, no. 16, pp. 6226—6233, 2015, doi: 10.1002/chem.201406061.

P. B. Ramos, “Tratamiento de efluente textil real aplicando tecnologias amigables
con el medioambiente,” Universidad del Centro de la Provincia de Buenos Aires,

Facultad de Ingenieria, Olavarria, 2018.

H. Veisi, S. Tatli, M. Haghgoo, A. Amisama, S. Farahmand, and S. Hemmati,
“Immobilization of palladium nanoparticles on thiol-functionalized multi-walled
carbon nanotubes with enhanced photocatalytic activity for the degradation of
alizarin red,” Polyhedron, vol. 165, pp. 9-16, Jun. 2019, doi:
10.1016/j.poly.2019.03.002.

A. Omri and M. Benzina, “Degradation of Alizarin Red S by Heterogeneous
Fenton-Like Oxidation Over Copper-Containing Sand Catalysts,”
Surveys from Asia, vol. 25, no. 1, pp. 76-92, Mar. 2021, doi: 10.1007/s10563-020-

09321-5.

Catalysis

M. Baruah, A. Supong, P. C. Bhomick, R. Karmaker, C. Pongener, and D. Sinha,
“Batch sorption—photodegradation of Alizarin Red S using synthesized
TiO2/activated carbon nanocomposite: an experimental study and computer

modelling,” Nanotechnology for Environmental Engineering, vol. 5, no. 1, Apr.

2020, doi: 10.1007/s41204-020-00071-3.

K. Rathinam, X. Kou, R. Hobby, and S. Panglisch, “Sustainable Development of
Magnetic Chitosan Core — Shell Network for the Removal of Organic Dyes from
Aqueous Solutions,” Materials, vol. 14, no. 7701, 2021.

A. Cérdoba, I. Magario, and M. L. Ferreira, “Experimental design and MM2-PM6

molecular modelling of hematin as a peroxidase-like catalyst in Alizarin Red S

244



| Capitulo VI — Decoloracion de soluciones modelo de RAS y NII

[25]

[26]

[27]

[28]

[29]

[30]

[31]

[32]

degradation,” J Mol Catal A Chem, vol. 355, pp. 44-60, 2012, doi:
10.1016/j.molcata.2011.12.011.

A. 1. Adeogun and R. B. Babu, “One-step synthesized calcium phosphate-based
material for the removal of alizarin S dye from aqueous solutions: isothermal,
kinetics, and thermodynamics studies,” Applied Nanoscience (Switzerland), vol.

11, no. 7, pp. 2153-2165, 2021, doi: 10.1007/s13204-015-0484-9.

M. Ghaedi, A. Hassanzadeh, and S. N. Kokhdan, “By treating MWCNTs with ball
milling,” J Chem Eng Data, vol. 56, no. 5, pp. 2511-2520, 2011.

S. Gao, W. Zhang, Z. An, S. Kong, and D. Chen, “Adsorption of anionic dye onto
magnetic  Fe304/CeO2  nanocomposite:  Equilibrium,  kinetics, and
thermodynamics,” Adsorption Science and Technology, vol. 37, no. 3—4, pp. 185—
204, 2019, doi: 10.1177/0263617418819164.

M. Arami, N. Yousefi, and N. Mohammad, “Removal of dyes from colored textile
wastewater by orange peel adsorbent : Equilibrium and kinetic studies,” vol. 288,

pp. 371-376, 2005, doi: 10.1016/j.jcis.2005.03.020.

C. Shen, Y. Shen, Y. Wen, H. Wang, and W. Liu, “Fast and highly efficient
removal of dyes under alkaline conditions using magnetic chitosan-Fe(III)
hydrogel,” Water Res, vol. 45, no. 16, pp. 5200-5210, 2011, doi:
10.1016/j.watres.2011.07.018.

A. Coérdoba, 1. Magario, and M. L. Ferreira, “Evaluation of hematin-catalyzed
Orange II degradation as a potential alternative to horseradish peroxidase,” Int
Biodeterior ~ Biodegradation, vol. 73, pp. 60-72, 2012, doi:
10.1016/j.ibiod.2012.05.020.

X. Jin, M. qin Jiang, X. quan Shan, Z. guo Pei, and Z. Chen, “Adsorption of
methylene blue and orange I onto unmodified and surfactant-modified zeolite,” J
Colloid Interface Sci, vol. 328, no. 2, pp. 243-247, 2008, doi:
10.1016/j.jcis.2008.08.066.

M. Kousha, E. Daneshvar, M. S. Sohrabi, M. Jokar, and A. Bhatnagar, “Adsorption
of acid orange Il dye by raw and chemically modified brown macroalga

Stoechospermum marginatum,” Chemical Engineering Journal, vol. 192, pp. 67—

76,2012, doi: 10.1016/j.cej.2012.03.057.

245



| Capitulo VI — Decoloracion de soluciones modelo de RAS y NII

[33]

[34]

[35]

[36]

[37]

[38]

[39]

[40]

M. L. Rache, A. R. Garcia, H. R. Zea, A. M. T. Silva, L. M. Madeira, and J. H.
Ramirez, “Azo-dye orange II degradation by the heterogeneous Fenton-like
process using a zeolite Y-Fe catalyst-Kinetics with a model based on the Fermi’s
equation,” Appl Catal B, vol. 146, pp. 192-200, 2014, dot:
10.1016/j.apcatb.2013.04.028.

N. Inchaurrondo, J. Font, C. P. Ramos, and P. Haure, “Natural diatomites: Efficient
green catalyst for Fenton-like oxidation of Orange I1,” Appl Catal B, vol. 181, pp.
481494, 2016, doi: 10.1016/j.apcatb.2015.08.022.

J. Herney-Ramirez, M. Lampinen, M. A. Vicente, C. A. Costa, and L. M. Madeira,
“Experimental design to optimize the oxidation of orange II dye solution using a
clay-based fenton-like catalyst,” Ind Eng Chem Res, vol. 47, no. 2, pp. 284-294,
2008, doi: 10.1021/ie070990y.

L. Chen, C. Deng, F. Wu, and N. Deng, “Decolorization of the azo dye Orange II
in a montmorillonite/H202 system,” Desalination, vol. 281, no. 1, pp. 306-311,
2011, doi: 10.1016/j.desal.2011.08.006.

Y. Zhu, Q. Xie, R. Zhu, Y. Lv, Y. Xi, and J. Zhu, “Chemosphere Hydrothermal
carbons / ferrihydrite heterogeneous Fenton catalysts with low H 2 O 2

consumption and the effect of graphitization degrees,” Chemosphere, vol. 287, no.

P1, p. 131933, 2022, doi: 10.1016/j.chemosphere.2021.131933.

X. Wei, X. Xie, Y. Wang, and S. Yang, “Shape-Dependent Fenton-Like Catalytic
Activity of Fe 3 O 4 Nanoparticles,” Journal of Environmental Engineering
(United States), vol. 146, no. 3, pp. 2—11, 2020, doi: 10.1061/(ASCE)EE.1943-
7870.0001648.

P. Zucca, C. Vinci, F. Sollai, A. Rescigno, and E. Sanjust, “Degradation of Alizarin
Red S under mild experimental conditions by immobilized 5,10,15,20-tetrakis(4-
sulfonatophenyl)porphine-Mn(III) as a biomimetic peroxidase-like catalyst,” J
Mol Catal A Chem, vol. 288, no. 1-2, pp. 97-102, Jun. 2008, doi:
10.1016/j.molcata.2008.04.001.

S. Mumtaz et al., “Facile method to synthesize dopamine-capped mixed ferrite
nanoparticles and their peroxidase-like activity,” J Phys D Appl Phys, vol. 50, no.
11,2017, doi: 10.1088/1361-6463/aa5bf6.

246



| Capitulo VI — Decoloracion de soluciones modelo de RAS y NII

[41]

[42]

[43]

[44]

[45]

[46]

[47]

[48]

[49]

S.S.F. Carvalho and N. M. F. Carvalho, “Dye degradation by green heterogeneous
Fenton catalysts prepared in presence of Camellia sinensis,” J Environ Manage,

vol. 187, pp. 82—88, 2017, doi: 10.1016/j.jenvman.2016.11.032.

J. Jiang, J. Zou, L. Zhu, L. Huang, H. Jiang, and Y. Zhang, “Degradation of
methylene blue with H 20 2 activated by peroxidase-like Fe 30 4 magnetic
nanoparticles,” J Nanosci Nanotechnol, vol. 11, no. 6, pp. 4793—4799, 2011, doi:
10.1166/jnn.2011.4192.

X. Liang et al., “The distinct effects of Mn substitution on the reactivity of
magnetite in heterogeneous Fenton reaction and Pb(Il) adsorption,” J Colloid

Interface Sci, vol. 426, pp. 181-189, 2014, doi: 10.1016/j.jc1s.2014.03.065.

J. Wang et al., “Enhanced heterogeneous Fenton-like systems based on highly
dispersed Fe0-Fe20O3 nanoparticles embedded ordered mesoporous carbon
composite catalyst,” Environmental Pollution, vol. 243, pp. 1068—1077, 2018, doi:
10.1016/j.envpol.2018.09.057.

S. Hashemian, “Fenton-like oxidation of malachite green solutions: Kinetic and

thermodynamic study,” J Chem, vol. 2013, 2013, doi: 10.1155/2013/809318.

S. Song et al., “Ultrasmall Graphene Oxide Modified with Fe304 Nanoparticles
as a Fenton-Like Agent for Methylene Blue Degradation,” ACS Appl Nano Mater,
vol. 2, no. 11, pp. 7074-7084, 2019, doi: 10.1021/acsanm.9b01608.

X. Li et al., “Heterogeneous Fenton-like degradation of tetracyclines using porous
magnetic chitosan microspheres as an efficient catalyst compared with two
preparation methods,” Chemical Engineering Journal, vol. 379, p. 122324, 2020,
doi: 10.1016/j.cej.2019.122324.

M. Idrissi, Y. Miyah, Y. Benjelloun, and M. Chaouch, “Degradation of crystal
violet by heterogeneous Fenton-like reaction using Fe/Clay catalyst with H202,”
Journal of Materials and Environmental Science, vol. 7, no. 1, pp. 50-58, 2016.

S. Laib, H. R. Yazid, N. Guendouz, M. Belmedani, and Z. Sadaoui,
“Heterogeneous Fenton catalyst derived from hydroxide sludge as an efficient and
reusable catalyst for anthraquinone dye degradation,” Separation Science and
Technology (Philadelphia), vol. 54, no. 8, pp. 1338-1352, 2019, doi:
10.1080/01496395.2018.1531892.

247



| Capitulo VI — Decoloracion de soluciones modelo de RAS y NII

[50]

[51]

[52]

[53]

[54]

[55]

[56]

[57]

A. Cérdoba, I. Magario, and M. L. Ferreira, “Experimental design and MM2-PM6
molecular modelling of hematin as a peroxidase-like catalyst in Alizarin Red S
degradation,” J Mol Catal A Chem, vol. 355, pp. 44-60, 2012, doi:
10.1016/j.molcata.2011.12.011.

Z. M. Abou-Gamra, “Kinetics of decolorizarion od Alizarin Red S in aqueous
media by Fenton-like mechanism,” Eur. Chem. Bull., vol. 3, no. 1, pp. 108-112,
2014.

D. Paneva, O. Stoilova, N. Manolova, and I. Rashkov, “Magnetic hydrogel beads
based on chitosan,” 2004. [Online]. Available: http://www.e-polymers.org

J. Yang, P. Xu, L. Long, and S. Ding, “Production of lactobionic acid using an
immobilized cellobiose dehydrogenase/laccase system on magnetic chitosan
spheres,” Process Biochemistry, vol. 100, pp. 1-9, Jan. 2021, doi:
10.1016/j.procbio.2020.09.024.

M. S. Jyothi, V. J. Angadi, T. V. Kanakalakshmi, M. Padaki, B. R. Geetha, and K.
Soontarapa, “Magnetic Nanoparticles Impregnated, Cross-Linked, Porous
Chitosan Microspheres for Efficient Adsorption of Methylene Blue from
Pharmaceutical Waste Water,” J Polym Environ, vol. 27, no. 11, pp. 2408-2418,
Nov. 2019, doi: 10.1007/s10924-019-01531-x.

A. Cordoba, E. Ottonello, M. Belén Andali, I. Magario, and M. Lujan Ferreira,
“Soluble and supported hematin as a catalyst for decolourization of anthraquinone

textile dyes: A kinetic modelling validation study,” Chem Eng Sci, vol. 276, Jul.
2023, doi: 10.1016/j.ces.2023.118821.

J. Deng, X. Wen, and J. Li, “Fabrication highly dispersed Fe304 nanoparticles on
carbon nanotubes and its application as a mimetic enzyme to degrade Orange I1,”
Environmental Technology (United Kingdom), vol. 37, no. 17, pp. 2214-2221,
2016, doi: 10.1080/09593330.2016.1146339.

R. Alrozi, N. Aida Zubir, M. Khairul Azam Selamat, A. Nurzalikha Zakarya, and
N. Syaherra Paisan, “Effect of Cobalt Substitution on Catalytic Activity of Fe3-
XCox04 Catalyst,” Mater Today Proc, vol. 5,no. 10, pp. 21874-21878, 2018, doi:
10.1016/j.matpr.2018.07.045.

248



| Capitulo VI — Decoloracion de soluciones modelo de RAS y NII

[58]

[59]

[60]

[61]

[62]

[63]

[64]

[65]

[66]

S. H. Tian, Y. T. Tu, D. S. Chen, X. Chen, and Y. Xiong, “Degradation of Acid
Orange II at neutral pH using Fe2(MoO4)3 as a heterogeneous Fenton-like
catalyst,” Chemical Engineering Journal, vol. 169, no. 1-3, pp. 31-37, May 2011,
doi: 10.1016/j.cej.2011.02.045.

H. Dai, S. Xu, J. Chen, X. Miao, and J. Zhu, “Oxalate enhanced degradation of
Orange II in heterogeneous UV-Fenton system catalyzed by Fe304@I-Fe203
composite,” Chemosphere, vol. 199, pp. 147-153, May 2018, doi:
10.1016/j.chemosphere.2018.02.016.

J. Liu, Y. Du, T. Ye, J. Cao, and C. Peng, “Removal of orange II using an
adsorbent-supported zero-valent iron as a heterogeneous fenton-like catalyst,”
Desalination Water Treat, vol. 175, pp. 273-281, Jan. 2020, doi:
10.5004/dwt.2020.24904.

J. N. Rodriguez-Lopez, D. J. Lowe, J. Herndndez-Ruiz, A. N. P. Hiner, F. Garcia-
Cénovas, and R. N. F. Thorneley, “Mechanism of reaction of hydrogen peroxide
with horseradish peroxidase: Identification of intermediates in the catalytic cycle,”

J Am Chem Soc, vol. 123, no. 48, pp. 11838-11847,2001, doi: 10.1021/ja011853+.

N. C. Veitch, “Horseradish peroxidase: A modern view of a classic enzyme,”
Phytochemistry, vol. 65, mno. 3, pp. 249-259, 2004, doi:
10.1016/j.phytochem.2003.10.022.

H. B. Dunford, Heme Peroxidases, John Wiley. New York: John Wiley, 1999.

I. Fujita, L. K. Hanson, F. A. Walker, and J. Fajer, “Models for Compounds I of
Peroxidases: Axial Ligand Effects,” J Am Chem Soc, vol. 105, no. 10, pp. 3296—
3300, 1983, doi: 10.1021/ja00348a056.

M. Reihmann and H. Ritter, “Synthesis of phenol polymers using peroxidases,”
Advances in Polymer Science, vol. 194, no. 1, pp. 1-49, 2006, doi:
10.1007/12_034.

I. Magario, F. S. Garcia Einschlag, E. H. Rueda, J. Zygadlo, and M. L. Ferreira,
“Mechanisms of radical generation in the removal of phenol derivatives and

pigments using different Fe-based catalytic systems,” J Mol Catal A Chem, vol.
352, pp. 1-20, 2012, doi: 10.1016/j.molcata.2011.10.006.

249



| Capitulo VI — Decoloracion de soluciones modelo de RAS y NII

[67]

[68]

[69]

[70]

[71]

[72]

[73]

[74]

A. N. P. Hiner, J. Hernandez-Ruiz, G. A. Williams, M. B. Arnao, F. Garcia-
Canovas, and M. Acosta, “Catalase-like oxygen production by horseradish

peroxidase must predominantly be an enzyme-catalyzed reaction,” Arch Biochem

Biophys, vol. 392, no. 2, pp. 295-302, 2001, doi: 10.1006/abbi.2001.2460.

F. Pomar Barbeito, “Caracterizacion de la actividad peroxidasa implicada en los
procesos de lignificacion y su estudio en la interaccion : Capsicum annuum L. var
annuum-Verticillium dahliae Kleb,” p. 287, 2000, [Online]. Available:
https://core.ac.uk/download/pdf/61910661.pdf

N. Hidalgo Cuadrado, “Caracterizacion quimico fisica de la peroxidasa de palma
Chamaerops excelsa,” Universidad de Salamanca, Facultad de Ciencias Quimicas,
2011. [Online]. Available:
https://gredos.usal.es/jspui/bitstream/10366/110695/1/DQFI_Hidalgo Cuadrado

N_Caracterizacion.pdf

W. G. Barb, J. H. Baxendale, P. George, and K. R. Hargrave, “Reactions of ferrous
and ferric ions with hydrogen peroxide. Part II. - The ferric ion reaction,”
Transactions of the Faraday Society, vol. 47, pp. 591-616, 1951, doi:
10.1039/TF9514700591.

W. G. Barb, J. H. Baxendale, P. George, and K. R. Hargrave, “Reactions of ferrous
and ferric ions with hydrogen peroxide. Part I. - The ferrous ion reaction,”
Transactions of the Faraday Society, vol. 47, pp. 462-500, 1951, doi:
10.1039/TF9514700462.

S. Sakai, K. Moriyama, K. Taguchi, and K. Kawakami, “Hematin is an alternative
catalyst to horseradish peroxidase for in situ hydrogelation of polymers with
phenolic hydroxyl groups in vivo,” Biomacromolecules, vol. 11, no. 8, pp. 2179—

2183, Aug. 2010, doi: 10.1021/bm100623k.

J. A. Akkara, J. Wang, D. P. Yang, and K. E. Gonsalves, “Hematin-catalyzed
polymerization of phenol compounds,” Macromolecules, vol. 33, no. 7, pp. 2377—

2382, 2000, doi: 10.1021/ma9906534.

A. Cordoba, N. Alasino, M. Asteasuain, I. Magario, and M. L. Ferreira,

“Mechanistic evaluation of hematin action as a horseradish peroxidase biomimetic

250



| Capitulo VI — Decoloracion de soluciones modelo de RAS y NII

[75]

on the 4-aminoantipyrine/phenol oxidation reaction,” Chem Eng Sci, vol. 129, pp.

249-259, 2015, doi: 10.1016/j.ces.2015.02.031.

C. Cabrera, A. Cornaglia, A. Cérdoba, 1. Magario, and M. L. Ferreira, “Kinetic
modelling of the hematin catalysed decolourization of Orange II solutions,” Chem

Eng Sci, vol. 161, pp. 127-137, 2017, doi: 10.1016/j.ces.2016.11.049.

251



| Capitulo VII — Decoloracion de soluciones coloreadas en matriz de efluente simulado

Capitulo VII

Decoloracion de soluciones coloreadas en
matriz de efluente simulado

7.1. Introduccion

El tratamiento de los efluentes textiles es sumamente necesario para cumplir con las
normas legales de vertido y permitir la reutilizacion de los efluentes tratados para riego o
dentro de los procesos de la industria. Las eficiencias en la remociéon de colorantes
aplicando numerosos métodos de tratamiento se reportan generalmente sobre soluciones
acuosas coloreadas modelo (colorantes disueltos en agua corriente, agua desionizada,
agua destilada, entre otras). Si bien estos estudios son sumamente utiles a fines de
caracterizar los sistemas de tratamiento, no permiten lograr un entendimiento completo
del desempefio de los mismos en una matriz real, que contiene agentes reductores,

productos quimicos de acabado y otras sales auxiliares organicas e inorganicas.

En este contexto, es relevante la evaluacion de las tecnologias de remocion de
colorantes sobre efluentes textiles artificiales o simulados. Uno de los motivos principales
del uso de efluentes simulados en ensayos de investigacion es la ausencia fuentes locales
y permanentes de efluentes textiles reales. Otra razén, no menos importante, es la
necesidad de mantener una composicion constante del efluente no tratado con el fin de
realizar comparaciones validas entre sistemas de tratamiento o bajo diferentes

condiciones de reaccion [1], [2].

Los efluentes textiles sintéticos se preparan utilizando diferentes quimicos,
comunmente presentes en los efluentes textiles reales, en concentraciones especificas. Un
efluente residual textil tipico de estampado, tefiido y acabado, se caracteriza por presentar
valores de pH alcalinos, s6lidos en suspension entre 200 y 400 mg L', valores de DQO
entre 1500 y 2500 mg L™, presencia de color y valores de conductividad que varian entre

2 y 5 mS cm™ [3]. Existen reportes en la literatura sobre la preparacion de efluentes
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textiles simulados, presentando una amplia variedad de composiciones y concentraciones

correspondientes [2], [4], [5], [6], [7], [8], [9], [10], [11], [12], [13], [14], [15], [16].

Diversos autores han preparado efluentes textiles sintéticos, mezclando colorantes,
diferentes quimicos y nutrientes en solucidon acuosa. El objetivo principal es acercarse a
las caracteristicas de un efluente real, que contiene diversos quimicos y auxiliares que se
incorporan en los distintos pasos del proceso de manufactura textil. Yaseen y Scholz
(2019) han realizado una interesante revision bibliografica acerca de la composicion de
los efluentes textiles sintéticos que han sido tratados ya sea por métodos fisicos, quimicos

y biologicos [17].

Alaton (2002) estudio la eficiencia de ciertos POAs para el tratamiento de efluentes
simulados. Estas soluciones estaban compuestas por una mezcla de 5 colorantes y
diferentes auxiliares: acido acético (neutralizacion), cloruro de sodio (electrolito para la
agregacion de colorantes sobre el tejido), carbonato de sodio (buffer), hidréxido de sodio
(produce enlaces covalentes entre colorantes y el tejido), microdispersion de copolimeros
a base de poliéter (agente antiarrugas), mezcla de fésforo y copolimero acrilico (agente
secuestrante) y poliglicol éter de alquilfenol (detergente) en concentraciones similares a

las de un efluente real de una fabrica de textiles de algodon [18].

En el Capitulo VI se presento el estudio del sistema catalitico en remocién de RAS y
NII en soluciones individuales modelo. En este capitulo se presenta la aplicacion del
sistema catalitico en la remocion de soluciones mezcla de RAS y NII en soluciones
modelo y en un efluente simulado. En funcién de la literatura revisada se definid una
composicion para la preparacion de un efluente textil sintético. Se estudio la eficiencia
del sistema bajo estudio utilizando el so6lido multicatalitico sintetizado y H202 como
agente oxidante para el tratamiento del efluente artificial. Se analizaron efectos de las
concentraciones del agente oxidante, de los colorantes y del catalizador. Asimismo, se
evalud el retiso del catalizador tanto en un sistema modelo como en la matriz de efluente

simulado.

7.2.  Materiales y métodos

7.2.1. Reactivos

Acetato de sodio (CH3COONa), cloruro de magnesio hexahidratado (MgClz-6H20),
cloruro de calcio anhidro (CaCl2), cloruro de zinc (ZnCl2), sulfato de manganeso

monohidratado (MnSO4-H20), cloruro ctprico (CuCl2) y sulfato ferroso heptahidratado

253



| Capitulo VII — Decoloracion de soluciones coloreadas en matriz de efluente simulado

(FeSO4-7H20) fueron adquiridos en Cicarelli (Santa Fe, Buenos Aires). Cloruro de sodio
(NaCl), potasio fosfato dibasico anhidro (K2HPO4) e ioduro de potasio (KI) fueron
comprados en Anedra (Buenos Aires, Argentina). Sulfato de cobalto heptahidratado
(CoSO4-7H20) fue provisto por Timper (Buenos Aires, Argentina). Acido borico
(H3BOs3) fue comprado a Mallinckrodt (Phillipsburg, Estados Unidos). Molibdato de
sodio dihidratado 99,5% (Na2MoO4:2H20) se obtuvo de Alfa (Bogota, Colombia). RAS
y NII fueron provistos por Biopack (Buenos Aires, Argentina). Tris buffer fue obtenido
de Anedra (Buenos Aires, Argentina). El 4cido clorhidrico 36,5-38% fue provisto por
Cicarelli (Santa Fe, Argentina). Todos los reactivos fueron usados sin purificacion. El
agua destilada utilizada fue preparada en destilador propio del laboratorio del grupo de

Catalisis.

7.2.2. Composicion de la matriz de efluente simulado

La composicion y las concentraciones correspondientes de cada componente se
presentan en la Tabla 7.1. Se tom6 como base la propuesta presentada en el articulo de
revision publicado por Yaseen y Scholz (2019), en el cual se recopilan caracteristicas de
efluentes reales y los constituyentes reportados por diversos autores [17], y se adaptod

tanto la composicion como las concentraciones.

Diferentes compuestos como almidon [7], [9], glucosa [2], [4], [6], [7], [9], [10],
[12], [13], [14], [16], sacarosa [19], dextrina [19], 4cido acético [7], [17], [19] ¥
carboximetilcelulosa [7] son agregados en los efluentes simulados como fuente de
carbono y simulan agentes de encolado. Para los tratamientos biologicos, estas sustancias,
junto con medios de cultivo (que incluyen peptona, extracto de carne, levadura, agar,
cloruro de sodio) se incorporan para favorecer el crecimiento microbiano [2], [4], [5], [7],
[16]. La composicion propuesta por Yaseen y Scholz (2019) incluye nitrato de amonio
como fuente de nutrientes dado que se busca que el efluente sintético cumpla con los

requisitos para ser aplicado en sistemas de tratamiento biologico [17].

El benzoato de sodio (CéHsCOONa), otro de los componentes propuestos, se utiliza
generalmente para simular contaminantes aromaticos presentes en los efluentes textiles.
En el presente trabajo se prescindird del mismo, dado que se utilizaran los colorantes

(RAS y NII) como compuestos aromaticos y fuentes de carbono.

Las sales, como cloruro de sodio, carbonato de sodio, bicarbonato de sodio y fosfato

de sodio, cumplen la funcion principal de mejorar la fijacion entre los colorantes y el
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tejido. El cloruro de sodio es ampliamente reportado como componente de un efluente
textil simulado, presentdndose en el 72% de la bibliografia revisada. Los cloruros generan
la principal contribucion a los valores de conductividad de las aguas residuales. Algunos
valores de conductividad (en mS cm™) reportados en efluentes textiles artificiales son: 1
[8], 5,844 + 0,194 [13], 5 [2], 3 [16]. El valor de concentracion de NaCl en la matriz de
efluente propuesto es bajo respecto a otros valores reportados en la literatura, dado que la

composicion establecida contiene otros cloruros que aportan a la conductividad.

El carbonato de sodio y bicarbonato de sodio son compuestos también reportados en
la preparacion de aguas residuales textiles simuladas. Son utilizados como agentes de
fijacion [18] y como reguladores de pH. El hidroxido de sodio también se utiliza como
agente de hidrdlisis para controlar pH [7], [8], [19]. Considerando que se utilizard un
buffer y como agente de fijacion se selecciond el acetato de sodio, se prescindira de estos

componentes.

Sales inorgénicas como cloruros y sulfatos de calcio y magnesio, se utilizan como
fuentes de iones calcio y magnesio en efluentes artificiales para simular valores
determinados de dureza. En este trabajo se utilizara cloruro de calcio dihidratado [6], [9],
[14], [20], [21] y cloruro de magnesio hexahidratado [6], [15], [16], [17]. El &cido borico
se ha reportado como agente blanqueador [10] y ha sido utilizado como componente de

efluente textil simulado [4], [9], [14], [15], [16].

Como fuente de elementos traza, se incorporan sustancias como cloruro ferroso,
cloruro de zinc, cloruro de manganeso, cloruro de cobre, molibdato de sodio, cloruro de
cobalto e ioduro de potasio [17]. Estos seran afiadidos al efluente simulado en el presente
trabajo. También se reportan sulfato de zinc [2], [4], [5], [6], [9], [13], sulfato de magnesio
[4], 51,191, [10],[12],[20], [21], sulfato de cobre [2], [6], [9], [13], cloruro de manganeso
[9] y cloruro de calcio [4], [5], [12], [15], [16].

Se explorara el agregado de sulfato ferroso, considerando que podrian generarse
radicales sulfato (SO4*"). Los mismos tienen un valor alto de potencial de oxidacion y
pueden reaccionar efectivamente con compuestos organicos en un amplio rango de pH
(2-9) con alta selectividad hacia grupos donadores de electrones y elevado tiempo de vida
media [22]. Algunos otros componentes, que no se seleccionaron, son el acido sulfurico,
utilizado como agente neutralizante [7] y urea, utilizada principalmente en los procesos

de estampado de colorantes reactivos [20], [21].
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Tabla 7.1 — Composicion y concentraciones de una matriz de efluente simulado.

. Concentracion .
. Formula . . r Concentraciones
Sustancia quimica definida Funcién reportadas (mg L)
(mg L™
Fuente de carbono y
Acetato de agente de encolado.
sodio CH;COONa 204, Mgejora la fijacion de 2049 117]
los colorantes
Agente de fijacion
entre colorantes y 1121160 14]; 500 [7];
teiidos, utilizado 500 1500 817 [20]; 7
Cloruro de principalmente en ] i )
sodio NaCl 7 procesos de tefiido y [21]; 100 [23]; 1000 [9];
estampado 250 [11]; 500 [13]; 500
Tambié . [2]; 500 [15]; 400-500
ambién se utiliza
[16];
como agente de
desencolado.
Cloruro de Fuentedeion 3,4 [17] ;3,4 [6]; 50 [15];
magnesio MgCl, 6H,O 34 magnesio ’ ’5 6 [l 6]f ’
hexahidratado ’
4[17];4[6];4[20]; 4
Cloruro de . . [21]; 30 [9]; 22 [14].
calcio anhidro CaCl; 3,0 Fuente de fon calcio Corresponden a CaCl,
2H,0.
37 (K,HPO4:3H,0) [17];
. 1600 [4]; 37 [6]; 28 [20];
dfg;'“s‘lség g‘;shfﬁfo K,HPO4 37 - 28 [21]; 250 [9]; 37 [13];
37 [2]; 37 [14]; 56,2
[15]; 56,2 [16]
150 [17]; 2000 [4]; 1 [9];
Acido borico H;BO; 0,15 Agente blanqueador 0,35[14];0,5[15]; 0,5
[16];
. Fuente de elementos 120 [17]; 0,1 [12]; 0,05
Cloruro de zinc ZnCl, 0,12 traza [141: 5 [15]: 5 [16];
120 (MnCl,-4H,0 ) [17];
Sulfato de Fuente de elementos 0,5 MnCl,-4H,0 ) [14];
manganeso MnSO4 H,O 0,10 traza 5 MnCl,-4H,0) [15]; 5
monohidratado (MnCl,-4H,0) [16];
0,0005 MnCly) [9]
30[17]; 0,038 [14]; 5
Cloruro ciiprico CuCl, 0.02 Fuente de elementos [15]; 5 [16].
traza Corresponden a
CuCl,-2H,0.
150 (CoCl,'6H,0) [17];
Sulfato de Fuente de elementos 11[j ]~,51 (((jj 081] 2~ 66:28 )
cobalto CoS0; 7TH,0 1.8 o, [14]; 5 (CoCL-6H:0)
heptahidratado [15]; 5 [16]; 0,5457
(CoCly) [6]; 0,1 (CoCly)
[12]
MOlibd?tO de NaxMoO4 Fuente de elementos 60 (Na:MoO,) [17]; 250
. godlo 2H,0 0,07 traza [4];215]; 2
dihidratado (Na;MoO4-2H,0) [16]
loduro de KI 0,03 Agente de acabado 30 [17]
potasio
Sulfato ferroso Fuente de elementos 5,92 [6]; 50 [9]; 5,92
heptahidratado | c> 04 7H20 3,92 traza [13]: 5.92 [2]
Colorantes RAS 5a50mgL'de  Utilizados en etapa
NII cada colorante de tefiido/estampado
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En primer lugar se prepararon soluciones madre de 4cido bérico (156,00 mg L),
cloruro de zinc (376,00 mg L), sulfato de manganeso monohidratado (114,00 mg L),
cloruro ctiprico (25,00 mg L), molibdato de sodio dihidratado (76,42 mg L) e ioduro
de potasio (30,80 mg L"). En 100 mL de agua destilada se agregé el volumen
correspondiente de cada solucion madre y las masas correspondientes del resto de los
componentes del efluente simulado propuesto. Se mantuvo bajo agitacion magnética
hasta disolucion total. Luego se llevé a 250 mL. Se obtuvieron concentraciones tales que,
al agregar 1,25 mL de la solucion matriz de efluente simulado en el volumen de reaccion

(4 mL), se alcancen las concentraciones reportadas en Tabla 7.1.

7.2.3. Caracterizacion de soluciones mezcla de colorantes en matriz de efluente
simulado

Se caracterizaron, mediante espectroscopia UV-Vis, las soluciones mezcla de

colorantes en buffer Tris-HCl pH 9,4. Las proporciones de colorantes estudiadas se

presentan en la Tabla 7.2. Se analizaron ademas, soluciones iniciales y finales (6 h) de las

mezclas de colorantes para todas las proporciones en la matriz del efluente simulado (pH

9,4 en buffer Tris-HCI; 30 °C; agitacion magnética 200 rpm).

Tabla 7.2 — Concentraciones y proporciones de colorantes a explorar en solucion.

Solucién [RAS] [NII] Proporcién
(mg L) (mg L) RAS:NII
A > 5 50:50
B 5 27,5 15:85
C 27,5 5 85:15
P 27,5 50 35:65
N >0 275 65:35
F > 50 9:91
“ >0 5 91:9

7.2.4. Diseio experimental Box Behnken

Las técnicas de analisis multivariado son frecuentemente aplicadas en la
optimizacion de métodos analiticos considerando sus ventajas tales como reduccion en el
nimero de experimentos requeridos, menor consumo de reactivos y considerablemente
menor trabajo de laboratorio. Particularmente, los disefios Box-Behnken suelen tener

menos puntos de disefio que los disefios compuestos centrales, por lo que son menos
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costosos de ejecutar con la misma cantidad de factores experimentales. Fueron creados
por George E. P. Box y Donald Behnken en 1960. Los disefios Box-Behnken siempre
tienen 3 niveles por factor, a diferencia de los disefios compuestos centrales que pueden
tener hasta 5. Ademas, a diferencia de los disefios compuestos centrales, los disefios Box-
Behnken nunca incluyen corridas donde todos los factores estan en su configuracion
extrema, ni en todos los niveles bajos.

Se utiliz6 el software Design Expert 10 para la creacion y analisis del disefio
experimental Box-Behnken. Los factores experimentales seleccionados se detallan en la

Tabla 7.3. Todas las corridas del disefio experimental se encuentran en la Tabla 7.4.

Tabla 7.3 - Factores experimentales y niveles para cada uno de ellos.

Factor Niveles
Unidad
experimental - 0 +
[H20:] mM 0,5 2,75 5
Catalizador ! mg 42,0 102,1 162,2
[RAS] mg L 5 27,5 50
[NII] mg L 5 27,5 50

Nota: ' El volumen de reaccion fue de 4 mL, por lo que las concentraciones del catalizador
(en peso seco) exploradas corresponden a 10,5, 25,5y 40,6 g L.
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Tabla 7.4 — Corridas del disefio experimental Box Behnken (volumen 4 mL; 30 °C; pH 9,4 en
buffer Tris-HCI; 200 rpm; 6 h).

Corridas H;0; (mM) Catalizador (mg) RAS (mg L) NII (mg L)

1 2,75 102,1 27,5 27,5
2 0,5 102,1 27,5 50
3 2,75 102,1 27,5 27,5
4 2,75 102,1 27,5 27,5
5 2,75 102,1 50 5
6 0,5 102,1 50 27,5
7 5 162,2 27,5 27,5
8 0,5 162,2 27,5 27,5
9 5 102,1 27,5 50
10 2,75 162,2 27,5 50
11 2,75 102,1 5 5
12 0,5 102,1 5 27,5
13 2,75 102,1 5 50
14 2,75 42,0 50 27,5
15 2,75 162,2 50 27,5
16 5 102,1 5 27,5
17 2,75 102,1 27,5 27,5
18 2,75 42,0 27,5 50
19 2,75 42,0 5 27,5
20 2,75 102,1 50 50
21 5 102,1 27,5 5
22 0,5 102,1 27,5 5
23 5 42,0 27,5 27,5
24 2,75 42,0 27,5 5
25 2,75 162,2 27,5 5
26 5 102,1 50 27,5
27 0,5 42,0 27,5 27,5
28 2,75 162,2 5 27,5
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Las reacciones se llevaron a cabo en viales de vidrio tapados, con una malla de fibra
de vidrio que evitd el contacto del catalizador con la barra magnética. Se colocd la masa
correspondiente de catalizador y se agreg6 la solucion inicial de reaccion inmediatamente
luego de prepararla. La misma (4 mL) estuvo compuesta de los colorantes, la matriz de
efluente simulado y H202 en buffer Tris-HCl pH 9,4. Las concentraciones de los
componentes que simulan un efluente textil se mantuvieron constantes en todas las
reacciones, mientras que las concentraciones de catalizador, de los colorantes y del agente
oxidante variaron en funcion del disefio experimental. La reaccion inicid al colocar la
solucioén inicial en el vial que contenia el catalizador. La concentracion de la solucion

madre utilizada de H202 se verifico mediante permanganometria.

Las variables de respuesta utilizadas se clasificaron en dos grupos de acuerdo al

método de calculo.

o Directas. Calculadas a partir de valores de absorbancia en picos especificos de los
espectros de absorcion UV-Vis correspondientes a las soluciones iniciales y a 6 h
de reaccion.

= Variacién de absorbancia en pico principal (localizado entre 486 y 509 nm
en funcion de la concentracion y proporcion inicial de los colorantes)

calculada segun Ecuacién 7.1.

Ecuacién 7.1 — Célculo de la variacidon de absorbancia en el pico principal (entre 486-509 nm).

AAbspico principal = Abs0 en pico principal — Absﬁhen pico principal
=  Variacién de absorbancia del pico a 262 nm (cuyo principal aporte
corresponde a la estructura antraquinonica del RAS) calculada seglin

Ecuacion 7.2.

Ecuacion 7.2 — Calculo de la variacion de absorbancia en el pico localizado a 262 nm.

AAbS, 262 nm = AbSg 4262 nm — AbSgha 262 nm

Las variaciones de absorbancia deben entenderse como una disminucion de las
mismas, considerando que en todas las reacciones realizadas las absorbancias
tanto en el pico principal como en el pico a 262 nm disminuyen.

o Indirectas. Calculadas a partir de la absorbancia inicial de cada colorante en la
solucion de reaccion (determinada a partir de la concentracion inicial conocida de

cada colorante y sus curvas de calibrado a pH 9,4 reportadas en el Capitulo III) y
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la absorbancia final obtenida mediante la deconvolucién de los espectros de
absorcion UV-Vis a 6 h de reaccion.

» Remocion de RAS (mg L) calculada segun Ecuacion 7.3.

Ecuacion 7.3 — Calculo de la remocion de RAS (mg L™).

(Absg ras — Absg h ras)

Remocién RAS (mg L™1) =
Absg ras

* [RAS],

» Remocion de NII (mg L) calculada segtin Ecuacién 7.4.

Ecuacion 7.4 — Calculo de la remocion de NII (mg L™).

(Absg Nij — Absg b Ni1)
Absg iy

Remocién de NII (mg L™1) = * [NII]

Las deconvoluciones se realizaron utilizando el software Origin Pro 2018. Se

tuvieron las siguientes consideraciones:

(a) Las longitudes de onda caracteristicas de absorcion de cada colorante fueron
conocidas mediante caracterizacion UV-Vis de los colorantes en solucion
(Capitulo III).

(b) Se utilizo linea de base constante para realizar todas las deconvoluciones.

(c) Seidentificd, en el Capitulo VI, que el sistema bajo estudio tiene mayor capacidad

de remocion de RAS que de NIIL

Se obtuvieron estadisticamente los modelos que ajustan a los datos experimentales a
través del test ANOVA. El objetivo fue verificar que los datos experimentales expliquen
las respuestas, para luego encontrar los valores de los factores experimentales que
maximicen la remocion de los colorantes en términos de las variables de respuestas
definidas. Se identificaron los parametros oOptimos de reaccion maximizando las 4
variables de respuesta. Bajo estos valores de los factores experimentales, se realizé una
reaccion de validacion experimental de las variables de respuesta directas arrojados por
el modelo. Se utilizo catalizador del mismo batch empleado para el disefio experimental

y un batch de sintesis diferente.

7.2.5. Efectos del pH, temperatura y agitacion
Los ensayos adicionales para evaluar el efecto del pH, la temperatura y el método de
agitacion se presentan en la Tabla 7.5. Se realizaron las reacciones de remocion de RAS

y NII en la matriz del efluente simulado con el catalizador y H202 como agente oxidante
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en agua destilada (sin control de pH). Se realizaron a 30 °C a fin de comparar con los
resultados obtenidos previamente. Se estudié ademas el efecto del aumento de la

temperatura (a 40 y 50 °C) en la reaccion realizada en agua destilada.

Con el fin de evaluar el efecto de la matriz de efluente simulado, se realizaron
reacciones de remocion de RAS, NII y RAS/NII en soluciones modelo (sin matriz de

efluente simulado).

Tabla 7.5 — Reacciones realizadas para evaluar el efecto de la agitacion ([H20:] = 2,75 mM,;
volumen de reaccion = 4 mL; Matriz de efluente simulado (MEF) = 1,25 en 4 mL de reaccion; 6
h). La composicion de la matriz de efluente simulado se presento anteriormente.

[catalizador] [RAS] [NII] Medio pH T €C) Agitacion

(g/L) (mg/L) (mg/L) (rpm)
1 25,6 50 50 MEF 9,4 30 2002
2 40,6 50 50 MEF 9,4 30 2002
3 40,6 50 50 MEF 7,6 30 2002
4 40,6 50 50 MEF 7,6 40 200 ®
5 40,6 50 50 MEF 7,6 50 2002
6 40,6 50 50 MEF 9,4 30 200°
7 40,6 50 - MOD 9,4 30 200°
8 40,6 - 50 MOD 9,4 30 200"
9 40,6 50 50 MOD 9,4 30 200°
10 - 50 50 MEF 9,4 30 200°

Nota: * agitacion con barra y placa magnética y control de temperatura con bafio termostatizado.
® agitacion y control de la temperatura en shaker.

7.2.6. Retso

El catalizador utilizado en la decoloracion de soluciones mezcla de RAS y NII, en
matriz de efluente simulado y en sistema modelo, se aplicé en varios ciclos de retiso. Las
condiciones de reaccion fueron [RAS] = 50 mg L!; [NII] = 50 mg L!; [H202] = 2,75
mM,; [catalizador] = 40,6 g L™ (1a masa corresponde a peso seco); pH 9,4 en buffer Tris-

HCI; volumen de reaccion = 8 mL; agitacion 200 rpm en shaker.

Se realizaron 5 y 4 ciclos de retso para el catalizador aplicado en sistema simulado
y modelo, respectivamente. Luego de cada reaccion, las esferas se retiraron, se lavaron
con 30 mL de agua destilada y se almacenaron en 5 mL de agua destilada por 12 h hasta

el ciclo posterior.
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7.3. Resultados

7.3.1. Soluciones mezcla de colorantes

Se estudiaron los espectros de absorcion UV-Vis de soluciones mezcla de colorantes
(RAS y NII) en las proporciones definidas (Figura 7.1 a-g). Se verifico que el espectro de
las soluciones mezcla de los colorantes representan la suma de las absorbancias de las

soluciones individuales (la maxima diferencia encontrada fue del 5%).

En funcidn de los espectros de las soluciones mezcla de colorantes se definieron dos
bandas caracteristicas: a 262 nm (con principal aporte de RAS) y la banda principal
presente entre 486 y 509 nm. La longitud de onda de absorbancia maxima de la banda
principal vari6 en funcion de las proporciones de cada colorante. Se encontrd mas cerca
de 486 nm cuando NII era el colorante predominante y mas cerca de 509 nm cuando RAS
estaba en mayor proporcion. En el material suplementario del articulo de Nicolas et al.
(2021) se reportan como maximos de absorbancia en 260 nm y 490 nm para soluciones

mezcla de RAS y NII (62,5 mg L' de cada colorante, proporcién 50:50) ([24]).
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8
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Figura 7.1 — Espectros de absorcion UV-Vis de soluciones mezcla de RAS:NII en proporciones:
(a) 50:50 (sin dilucion); (b) 85:15; (c) 15:85; (d) 35:65; (e) 65:35; (f) 9:91; (g) 91:9.

Las concentraciones experimentales de la matriz de efluente simulado se presentan

en la Tabla 7.6.

Tabla 7.6 - Concentraciones experimentales obtenidas en la matriz de efluente simulado.

Concentracion en Concentracion en reaccion al ex frl;r(l):n tal
. solucion madre de la tomar 1,25 mL de solucién P
Sustancia . 1 respecto a
matriz de efluente madre y llevar a 5 mL concentracién
simulado (mg L) (mg L) o
esperada (%)
Acetato de sodio 819,72 204,93 0,01
Cloruro de sodio 28,32 7,08 1,14
Cloruro de
magnesio 14,28 3,57 5,00
hexahidrato
Cloruro QG calcio 12,52 3.13 3.64
anhidro
Potasio fosfato
dibésico anhidro 149,04 37,26 0,70
Acido bérico 0,59 0,15 1,20
Cloruro de zinc 0,48 0,12 0,27
Sulfato de
manganeso 0,41 0,10 0,12
monohidrato
Cloruro cuprico 0,10 0,02 0,38
Sulfato de cobalto
heptahidrato 7,08 L77 0,13
Molibdato de
sodio dihidrato 0,28 0.07 244
Ioduro de potasio 0,12 0,03 2,47
Sulfato ferroso 24.12 6.03 1.86

heptahidrato
Nota: ' Se prepararon 5 mL, de los cuales 1 mL se utilizé para analisis por espectroscopia UV-
Vis y los 4 mL restantes corresponden al volumen de reaccion.
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Los espectros de absorcion UV-Vis, iniciales y a 6 h, de las soluciones mezcla de
colorantes en las proporciones RAS:NII estudiadas y la matriz de efluente simulado con
las concentraciones en reaccion, permiten establecer que no hay interferencias entre los
componentes seleccionados para simular un efluente textil y los colorantes, en ausencia

de H20: y el catalizador (Figura 7.2).
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Figura 7.2 — Espectros de absorcion UV-Vis de soluciones con mezcla de colorantes y matriz de
efluente simulado a tiempo inicial y a 6 h para las proporciones de RAS:NII iguales a: (a) 50:50;
(b) 15:85; (c) 85:15; (d) 35:65; (e) 65:35; (f) 9:91; (g) 91:9 (pH 9,4; 30 °C; agitacion 200 rpm).

7.3.2. Decoloracion de soluciones RAS:NII en matriz de efluente simulado

La Tabla 7.7 muestra la matriz del disefio experimental junto con los valores
obtenidos para las respuestas seleccionadas: (I) variacion de la absorbancia a 262 nm; (II)
variacion de la absorbancia en el pico principal (localizado entre 486 y 509 nm, en funcion
de la concentracion y proporcion de los colorantes en solucion); (III) remocion de RAS

(mg L1); y (IV) remocién de NII (mg L).
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Tabla 7.7 — Resultados obtenidos para las variables de respuestas correspondientes a cada corrida
del disefio experimental Box Behnken (pH 9.,4; 30 °C; agitaciéon magnética 200 rpm; 6 h).

(1))
Corrida (anl(\)/[z) Catgllilza)ldor (HI}AE 1) (mNIE_,) AA({))S a AAli)csoen E“Iellil)ol:i?ii lf:n\g)\lililo
g g g 262 nm ;’pal' (mg L) (mg L)
1 2,75 102,1 27,5 27,5 0,305 0,154 23,51 13,10
2 0,5 102,1 27,5 50 0216 0,169 20,46 16,69
3 2,75 102,1 27,5 27,5 0,287 0,151 22,54 13,48
4 2,75 102,1 27,5 27,5 0,285 0,143 22,65 13,44
5 2,75 102,1 50 5 0,469 0,126 32,66 3,43
6 0,5 102,1 50 27,5 0,459 0,168 38,79 9,45
7 5 162,2 27,5 27,5 0,307 0,186 26,11 15,53
8 0,5 162,2 27,5 27,5 0,348 0,176 24,50 14,44
9 5 102,1 27,5 50 0319 0226 22,89 23,89
10 2,75 162,2 27,5 50 0,313 0,254 22,65 26,37
11 2,75 102,1 5 5 0,032 0,033 491 3,03
12 0,5 102,1 5 27,5 0,049 0,083 2,76 15,12
13 2,75 102,1 5 50 0,091 0,181 3,45 26,12
14 2,75 42,0 50 27,5 0,423 0,131 34,36 9,67
15 2,75 162,2 50 27,5 0,523 0,222 41,94 14,40
16 5 102,1 5 27,5 0,058 0,118 3,79 14,92
17 2,75 102,1 27,5 27,5 0,313 0,161 23,69 12,93
18 2,75 42,0 27,5 50 0,272 0,151 23,12 14,85
19 2,75 42,0 5 27,5 0,063 0,079 4,17 9,79
20 2,75 102,1 50 50 0,5 0,226 40,66 20,68
21 5 102,1 27,5 5 0,263 0,083 25,11 2,13
22 0,5 102,1 27,5 5 0,26 0,08 20,84 2,56
23 5 42,0 27,5 27,5 0,24 0,124 18,96 7,42
24 2,75 42,0 27,5 5 0,222 0,067 21,83 2,30
25 2,75 162,2 27,5 5 0,282 0,095 25,01 3,79
26 5 102,1 50 27,5 0,491 0,197 39,49 12,76
27 0,5 42,0 27,5 27,5 0,188 0,076 14,93 7,37
28 2,75 162,2 5 27,5 0,073 0,128 433 15,75

Nota: Desvio porcentual calculado con las cuatro réplicas para cada variable de respuesta: (I)
4,6%; (11) 4,9%; (I11) 2,5%; (IV) 2,0%.

Enla Figura 7.3 se presentan los resultados de cuatro deconvoluciones realizadas, a
modo de ejemplo. Las bandas asignadas a NII y RAS se presentan en color naranja y
violeta, respectivamente. Se asignaron las bandas a cada colorante, considerando las
longitudes de onda de absorcion caracteristica de cada uno de ellos y conociendo que,

para el sistema analizado, el colorante NII es recalcitrante respecto a RAS.
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Las deconvoluciones de las reacciones 3 y 27 corresponden a réplicas. Las
diferencias en los valores de absorbancia se deben a que la solucion de la reaccion 3 se
analizo por espectroscopia UV-Vis sin dilucidon, mientras que la solucion de la reaccion

27 se analiz6 con una dilucion 0,7 mL en 5 mL.
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Figura 7.3 — Deconvoluciones realizadas para reacciones 3, 27, 9 y 23 del disefio experimental.

Se presenta a continuacion el analisis de cada variable de respuesta. El objetivo del

analisis estadistico de los datos fue encontrar un modelo que ajuste a los datos

experimentales obtenidos y confirmar el valor arrojado por el modelo bajo valores

optimizados de los factores experimentales mediante ensayos. Luego, con la informacién
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obtenida, se realizaron ensayos adicionales utilizando los valores éptimos de los factores

experimentales.

7.3.2.1.Variable de respuesta directa I: Variacion de la absorbancia a 262 nm

El ajuste de los datos a varios modelos y su posterior ANOVA indicaron que el
proceso multicatalitico estudiado se describe adecuadamente con un modelo cuadratico
reducido. El analisis ANOVA para el modelo se muestra en la Tabla 7.8 . Mediante una
prueba F se evalu¢ la falta de ajuste (variacion de los datos en torno al modelo ajustado).
El modelo no mostr6 falta de ajuste a un nivel de significacion del 95%. El valor F del
modelo (120,92) con un valor p inferior a 0,0001 implic6 que el modelo es
estadisticamente significativo al nivel de confianza del 95%. Un coeficiente de
determinacion elevado (R? = 0,9898) también demostrd la idoneidad del modelo para
representar la relacion real entre los pardmetros. El valor de "Pred R*" de 0,9525 coincide
razonablemente con la "Adj R?" de 0,9816, con una diferencia inferior a 0,2.
Adicionalmente, el pardmetro "Adeq Precision" mide la relacion sefial/ruido. Una
relacion superior a 4 es deseable, por lo que el valor obtenido de 37,099 indica una sefial

adecuada.

La significacion de cada término del modelo se determind mediante el test de la
hipétesis nula. En este caso, A, B, C, D, AB, AD, BC y A? fueron términos significativos.
El modelo desarrollado fue entonces usado para analizar el efecto de los parametros de
reaccion seleccionados como factores experimentales en la disminucion de la absorbancia
en el pico localizado a 262 nm, cuyo aporte principal se debe al colorante antraquinonico

(RAS).
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Tabla 7.8 - ANOVA para el modelo cuadratico reducido de superficie de respuesta - Tabla de
analisis de varianza [Suma parcial de cuadrados - Tipo III].

Fuente Suma de d.f.' Cuadrado F Value p-value
cuadrados medio Prob > F
Modelo 0,55 12 0,046 120,92 <0.0001  Significativo
A-[H20] 2,080E-003 1 2,080E-003 5,48 0,0335
B-Catalizador 0,016 1 0,016 42,10 <0.0001
C-[RAS] 0,52 1 0,52 1370,36 < 0.0001
D-[NII] 2,791E-003 1 2,791E-003 7,35 0,0161
AB 2,162E-003 1 2,162E-003 5,69 0,0306
AC 1,323E-004 1 1,323E-004 0,35 0,5639
AD 2,500E-003 1 2,500E-003 6,58 0,0215
BC 2,025E-003 1 2,025E-003 5,33 0,0356
A? 1,989E-003 1 1,989E-003 5,24 0,0370
B? 7,538E-004 1 7,538E-004 1,98 0,1793
c? 1,190E-003 1 1,190E-003 3,13 0,0970
D? 1,027E-003 1 1,027E-003 2,70 0,1209
Residual 5,696E-003 15 3,798E-004
Falta de ajuste  5,133E-003 12 4,278E-004 2,28 0,2705 No significativo
Error puro 5,630E-004 3 1,877E-004
Cor Total 0,56 27

Notas: Los términos del modelo resaltados en negrita fueron significativos. ' d.f.: grados de
libertad, corresponde a sus siglas en inglés por degrees of freedom.

En la Figura 7.4 se presentan las herramientas estadisticas de diagnostico.
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Figura 7.4 - Herramientas estadisticas de diagnostico obtenidas para variable de respuesta
variacion de la absorbancia a 262 nm.

La Figura 7.5 muestra los efectos de cada factor experimental sobre la variacion de

la absorbancia a 262 nm respecto al punto central (referencia). Los puntos de referencia

son: (A) [H202] = 2,75 mM; (B) masa de catalizador = 102,1 mg; (C) [RAS] = 27,5 mg

L!; y (D) [NII]=27,5mg L. Los factores experimentales tienen un efecto positivo sobre

la disminucién de la absorbancia a 262 nm con diferentes pendientes. Un aumento de la

[H202], la [NII] y la masa del catalizador conducen a un aumento de la variacion de la

absorbancia luego del punto de referencia con un ligero gradiente, mientras que un

aumento en la [RAS] tiene un efecto acentuado dado que implica un aumento en variacién

de la absorbancia con una pendiente pronunciada.
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Figura 7.5 - Desviacion del punto de referencia. A: [H,O»]; B: Masa de catalizador; C: [RAS]; D:
[NII] para variacion de la absorbancia a 262 nm.

Los efectos de las interacciones entre los factores experimentales sobre la variacion

de la absorbancia a 262 nm se presentan en la Figura 7.6.
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Figura 7.6 — Efectos de las interacciones entre factores experimentales sobre la variable de
respuesta directa [: variacion de la absorbancia a 262 nm.

278



| Capitulo VII — Decoloracion de soluciones coloreadas en matriz de efluente simulado

7.3.2.2.Variable de respuesta directa II: Variacion de la absorbancia en pico
principal

La segunda variable de respuesta directa corresponde a la variacion de la absorbancia
en la banda principal del espectro (entre 486 y 509 nm). El ajuste de los datos a varios
modelos y su posterior ANOVA indicaron que el proceso multicatalitico estudiado se
describe adecuadamente con un modelo cuadratico. El analisis ANOVA para el modelo
se muestra en la Tabla 7.9. Mediante una prueba F se evalu¢ la falta de ajuste (variacion
de los datos en torno al modelo ajustado). El modelo no mostré falta de ajuste a un nivel
de significacion del 95%. El valor F del modelo (176,28) con un valor p inferior a 0,0001
implico que el modelo es estadisticamente significativo al nivel de confianza del 95%.
Un coeficiente de determinacion elevado (R? = 0,9948) también demostr6 que el modelo
es adecuado para representar la relacion real entre los pardmetros. El valor de "Pred R?"
de 0,9778 coincide razonablemente con la "Adj R?" de 0,9891, con una diferencia inferior
a 0,2. Adicionalmente, el parametro "Adeq Precision" mide la relacion sefial/ruido. Una
relacion superior a 4 es deseable, por lo que el valor obtenido de 52,955 indica una sefal

adecuada. Este modelo puede utilizarse para navegar por el espacio de disefio.

La significacion de cada término del modelo se determindé mediante el test de la
hipétesis nula. En este caso, A, B, C, D, AB, AD, BC, BD, CD, A?, B>, C* y D? fueron
los términos significativos del modelo. El modelo desarrollado fue entonces usado para
estudiar el efecto de los parametros de reaccion seleccionados como factores
experimentales en la disminucion de la absorbancia en el pico principal en los espectros,

que contiene tanto el aporte de NII en 484 nm como de RAS en 527 nm.
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Tabla 7.9 - ANOVA para el modelo cuadratico de superficie de respuesta - Tabla de analisis de
varianza [Suma parcial de cuadrados - Tipo III].

Fuente Suma de d.f. Cuadrado F p-value Prob
cuadrados medio Value >F
Modelo 0,083 14 5,903E-003 176,28 <0.0001 Significativo
A-[H20:] 2,760E-003 1 2,760E-003 82,43 < 0.0001
B-Catalizador 0,016 1 0,016 466,57 <0.0001
C-[RAS] 0,017 1 0,017 499,45 < 0.0001
D-[NII] 0,044 1 0,044 1300,82 < 0.0001
AB 3,610E-004 1 3,610E-004 10,78 0,0059
AC 9,000E-006 1 9,000E-006 0,27 0,6129
AD 7,290E-004 1 7,290E-004 21,77 0,0004
BC 4,410E-004 1 4,410E-004 13,17 0,0031
BD 1,406E-003 1 1,406E-003 41,99 < 0.0001
CD 5,760E-004 1 5,760E-004 17,20 0,0011
A? 2,282E-004 1 2,282E-004 6,81 0,0216
B? 2,013E-004 1 2,013E-004 6,01 0,0291
C? 1,760E-004 1 1,760E-004 5,26 0,0392
D? 1,843E-004 1 1,843E-004 5,50 0,0355
Residual 4,353E-004 13 3,349E-005
Falta de ajuste 2,686E-004 10 2,686E-005 0,48 0,8320 No
significativo
Error puro 1,668E-004 3 5,558E-005
Cor Total 0,083 27

Notas: Los términos del modelo resaltados en negrita fueron significativos.

En la Figura 7.7 siguiente se presentan las herramientas de diagndstico.
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Figura 7.7 - Herramientas estadisticas de diagnostico obtenidas para variable de respuesta
variacion de la absorbancia en pico principal.

La Figura 7.8 muestra los efectos de cada factor experimental sobre la variacion de
la absorbancia en el pico principal respecto al punto central (referencia). Los puntos de
referencia son: (A) [H202] =2,75 mM; (B) masa de catalizador = 102,1 mg; (C) [RAS]
=27,5mg L'; y (D) [NII] = 27,5 mg L. Los factores experimentales tienen un efecto
positivo sobre la disminucién de la absorbancia en el pico principal con diferentes
pendientes. La [H202] conduce a un aumento de la variacion de la absorbancia luego del
punto de referencia con un ligero gradiente, un aumento en la [RAS] y en la masa del
catalizador tienen una pendiente superior, mientras que la [NII] presenta una pendiente

pronunciada.
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Figura 7.8 - Desviacion del punto de referencia. A: [H,O:]; B: Masa de catalizador; C: [RAS]; D:
[NII] para variacion de la absorbancia en pico principal.

Los efectos de las interacciones entre factores experimentales sobre la variacion de

la absorbancia en el pico principal se presentan en la Figura 7.9.
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Variacién de la abs en pico principal
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Figura 7.9 - Efectos de las interacciones entre factores experimentales sobre la variable de
respuesta directa II: variacion de la absorbancia en pico principal.

7.3.2.3.Variable de respuesta indirecta I: Remocion de RAS

Los datos experimentales obtenidos para la remocién de RAS se ajustan
adecuadamente a un modelo cuadratico. El analisis ANOVA para el modelo se muestra
en la Tabla 7.10. Mediante una prueba F se evaluo la falta de ajuste (variacion de los datos
en torno al modelo ajustado). El modelo mostro falta de ajuste a un nivel de significacion

del 95%. Esto se asocid a que los resultados de deconvolucidon presentan errores muy
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bajos en las réplicas, por lo que el software detecta una variabilidad inusualmente baja.
Aunque el modelo predicho se ajusta bien a los puntos del modelo (proporcionando un
ajuste significativo), las diferencias entre los puntos de datos reales son sustancialmente
mayores que las diferencias entre los puntos centrales. Considerando que las
deconvoluciones fueron realizadas aportando datos al software sobre la longitud de onda
de absorcion de los colorantes y las remociones aproximadas que podrian encontrarse,
tiene sentido que las réplicas tengan escasa diferencia, por lo que el modelo fue utilizado
pese a que presentd una falta de ajuste significativa. El valor F del modelo (90,81) con un
valor p inferior a 0,0001 implic6é que el modelo es estadisticamente significativo al nivel
de confianza del 95%. Un coeficiente de determinacién elevado (R? = 0,9899) también
demostré que el modelo es adecuado para representar la relacion real entre los parametros.
El valor de "Pred R?" de 0,9425 coincide razonablemente con la "Adj R?" de 0,9790, con
una diferencia inferior a 0,2. Adicionalmente, el parametro "Adeq Precision" mide la
relacion sefial/ruido. Una relacion superior a 4 es deseable, por lo que el valor obtenido

de 31,277 indica una senal adecuada.

El test de la hipotesis nula arrojo que los términos A, B, C, CD y C? fueron
significativos para el modelo. Este fue utilizado para estudiar el efecto de los parametros
de reaccion seleccionados como factores experimentales en la remocién (mg L) del

colorante antraquinénico RAS.
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Tabla 7.10 - ANOVA para el modelo cuadratico de superficie de respuesta - Tabla de analisis de
varianza [Suma parcial de cuadrados - Tipo III].

Fuente cigngss d.f. Cuadrado medio F Value IPr- :Sl:eF
Modelo 57,08 14 4,08 90,81 <0.0001 significativo
A-[H:202] 0,24 1 0,24 5,35 0,0377
B-Catalizador 0,64 1 0,64 14,30 0,0023
C-[RAS] 52,64 1 52,64 1172,59 <0.0001
D-[NII] 4,144E-004 1 4,144E-004 9,231E-003 0,9249
AB 0,027 1 0,027 0,61 0,4491
AC 0,013 1 0,013 0,29 0,5981
AD 8,581E-003 1 8,581E-003 0,19 0,6692
BC 0,083 1 0,083 1,86 0,1959
BD 0,036 1 0,036 0,79 0,3889
CD 0,26 1 0,26 5,78 0,0318
A? 0,092 1 0,092 2,05 0,1759
B? 8,101E-003 1 8,101E-003 0,18 0,6779
C? 2,86 1 2,86 63,74 <0.0001
D? 2,259E-005 1 2,259E-005 5,031E-004 0,9824
Residual 0,58 13 0,045
Falta de ajuste 0,57 10 0,057 15,32 0,0229 significativo
Error puro 0,011 3 3,736E-003
Cor Total 57,66 27

Notas: Los términos del modelo resaltados en negrita fueron significativos.

En la Figura 7.10 se presentan las herramientas estadisticas de diagnostico.

286



| Capitulo VII — Decoloracion de soluciones coloreadas en matriz de efluente simulado

Normal % Probability

Normal Plot of Residuals

70 2

-300 -2,00 1,00 0,00 100

Externally Studentized Residuals

Residuals vs. Predicted

200

Predicted

390248

2,00

Predicted vs. Actual

Actual

Residuals vs. Run

2,00 |

A

PR

Externally Studentized Residuals

, ““{W

-39048

-200 o

Externally Studentized Residuals

-309245

1 10 19 28

" Run Number
Predicted

Figura 7.10 - Herramientas estadisticas de diagnostico obtenidas para variable de respuesta
remocion de RAS (mg L™1).

La Figura 7.11 muestra los efectos de cada factor experimental sobre la remocion de
RAS (mg L) respecto al punto central (referencia). Los puntos de referencia son: (A)
[H202] = 2,75 mM; (B) masa de catalizador = 102,1 mg; (C) [RAS]=27,5mgL"';y (D)
[NII] = 27,5 mg L'!. Como era de esperar, la concentracion de RAS tiene un efecto
positivo pronunciado sobre su remocion. Un aumento de la [H202] y de la masa del
catalizador conducen a un aumento en la remocion de RAS con un ligero gradiente,
mientras que la [NII] no tiene un impacto notorio en la remocion del colorante

antraquinonico.
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Figura 7.11 - Desviacion del punto de referencia. A: [H,O-]; B: Masa de catalizador; C: [RAS];
D: [NII] para variacion de la absorbancia a 262 nm.

Los efectos de las interacciones entre factores experimentales sobre la remocion de

RAS se presentan en la Figura 7.12.
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Figura 7.12 — Efectos de las interacciones entre factores experimentales sobre la variable de
respuesta indirecta remocion de RAS (mg L™).

7.3.2.4.Variable de respuesta indirecta II: Remocion de NII

El andlisis ANOVA indic6 que la remocion de NII mediante el proceso
multicatalitico estudiado se describe adecuadamente con un modelo cuadratico. El
analisis ANOVA para el modelo se muestra en la Tabla 7.11. Mediante una prueba F se
evaluo la falta de ajuste (variacion de los datos en relacion al modelo ajustado). El modelo
mostro falta de ajuste a un nivel de significacion del 95%. Como se mencion6 al analizar
la variable de respuesta “remocion de RAS”, la falta de ajuste se relaciond con que los
resultados de deconvolucion presentan errores bajos en las réplicas, por lo que el software
detecta una variabilidad inusualmente baja. Aunque el modelo predicho se ajusta bien a

los puntos del modelo (proporcionando un ajuste significativo), las diferencias entre los
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puntos de datos reales son sustancialmente mayores que las diferencias entre los
puntos centrales. El valor F del modelo (67,61) con un valor p inferior a 0,0001 implico
que el modelo es estadisticamente significativo al nivel de confianza del 95%. Un
coeficiente de determinacion elevado (R? = 0,9865) también demostrd la idoneidad del
modelo para representar la relacion real entre los parametros. El valor de "Pred R*" de
0,9226 coincide razonablemente con la "Adj R?" de 0,9719, con una diferencia inferior a
0,2. Adicionalmente, el parametro "Adeq Precision" mide la relacion sefial/ruido. Una
relacion superior a 4 es deseable, por lo que el valor obtenido de 29,901 indica una sefal
adecuada. Se considerd que el modelo puede utilizarse para navegar por el espacio de

diseqo.

La significacion de cada término del modelo se determind mediante el test de la
hipétesis nula. En este caso, A, B, C, D, AD, BD, CD, A? y B? fueron los términos

significativos del modelo.

El modelo desarrollado fue entonces usado para estudiar el efecto de los pardmetros
de reaccion seleccionados como factores experimentales en la remocion (mg L) del

colorante azoico NII.

Tabla 7.11 - ANOVA para el modelo cuadratico de superficie de respuesta - Tabla de analisis de
varianza [Suma parcial de cuadrados - Tipo III].

Fuente Suma de df Cuadrado F Value p-value
cuadrados medio Prob > F
Modelo 1256,87 14 89,78 67,61 <0.0001 significativo
A-[H202] 10,09 1 10,09 7,60 0,0163
B-Catalizador 125,88 1 125,88 94,80 <0.0001
C-[RAS] 17,17 1 17,17 12,93 0,0033
D-[NII] 1033,57 1 1033,57 778,36 < 0.0001
AB 0,27 1 0,27 0,20 0,6586
AC 3,11 1 3,11 2,34 0,1501
AD 14,53 1 14,53 10,94 0,0057
BC 0,38 1 0,38 0,28 0,6036
BD 25,13 1 25,13 18,92 0,0008
CD 8,52 1 8,52 6,41 0,0250
A? 6,23 1 6,23 4,69 0,0495
B? 7,20 1 7,20 5,42 0,0367
C? 2,06 1 2,06 1,55 0,2353
D? 1,97 1 1,97 1,49 0,2444
Residual 17,26 13 1,33
Falta de ajuste 17,05 10 1,71 24,48 0,0117 significativo
Error puro 0,21 3 0,070
Cor Total 1274,13 27

Nota: Los términos del modelo resaltados en negrita son significativos.

En la Figura 7.13 se presentan las herramientas estadisticas de diagndstico.
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Figura 7.13 - Herramientas estadisticas de diagndstico obtenidas para variable de respuesta

remocion de NII (mg L.

La Figura 7.14 muestra los efectos de cada factor experimental sobre la remocion de NII
(mg L!) considerando la desviacion de las variables desde el punto central (referencia).
Los puntos de referencia son: (A) [H202] = 2,75 mM; (B) masa de catalizador = 102,1
mg; (C) [RAS]=27,5mg L!; y (D) [NII] = 27,5 mg L!. Al evaluar la remocién de NII,
la concentracion de este colorante tiene un efecto positivo pronunciado. La concentracion
del agente oxidante en un nivel medio maximiza la remocion de NII. Un aumento en la
masa del catalizador desde el nivel mas bajo implica un aumento en la remocion del
colorante azoico, mientras que un aumento en la concentraciéon de RAS, implica una
disminucién en la remocion de NII. Esto tltimo podria deberse a que, como se describio
en el Capitulo VI: (I) NII es mas recalcitrante que RAS para el sistema estudiado, por lo
que RAS podria ser el sustrato preferente a ser oxidado cuando se encuentran en
soluciones mezcla; (II) NII en su forma hidrazona (ausencia de grupo azo y presencia de
grupo -N-H), tautémero frecuentemente encontrado en solucion acuosa, presenta puentes

hidrégeno intramoleculares, lo cual dificulta la abstraccion del hidrogeno para dar lugar
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a la oxidacién; y (III) NII forma con el intermediario E1 de HEM un complejo no

productivo, que ralentiza la reaccion.
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Figura 7.14 - Desviacion del punto de referencia. A: [H,O-]; B: Masa de catalizador; C: [RAS];
D: [NII] para variacion de la absorbancia a 262 nm.

Los efectos de las interacciones entre factores experimentales sobre la remocion de

NII se presentan en la Figura 7.15.
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Figura 7.15 — Efectos de las interacciones entre factores experimentales sobre la variable de

respuesta indirecta remocion de NII (mg L™).

7.3.2.5. Analisis de resultados obtenidos para las variables de respuesta

La concentracion de RAS tuvo un efecto notorio sobre la variable de respuesta

correspondiente a la variacion de la absorbancia a 262 nm para niveles medio de la masa
de catalizador (102,1 mg) y [NII] (27,5 mg L") (Figura 7.6b). Sin embargo, manteniendo

niveles medios de masa de catalizador (102,1 mg) y [RAS] (27,5 mg L"), la concentracion

de NII no tiene un efecto significativo sobre esta variable de respuesta (Figura 7.6¢). Esto

se asocia a que la principal contribucion al pico de 262 nm corresponde al colorante

antraquinonico (RAS), por lo que la disminucion de la absorbancia en esta longitud de

onda se relaciona principalmente con la disminucion de la concentracion de RAS.
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Cuando se analiza la variable de respuesta correspondiente a la variacion de la
absorbancia en el pico principal, se observa que la concentracion del colorante NII
adquiere relevancia, cuando se mantienen los niveles medios de masa de catalizador
(102,1 mg) y [RAS] (27,5 mg L") (Figura 7.9¢c). A diferencia del pico a 262 nm, en la

banda principal del espectro, la contribucion es de ambos colorantes.

Evaluando la variable de respuesta asociada a la remocion de RAS, puede observarse
que bajo la concentracion maés alta de este colorante (50 mg L) se presenta un leve
maximo en la remocion de este colorante cuando la concentracion del agente oxidante se
encuentra en su nivel medio (Figura 7.12b). Para niveles medios de masa de catalizador
(102,1 mg) y [RAS] (27,5 mg L"), la concentracion de NII y del agente oxidante no tienen
efectos apreciables sobre esta variable de respuesta (Figura 7.12c). Si se mantienen las
concentraciones del agente oxidante y de NII en niveles medios, en la [RAS] mas alta se
produce un aumento en su remocion con el aumento de la concentracion de la masa del
catalizador, mientras que en concentraciones bajas del colorante no ocurre lo mismo
(Figura 7.12d). Esto podria asociarse a una mayor generacion de radicales organicos
derivados del colorante cuando su concentracion es alta. Cuando la concentracion del
agente oxidante y de RAS se encuentran en niveles medios, la variacion en la [NII] y del

catalizador no presentan efectos notorios sobre la remocion de RAS (Figura 7.12e).

En cuanto a la remocion de NII, se observa que, manteniendo la concentracion de los
colorantes en los niveles medios del disefio experimental (27,5 mg L' de cada uno), la
concentracion mas alta del catalizador y una concentracion en un nivel cercano al medio
del agente oxidante maximizan la remocion de NII (Figura 7.15a). Concentraciones bajas
de RAS maximizan la remocion de NII (Figura 7.15b y Figura 7.15d), lo cual sugiere una
competencia entre los sustratos organicos, siendo RAS mas susceptible a ser degradado

ante este sistema catalitico.

En términos generales, un aumento de la masa del catalizador (de 10,5 gL' a2 40,6 g
L!) y nivel medio del agente oxidante conducen a una mayor remocion de los colorantes,

en términos de las variables de respuesta consideradas.

7.3.3. Optimizacion de la decoloracion de RAS/NII en matriz de efluente simulado
Se optimizaron todas las variables de respuesta, maximizandolas, utilizando la
funcion deseabilidad. Esta es una herramienta estadistica utilizada en optimizacion para

evaluar el grado de cumplimiento de los criterios objetivos para cada variable de
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respuesta. Su objetivo es combinar multiples respuestas en un solo indice de rendimiento
que varia entre 0 y 1. Cuanto mas proéximo a 1 sea el valor de la deseabilidad, mas se

acerca al 6ptimo de las respuestas.

Se obtuvo que, las variables se maximizan para concentraciones maximas evaluadas
de los colorantes, nivel medio del agente oxidante y concentracion maxima del catalizador
(Figura 7.16). Se selecciona el 6ptimo considerando el minimo de H20: posible,
considerando que, no solo el agregado del mismo implica un aumento en el costo del
tratamiento, sino que el excedente en el medio de reaccidon implica interferencias en la

caracterizacion posterior de las soluciones.

Se realizaron ensayos experimentales de validacion de las variables de respuesta
directas bajo los valores de los factores experimentales Optimos, obteniendo que el
modelo se ajusta a los valores experimentales correctamente (Tabla 7.12). Sin embargo,
cuando se realizé el ensayo utilizando un catalizador sintetizado en un batch de sintesis
diferente, el error incremento hasta el 10%. Esto se relaciona a la variabilidad intrinseca
del método de sintesis por goteo manual de las esferas magnéticas de QUIT, que podria

ser solventado automatizando el procedimiento con una bomba jeringa.

Desirability

162.2

132,15 =8

°
E
5}
o
© 1021
N
©
©
(]
m
72,05
Desirability
1,000 42
0,000
X1 =A[H202] A: [H202] (mM)

X2 = B’ Catalizador

Figura 7.16 — Optimizacion de las variables de respuesta.
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Tabla 7.12 — Confirmacién de las variables de respuestas directas predichas por el modelo
mediante ensayos experimentales (pH 9,4 en buffer Tris-HCI; T =30 °C; agitacion magnética 200

rpm).

Valor Valor
Predicho
Niveles de factores obtenido */ obtenido B/
Respuesta por el
experimentales error respecto error respecto
modelo
al modelo al modelo

Variacioén de la
[RAS] =50 mg L! 0,542 0,563 /3,87 0,628 /13,6

Abs a 262 nm
[NII] = 50 mg L!
[H:0,] = 2,75 mM
[catalizador] = 40,6 g L

Variacioén de la
Abs en pico 0,286 0,297 /3,84 0,321/10,9

principal

Nota: Reacciones realizadas con * catalizador sintetizado en el mismo batch de sintesis que el

utilizado en las reacciones del disefio experimental; ® catalizador sintetizado en un batch diferente.

7.3.4. Analisis de los espectros de absorcion UV-Vis

En los espectros de absorcion UV-Vis de las reacciones que poseen mayor
proporcion de RAS que de NII (27,5 mg L' RAS y 5 mg L NII) (Figura 7.17, reacciones
2,16, 17 y 21), los picos en 262 nm y en 509 nm disminuyen sugiriendo pérdida de la
estructura antraquinénica de RAS, mientras que alrededor de los 400 nm comienza a
evidenciarse un aumento en la absorbancia. Esto podria ser indicio de la presencia de
productos de degradacion de RAS de menor peso molecular, particularmente las
benzoquinonas. Esto compuestos absorben entre 400 y 500 nm de acuerdo a los grupos
de sustitucion debido a las transiciones n — * [25]. Zucca et al. (2008) reporta cambios
espectrales similares asociados a la degradacion oxidativa de RAS utilizando H202 8,8
mM y 5,10,15,20-tetrakis(4-sulfonatofenil) porfina — Mn(IIl) inmovilizada en esferas de
silica a pH 7 [26].

Los espectros de absorcion UV-Vis de soluciones correspondientes a reacciones
donde la concentracion de NII fue mayor que la de RAS muestran que la absorbancia
disminuye a lo largo de todo el espectro, siendo el espectro final andlogo al del colorante
NII. Se obtienen nuevamente resultados que indican que el colorante azoico es

recalcitrante respecto al RAS para el sistema bajo estudio.
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Figura 7.17 — Espectros de absorcion UV-Vis de soluciones iniciales y a 6 h de reaccion con
[RAS] 27,5 mg L' y [NII] 5 mg L' correspondientes a reacciones del disefio experimental: (2)
162, 2 mg de catalizador y 2,75 mM H,0»; (16) 102,1 mg de catalizador y 5 mM H»0»; (17) 102,1
mg de catalizador y 0,5 mM H,0»; (21) 42,0 mg de catalizador y 2,75 mM H»05; (20) 102,1 mg
de catalizador y 2,75 mM H,0»; (23) 42,0 mg de catalizador y 2,75 mM H,0». Las fotografias
muestran las soluciones iniciales a la izquierda y a 6 h de reaccidn a la derecha.
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7.3.5. Efectos del pH, temperatura y agitacion
Se realizaron ensayos adicionales para evaluar el efecto del pH, la temperatura y el

método de agitacion (Tabla 7.13).

Si bien los efluentes textiles presentan valores alcalinos de pH, esto varia
dependiendo de los procesos de la fabrica e incluso, en funcion del tiempo. Una empresa
textil, ubicada en el centro sur de la provincia de Buenos Aires, dedicada principalmente
al acabado y terminacién de prendas de jeans (tipo Denim) y al tefiido de prendas textiles
como camisas y bermudas, genera 244 m’ de efluentes al dia, cuyas caracteristicas
incluyen: DQO entre 900 y 1900 mg Oz L'!, bajo contenido en materias en suspension,
conductividad moderada, temperatura de vertido entre 26 y 45 °C y pH neutro [27].
Asimismo, se reporta pH 7,06 para un efluente real proveniente de un tanque de
homogeneizacion (que almacena efluentes resultantes de los procesos de lavado,
desengomado y tinturado) de una empresa textil dedicada a la fabricacion de pantalones
localizada en Medellin, Colombia [28]. Por ende, result6 relevante explorar el desempefio

del sistema en agua destilada sin control de pH.

Se encontrd que la reaccion en agua destilada, a pH inicial de 7,6 tiene un efecto
negativo en la reaccion (ver ensayos 2 y 3). Esto concuerda con estudios previos que
indican que HEM posee mejor desempeio catalitico en la remocion de RAS y NII en pH
alcalino. Adicionalmente, un aumento de la temperatura no logré6 compensar la pérdida
de actividad en agua destilada (comparar ensayos 3 al 5). En trabajos anteriores,
utilizando HEM como catalizador, se encontr6 que bajo iguales condiciones de reaccion,
un aumento de la temperatura desde 45 a 65 °C mantuvo las remociones practicamente

constantes [29].

Se realizaron ensayos en shaker, con el fin de comparar el método de agitacion y
control de temperatura con placa magnética y bafio termostatizado, encontrando que no
hay un impacto significativo en la disminucién de la absorbancia (ensayos 5 y 6). Fue
propicio continuar con el resto de los ensayos en shaker dado que al no existir el contacto
mecanico con la barra magnética, se prescinde del uso de malla de fibra de vidrio, por lo

que el procedimiento posee mayor simplicidad desde el punto de vista practico.

Se realizaron las reacciones en sistemas modelo, resultando interesante que las

remociones alcanzadas en soluciones de mezcla de colorantes fueron similares a las
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obtenidas en ausencia de los componentes que simulan un efluente textil, resultando
prometedora la aplicacion del catalizador en un efluente real. Bajo las condiciones de
reaccion optimizadas, en soluciones individuales de RAS y NII en sistemas modelo, se

alcanzaron remociones de 92,5 y 63,9%, respectivamente.

Tabla 7.13 — Ensayos adicionales para evaluar efectos del pH, la temperatura y el método de
agitacion ([H20,] = 2,75 mM; 6 h).

[catalizador] [RAS] [NII] T Agitacion A abs pico Remocién
@Y melh ety 0 PO Gpm  ppal@ssm (%)
1 25,6 50 50 MEF 9,4 30 2002 0,226 42,7
2 40,6 50 50 MEF 9,4 30 2002 0,321 58,6
3 40,6 50 50 MEF 7,6 30 2002 0,294 53,9
4 40,6 50 50 MEF 7,6 40 200 0,271+0,002 50,5+0,3
5 40,6 50 50 MEF 7,6 50 200 0,255 46,7
6 40,6 50 50 MEF 9,4 30 200° 0,333 60,5
7 40,6 50 - MOD 94 30 200° 0,148 92,5
8 40,6 - 50 MOD 94 30 200° 0,278 63,9
9 40,6 50 50 MOD 94 30 200° 0,356 62,7

Nota:  agitacion con barra y placa magnética y control de temperatura con bailo termostatizado.

® agitacion y control de la temperatura en shaker.

En la Figura 7.18 se presentan los espectros de absorcion UV-Vis correspondientes
a las reacciones de remocion de RAS (Figura 7.18a) y NII (Figura 7.18b) en sistemas
modelo, correspondientes a remociones del 92,5 y 63,9 %. En el espectro de absorcion
UV-Vis de RAS se observa que el pico caracteristico del colorante desaparece casi por
completo, aumentando la absorbancia en longitudes de onda bajas indicando la
degradacion de la estructura molecular del colorante. En el caso del colorante azoico, se

observa una reduccion de la absorbancia en todas las bandas.

Respecto a las reacciones de remocion de RAS y NII en soluciones mezcla, tanto en
sistema modelo como en matriz de efluente simulado, se observa que el espectro final es
similar al del colorante NII, indicando que se remueve predominantemente RAS (Figura

7.18c y Figura 7.18d).
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(d) Matriz de efluente simulado

Buffer Tris-HCI

—— RAS/NII/MEF - inicial
—— RAS/NII/MEF - 6h

Absorbancia

190 290 390 490 590 690
Longitud de onda (nm)

Figura 7.18 — Espectros de absorcion UV-Vis de soluciones iniciales y a 6 h de reaccion de (a)
RAS en sistema modelo; (b) NII en sistema modelo; (c) RAS/NII en sistema modelo; (d) RAS/NII
en matriz de efluente simulado.

7.3.6. Retso

Se realizaron 4 ciclos de retiso para el sistema en matriz de efluente simulado
manteniendo un 65% de la remocion inicial al quinto uso (Figura 7.19a). Resultados
similares se obtuvieron para las remociones de RAS y NII en soluciones mezcla en

sistema modelo (Figura 7.19b).

Para racionalizar la sostenibilidad de la actividad de MAG, en Dong et al. (2022)
estudiaron los cambios atémicos internos utilizando espectroscopia de fotoelectrones de
rayos X y estructura fina de absorcion de rayos X cerca del borde [30]. Después de la
oxidacion de los iones Fe*" a Fe*" para formar radicales OH®, los iones ferrosos se
regeneran por migracion de electrones desde el Fe?* interno hacia la superficie a través
de las cadenas -Fe?*-O-Fe?*- (Figura 7.20). Para mantener la electroneutralidad, el exceso
de Fe*" en la red migra hacia la superficie, dejando cationes vacantes. Después de una
catalisis suficientemente prolongada, MAG se convierte paulatinamente en y-Fe2O3
(maghemita) sin mas actividad tipo peroxidasa. Asimismo, en Zandieh et al. (2021) se
reporta el mecanismo por el cual ocurre la oxidacion gradual de MAG hacia maghemita
[31]. Esta transformacion explica la caida en la actividad catalitica, asociada a la remocion
de los colorantes, con los sucesivos retisos encontrados para el sistema QUIT-MAG-TPP-

APTS-HEM.

Si bien los resultados de reuso son prometedores en cuanto a la aplicacion real del
catalizador bajo estudio, es importante destacar que se realizaron con el objetivo de poner

en evidencia la posibilidad de volver a usar el catalizador. Sin embargo, es necesario un
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estudio exhaustivo para optimizarlo. Ciertas variables como el lavado (si se hace o no),
el pH de la solucion de lavado (que condiciona el hinchamiento del QUIT), el tiempo y

la temperatura en el almacenamiento previo al retiso, podrian condicionar los resultados.

(a) Sistema matriz efluente simulado

60,5
60,0 S 56,2 y=-5,1168x + 66,209

..................... R2 = 0,9809

so004 | | | | TP 47,5

404 | | e

30,0 A

20,0 1

%DISMINUCION ABS

10,0 1

0,0 T T T T 1
RO R1 R2 R3 R4

(b) Sistema modelo

6004 | e y:-5,7517x+66,555

. .

40,0 -
30,0

20,0 1

%DISMINUCION ABS

10,0 1

0,0 T T T 1
RO R1 R2 R3

Figura 7.19 - Resultados de los ciclos de retso del catalizador en la remocion de RAS/NII en
soluciones mezcla en (a) matriz de efluente simulado y (b) sistema modelo.
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Figura 7.20 — Esquema del mecanismo catalitico de la actividad tipo peroxidasa en MAG.
Adaptado de [30].

7.4. Discusion sobre mecanismos de reaccion en el sistema multicatalitico
Uno de los principales objetivos de la presente tesis fue combinar la actividad de

MAG y de HEM como mimético y biomimético, respectivamente, de peroxidasa

maximizando la degradacion de los colorantes frente a la adsorcion en el sistema

catalitico.

La investigacion de metaloporfirinas inmovilizadas en la eliminacion de colorantes
no ha recibido aun el nivel de interés cientifico que su potencial amerita. Por ejemplo,
una busqueda en ScienceDirect con las palabras clave “immobilized hematin dyes” arrojo
unicamente 247 articulos. Al incorporar los términos “hydrogen peroxide” se obtienen
un total de 151 articulos, que incluyen trabajos previamente publicados por el grupo. Una
busqueda mas amplia con las palabras claves “Immobilized metalloporphyrin dyes”
genera 1190 articulos, mientras que la adicion de “hydrogen peroxide” reduce los
resultados a 591. Desde 2010, no se registran mas de 352 publicaciones especificas sobre
el tema y la mayoria de ellas se centran en aplicaciones fotocataliticas, sensores, usos
médicos y nanocatalizadores. En este contexto, el desarrollo de un sistema multicatalitico
estable que combine MAG y HEM, como el propuesto en esta tesis, representa una
aproximacion novedosa con un significativo potencial para aplicaciones cataliticas

avanzadas.

En cuanto a los mecanismos de accion, se abordan a continuacion brevemente los
dos mecanismos paralelos previamente descritos en capitulos anteriores, destacando las
interacciones especificas que podrian ocurrir en el sistema multicatalitico y su

contribucion al desempefio observado.

306



| Capitulo VII — Decoloracion de soluciones coloreadas en matriz de efluente simulado

A) Mecanismo simplificado de reaccion involucrando MAG

Como se detalld en el Capitulo I, Haber y Weiss propusieron el radical OH®* como
agente oxidante activo; y luego, Barb y colaboradores, ampliaron la perspectiva,

postulando el mecanismo Fenton clasico.

Sin embargo, existen reportes acerca de la posible formacion de FeO?" como
intermediario clave en la reaccion Fenton, particularmente a pH cercano a la neutralidad
[32]. Hasta aproximadamente pH 5, la reaccion Fenton produce ‘OH. Con valores
superiores de pH, se propone la formacién de FeO?**. La propuesta para la formacién de
FeO?" a partir de Fe*" y H20: cerca del pH neutro se basa en dos observaciones y una
suposicion. Las observaciones son que, por encima de pH 5, la concentracion de OH"
puede influir en la cinética de la reaccion debido a la ionizacion del H202y se forman
productos no radicalarios. Esto implica que se produce un cambio en el mecanismo de la
reaccion, pasando de ser homolitico (generando radicales libres como *OH) a heterolitico
(no generando radicales libres). Este cambio estd, entonces, asociado con la ionizacidén
del H202 y con las propiedades acido-base de los complejos metalicos implicados. Como
resultado se forman productos no radicalarios. El complejo Fe**~H>O: tiene un pKa de 5.
La suposicion es que este complejo se desintegra a FeO*" de forma termoneutral o con un
cambio de energia de Gibbs negativo. En muchos estudios Fenton, o simulaciones de los
mismos, realizados a pH neutro o cerca de €1, se cree que el producto reactivo es “OH. En

cambio, es probable que sea FeO*".

Este mecanismo no radicalario (Figura 7.21) ha sido presentado por Kremer (2019)
luego de un arduo trabajo realizado por décadas [33]. Se propone que la reaccién inicia
con la formacioén de un complejo precursor {Fe?* - H,0,} (paso 1y 2), el cual sufre un
reordenamiento interno, produciendo el intermediario activo FeO?*(paso 3). Este

intermediario podria participar en tres procesos principales:

(D) evolucion de O2, a través de dos rutas posibles: (a) reaccion directa entre
FeO*" y H202 (paso 4) y (b) intervencion de iones Fe*" (paso 6, 7, 8). Las
curvas de concentracion de Oz en funcion del tiempo, indican una fase de
evolucion rapida inicial seguida de una fase lenta y lineal.

(Il)  oxidacion de Fe*" a Fe** (paso 5);

(IIT)  oxidacion de sustratos presentes.
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El autor sefiala que los resultados del modelo no radicalario son més consistentes que
los del modelo radicalario original, aunque persisten ciertas incertidumbres
experimentales, como la identificacion precisa del punto de transicion entre las fases de

reaccion y la interpretacion de los valores obtenidos por extrapolacion.

ky
k k 0.0 Fe2+ + H202
1 3 2Y2
Fe?* + H,0, «—{Fe?* - H,0,} —— Fe0?* .
2 —H0 3 3+ -
ke ke T Fe°™ + 2 OH

+Fe3*t | -Fe3*
k
{FeOFe}>* ——Fe2* + Fe3* + 0, + H,0
H,0,

Figura 7.21 — Mecanismo basado en la formacion de FeO*" propuesto por Kremer (2019) [33].

Aunque actualmente se acepta que, a valores de pH neutros y alcalinos, el mecanismo
Fenton opera predominantemente a través de intermediarios no radicalarios, este enfoque
ha sido objeto de un largo debate y cuestionamientos en la literatura cientifica. En el
trabajo de revision publicado por Magario et al. (2012) se reconoce la existencia de rutas
no radicalarias con un papel importante en ciertas condiciones [34]. Se propone la
existencia de (I) intermediarios activos, tales como Fe(IV)=0 o Fe(V)=0, que podrian
actuar directamente como agentes oxidantes sin generar radicales libres; y (II)
transferencias electronicas directas entre el contaminante y las especias activadas del
hierro. Se expone que los mecanismos no radicalarios podrian competir con los
radicalarios, dependiendo de las condiciones experimentales como el pH, la

concentracion de H2O: y la naturaleza del catalizador.

En Zandieh et al. (2021) se presenta de manera comparativa los mecanismos que
tienen lugar en MAG y HRP (Figura 7.22). Se reporta que las reacciones superficiales
sobre MAG se dividen en reacciones de generacion de radicales OH®, generacion de
radicales hidroperoxilo HO2®, oxidacion de especies cromogénicas y regeneracion de
especies superficiales (Figura 7.22a) [35]. La etapa limitante es la reduccion de H2O2 a
especies OH*® por los sitios superficiales metalicos. Los OH* oxidan a los sustratos
cromogénicos como el tetrametilbencidina (TMB) y oxidan H202 a HO2®. Estos regeneran
los sitios activos superficiales por reduccion de M™'a M™ MAG genera radicales OH*
mientras que la enzima HRP retiene a especies radicalarias en el anillo porfirinico (Figura

7.22b). Los autores plantean que nanoparticulas del orden de ~86 nm de MAG son mas
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activas que las mas pequefias, de unos ~20 nm, y atribuyen esto a la policristalinidad de

las particulas mas grandes que permiten una mayor relacion Fe?"/Fe*™

a Mecanismo de MAG

iy N%}Qmi\mm A Ay’

WNH K TMB H,0, “%
Y il | t i
H;\NNH; OH HO,' -.\.

Y ol
Ay P

H,0, e o,

b P Mecanismo de HRP

e H‘goz Hgo O i
Arg-38 I 11 II w V.t
—  — H
L.: I!;\ ‘t Resting state Cr:.lmpaundl
f “NH,
i (3
‘\-\.”-’ \
' A+H‘
AH+H*
Iil\.l ] T— E—
Compound Il ‘Z

Figura 7.22 — (a) Mecanismo de MAG y (b) mecanismo de HRP. Figura tomada de Zandieh et al.
(2021) [31].

B) Mecanismo simplificado de reaccion involucrando HEM

En Cordoba et al. (2023) se proponen mecanismos de degradacion de colorantes
fenolicos utilizando HEM y H202 [36]. La Figura 7.23 muestra el modelo del mecanismo
para HEM con RAS en sistema homogéneo. Es interesante dado que resume en forma
simplificada los sistemas presentes en el solido multicatalitico bajo estudio, sistema
compuesto por HEM-MAG-QUIT, en presencia de agua oxigenada: (I) generacion de
radicales OH* e hidroperoxilo HO2® por parte de MAG y circuito de regeneracion de sitios
activos superficiales con transformacion a maghemita y (II) generacion de radicales AH®
(derivados de los colorantes) y H20 por parte de HEM como biomimético de peroxidasa.
Estudios del grupo de Catalisis llevados a cabo en el marco de la tesis de la Dra. Cordoba
demuestran que los datos cinéticos de eliminacion de RAS pueden ajustarse mediante un
mecanismo que toma en cuenta los tres estados de HEM: estado fundamental, Eo;
compuesto 1, Ei; compuesto 2, E2; y un compuesto 3, Es, que se forma desde Ez. Esto es
una via de descomposicion de H20: y la regeneracion de Eo desde Es. En concentraciones

altas de H2O2 puede darse una degradacion irreversible de HEM por formacion del
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compuesto Verdohemo que es inactivo cataliticamente. Bajo las concentraciones de H202

utilizadas en el presente trabajo, esta ruta no ocurriria.

H-O O o+ AH OH +
e/ o
~ =0 — —
HOO! E, OH >00H HOOC OOH HOOC H 0CH
0
o, E1 Ho E
0, +H,0 20;
:O
Ruta
. H-0-0-H
catalatica \IO
N—TE=N
HOO H OOH
Inactivacion
irreversible
Verdohemo
analogo a P670
HOO QOH
=CO

E;
OOH

(LH SO0H

Figura 7.23 — Mecanismo de degradacion de colorantes fendlicos utilizando HEM y H,O.. Figura
obtenida de [36].

HOO

El modelo para la remocién de NII con HEM en un sistema homogéneo debid
considerar la coordinacion improductiva del colorante al estado nativo de HEM antes de
la activacion del H20z2, una etapa que no era necesario considerar con RAS. Este hallazgo
cinético se correlaciona con la explicacion presentada de una coordinacion lenta de NII
para la reaccion simil peroxidasa con el E1 de HEM. El modelo peroxidatico acoplado al
mecanismo pseudocataldtico arrojé predicciones mas cercanas a los hallazgos

experimentales en un amplio rango de concentraciones de NII (Figura 7.24).
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Figura 7.24 — (a) Mecanismo peroxidatico acoplado a una ruta catalatica. (b) Mecanismo
peroxidatico acoplado a una ruta pseudocatalatica. Figura obtenida de [37]. Nota: O, radical
superoxido.

7.5. Conclusiones

En el presente capitulo se abordo el estudio de la decoloracion de RAS y NII en
soluciones mezcla en una matriz de efluente simulado. El disefio experimental
seleccionado arroj6 modelos matematicos que describen satisfactoriamente la
variabilidad en la degradacion de los colorantes. El objetivo fue hallar los valores 0ptimos
de los factores experimentales con el fin de explorar la aplicacion de este sistema como

paso previo a una instancia de adsorcion.

Fue interesante que la remocion de NII se maximiza ante concentraciones bajas de
RAS, cuando la concentracion de H2O2 es media (2,75 mM), lo cual se asoci6 a una
competencia entre los sustratos organicos, siendo RAS mas susceptible a ser degradado
ante este sistema catalitico. Esto puede explicarse considerando los resultados obtenidos

en el Capitulo VI y los trabajos previos realizados en el grupo.

Los valores de los factores experimentales fueron optimizados ([RAS] =50 mg L!;
[NII] = 50 mg L' ; [H202] = 2,75 mM; [catalizador] = 40,6 g L!) maximizando las
variables de respuesta. Se encontrd que, a pH 9,4 en buffer Tris-HCI, el sistema catalitico
conduce a disminuciones de absorbancia en el pico principal de soluciones RAS/NII (50
mg L' cada uno) correspondientes a 62,7% en soluciones modelo y 60,5% en presencia

de la matriz de efluente simulado. Esto implica que no se producen efectos inhibitorios
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de la actividad catalitica cuando se encuentran presentes diferentes sustancias quimicas

comunmente presente en los efluentes textiles.

Los ciclos de retiso permitieron identificar que, en una matriz de efluente simulado
el catalizador mantiene hasta un 65% de su capacidad de remocién de RAS/NII (evaluada
como variacion de la absorbancia en el pico principal de las soluciones mezcla). Si bien
existe una pérdida de la actividad catalitica, asociada a la oxidacion de MAG hacia

maghemita, los resultados son alentadores en vistas de una aplicacion real.
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Capitulo VIII

Adsorcion de colorantes sobre
quitosano/biomasa de Araujia sericifera

8.1. Introduccion

La adsorcion es una de las técnicas mas aplicadas en el campo de la ciencia de la
separacion, particularmente utilizada para eliminar contaminantes no biodegradables de
las aguas residuales [1], [2]. El proceso de adsorcion se destaca por su alta eficiencia, su
simplicidad en la aplicacion y el control, y el menor costo en comparacion con otros
procesos, especialmente desde el punto de vista econdmico y ambiental [3]. Sin embargo,
una desventaja critica de los adsorbentes es que solo logran trasladar el contaminante de
una fase (generalmente liquida) a otra (sélida), sin llevar a cabo una transformaciéon o
degradacion del mismo. El adsorbente con el contaminante retenido requiere instancias
de regeneracion o la disposicion final del material, lo cual afiade costos y posibles riesgos
ambientales al proceso.

No obstante, varios materiales solidos se han utilizado como adsorbentes para
eliminar una amplia gama de contaminantes. Aunque el carbon activado es el adsorbente
comunmente aplicado, su uso esta asociado a un elevado costo y a la pérdida de hasta un
15 % en la eficiencia de adsorcion en la regeneracion [1], [4]. Ademads, este proceso
requiere un alto consumo de energia, asi como productos quimicos y equipos con costos
prohibitivos [5].

Actualmente, existe una tendencia hacia el estudio de materiales adsorbentes
biocompatibles, accesibles, eficientes y de bajo costo [6]. En investigaciones recientes se
reporta el uso de biopolimeros naturales y materiales de desecho como alternativa para el
tratamiento de efluentes [5], [7]. Los materiales naturales, residuos o subproductos de
industrias que pueden ser utilizados luego de un tratamiento simple, o sin tratamiento, se

denominan adsorbentes de bajo costo [8].
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En los ultimos afios se ha prestado una gran atencion al desarrollo de biosorbentes a
partir de materiales naturales como alternativa al carbon activado. Por ejemplo,
Anastopoulos y Pashalidis (2020) publicaron una revision sobre el uso de adsorbentes
basados en Luffa cylindrica para eliminar metales toxicos, colorantes y otros
contaminantes emergentes de soluciones acuosas [9]. Los biosorbentes basados en
polimeros naturales poseen varias ventajas entre las cuales se pueden mencionar: nula
toxicidad, biodegradabilidad, alta capacidad de adsorcion, elevada disponibilidad y
minimizacion de lodos quimicos o biologicos [10]. La biosorcién implica un proceso
fisicoquimico mediante el cual los materiales derivados de la biomasa (matriz bioldgica)
pueden adsorber sorbatos (moléculas de colorantes o metales pesados) en su superficie.
Estos adsorbentes estan compuestos principalmente por lignina, hemicelulosa y celulosa
que son estructuras ricas en grupos reactivos [11]. Algunos grupos funcionales que
pueden contener estos compuestos quimicos son carboxilo, hidroxilo, éter, amino y

fosfato.

Los mecanismos de adsorcidn cominmente propuestos para la eliminacion de
compuestos tanto inorganicos como organicos incluyen la interaccion electrostatica, el
intercambio de iones y la complejacion [12]. En ocasiones, los bioadsorbentes son mas
selectivos en su accidon que las resinas de intercambio i6nico tradicionales y pueden

limitar la concentracion de los colorantes incluso a concentraciones del orden de los ppb

[13].

Los adsorbentes derivados de materiales naturales como la celulosa y la quitina, que
son los polimeros naturales més abundantes, han sido ampliamente estudiados [14].
Asimismo, las fibras naturales han recibido gran atencion debido a caracteristicas que las
vuelven atractivas para su uso: son econdmicas, sustentables, no toxicas, y se encuentran
disponibles en abundancia [15]. Estas estdn constituidas principalmente por
hemicelulosa, celulosa y lignina [16]. La celulosa, que es la fraccion principal de las
fibras, es un polisacarido semicristalino formado por enlaces D-glucosidicos. La
presencia de grupos hidroxilos en la celulosa (tres en cada unidad de repeticion) da
propiedades hidrofilicas a las fibras naturales. La hemicelulosa esta fuertemente enlazada
a las fibras de celulosa, presumiblemente por enlaces puente de hidrogeno. La
hemicelulosa es totalmente amorfa y tiene una masa molar significativamente menor que

la celulosa. Debido a su estructura abierta, que contiene muchos grupos hidroxilo y
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acetilo, la hemicelulosa es en parte soluble en agua e higroscopica. La lignina es amorfa,

altamente compleja [17].

Banerjee y Chattopadhyaya (2013) utilizaron aserrin no modificado como adsorbente
de tartrazina (colorante azoico) a partir de soluciones acuosas [18]. La composicion del
material incluye celulosa y lignina, ambas estructuras aportan sitios activos para la
adsorcion de moléculas de colorante. Se encontrd una eficiencia méxima del 97% de
remocion de 1 mg L™ de tartrazina (pH = 3 y 70 min) con una capacidad de adsorcién de
Langmuir de 4,71 mg g™ a 318 K. Sin embargo, para mejorar la eficiencia de la celulosa
para la remocidén de colorantes, suele requerirse de un tratamiento adecuado para
introducir sitios reactivos y activar la capacidad de adsorcion [19]. Es asi que se ha
explorado la incorporacion de biomasa tratada (celulosa relativamente pura) en perlas de
alginato calcico utilizando GA para crear enlaces entre las cadenas de biomasa tratada
[10]. Los adsorbentes preparados se aplicaron con ¢éxito para eliminar plomo de
soluciones acuosas. Ademas, en Meng et al. (2020) utilizaron un adsorbente basado en
lignina aminada para eliminar azul de metileno y azul directo 1 [20]. La lignina aminada,
que tiene una naturaleza aromatica/fendlica y una cadena lateral cationica, ha demostrado
ser un adsorbente eficaz para los colorantes azoicos, que suelen tener una carga anidnica

en las aguas residuales.

Existen antecedentes en el grupo de Catélisis respecto a procesos de adsorcion de
colorantes. Se evaluo la capacidad de goethita, goethita Co-sustituida y MAG para
adsorber colorantes con grupo azo (eriocromo azul negro R), antraquinoénico (alizarina)
y arilmetano (fluoresceina) [21]. La evaluacion se realizd mediante isotermas de
adsorcion y analisis cinéticos. Los resultados mostraron que todos los 6xidos de hierro
eran adsorbentes eficaces para eliminar colorantes en solucion. Alizarina mostr6 la mayor
afinidad con los adsorbentes evaluados, y la fluoresceina la menor (Co-goethita > goethita
> MAG). Ademas, se evaluo el efecto del pH en el proceso de adsorcion [22]. Estos
estudios permitieron inferir que los oOxidos de hierro podrian ser adsorbentes
prometedores de colorantes y que las propiedades magnéticas de MAG podrian facilitar
su recuperacion a partir de efluentes tratados. En un estudio posterior, se compararon las
capacidades de adsorciéon de MAG y goethita (a-Fe**O(OH)) con QUIT utilizando
alizarina, eriocromo azul negro R y fluoresceina como colorantes modelo [23]. Se

comprobd que el QUIT tenia una mayor capacidad de adsorcién para alizarina y
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eriocromo azul negro R que los 6xidos de hierro, mientras que la goethita mostraba una
mayor adsorcion para la fluoresceina a pH 5 y 9. Esto se asocid con que la capacidad de
adsorcion del QUIT estd relacionada con la disponibilidad de grupos amino en su

estructura, que a su vez depende del pH.

En funcion de lo expuesto, en el presente capitulo se propone explorar la
incorporacion de biomasa derivada del fruto de Araujia sericifera Brot. en esferas de
QUIT, con el fin de aplicar este s6lido en la remocion de colorantes (RAS y NII) en
soluciones acuosas modelo. Araujia sericifera es una planta que se encuentra en
abundancia en plantaciones silvestres en provincias argentinas tales como Buenos Aires,
Corrientes, Entre Rios, Misiones y Santa Fe. Debido a su elevada disponibilidad,
constituye una potencial fuente de fibras lignoceluldsicas para su utilizacion en el
desarrollo de adsorbentes. El aprovechamiento de su fruto se encuentra reportado, por
ejemplo, en la obtencion de peroxidasas derivadas de las semillas [24] y las lipasas
derivadas del latex (fraccion insoluble del fruto) [25], [26]. Sin embargo, a conocimiento
de esta tesista, no se encuentra reportado en la literatura el uso de dicha biomasa como

parte de un adsorbente.

8.2. Materiales y métodos

8.2.1. Reactivos

RAS, NII, buffer pH 5 y buffer pH 7 fueron comprados en Biopack (Buenos Aires,
Argentina). Buffer Tris-HCI pH 9,4 fue preparado en laboratorio. El Tris buffer fue
obtenido de Anedra (Buenos Aires, Argentina). Acido clorhidrico 36,5-38% y el NaOH
fueron provistos por Cicarelli (Santa Fe, Argentina). El KBr fue obtenido de J. T. Baker
(Filadelfia, Estados Unidos). a-celulosa y APTS fueron obtenidos de Sigma Aldrich (San
Luis, Estados Unidos). Todos los reactivos fueron usados sin purificacion. El agua

destilada utilizada fue preparada en el destilador del laboratorio de Catalisis.

8.2.2. Obtencion de la biomasa derivada de Araujia sericifera Brot

Los frutos inmaduros de Araujia sericifera fueron recolectados en plantaciones
silvestres en la zona rural de Salliquelo, provincia de Buenos Aires, Argentina (36° 45'
00" S, 62° 55' 59" W). Se les retir6 la cascara y las semillas, y la pulpa fue molida y
almacenada a -20 °C hasta su posterior tratamiento. Se descongelé a temperatura

ambiente previo al acondicionamiento.
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8.2.3. Acondicionamiento de la biomasa

La pulpa molida fue lavada con agua destilada hasta que se obtuvo un valor de pH
constante en el agua de lavado. Posteriormente, la pulpa se procesé con un mixer para
reducir el tamafio de particula, se filtro y se secé en estufa a 50 °C hasta peso constante.
La biomasa seca fue finamente dividida empleando un mortero y luego tamizada (malla
A.S.T.M 200, apertura 74 pm). Los solidos con tamafio de particula < 74 pum y > 74 um

se denominaron B2m y B2M, respectivamente.

Se caracteriz6 la biomasa obtenida mediante FTIR-DRIFTS en comparacioén con a-
celulosa. Se hizo una dilucion al 1% de cada muestra en KBr previamente secado en

estufa.

8.2.4. Tratamiento quimico de la biomasa

Se modific6 quimicamente la biomasa (B2m y B2M) mediante un tratamiento
basico/acido con NaOH y HCI. Las biomasas tratadas con las soluciones basicas/acidas
se denominaron B2m-ba y B2M-ba. Se utiliz6 la metodologia propuesta por Franceschini
et al. (2023) [27]. La relacion biomasa (g) y solucion basica/acida (mL) se establecié en
1:30 en funcidn de lo reportado por Fonseca Santos et al. (2019) y Dos Santos et al. (2024)
[28], [29].

Se trato B2m y B2M con NaOH 0,1 M durante 24 h (200 rpm y temperatura
ambiente). Se realizd en vaso de precipitado tapado con film. Luego, se dividi6 el
volumen total de B2m/NaOH y B2M/NaOH en dos tubos falcon (Figura 8.1a y Figura
8.1b, respectivamente). Las muestras de B2m y B2M se lavaron con agua destilada,
llevando a 50 y 15 mL, respectivamente (Figura 8.2a y Figura 8.2b). Se centrifug6 entre

cada lavado, y el sobrenadante se retir6 por volcado.

Figura 8.1 — Tratamiento basico de (a) B2m y (b) B2M.
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Figura 8.2 — (a) B2m y (b) B2M tratadas durante 24 con NaOH 0,1M (biomasa : solucién alcalina
1:30 m/v).

Se trato B2m y B2M, previamente tratada con NaOH 0,1M, con HCI 0,1 M por 3 h
(agitacion magnética 200 rpm y temperatura ambiente) con el fin de remover trazas de
NaOH. Para ello, se retird el sobrenadante del ultimo lavado. Se agregd un volumen
parcial de la solucidn acida, y se trasvaso la biomasa a vaso de precipitado. La relacién
1:30 (g biomasa : mL HCI 0,1 M) corresponde a la masa nominal de B2m y B2M (masa
pesada previo al tratamiento alcalino). Se lavo con agua destilada hasta la neutralidad.
Finalmente, se secé en placas de Petri a 50 °C hasta peso constante y se mortered para

tener un polvo nuevamente.

Se evaluo la capacidad de adsorcion de RAS utilizando B2m-ba y B2M-ba. Los
ensayos se realizaron con una concentraciéon del colorante de 20 mg L' a pH 9;
concentracién de adsorbente 0,5 g L' (5 mg en 10 mL); 30 °C y 200 rpm en shaker;
durante 1 h. Se evalu¢ el efecto del pH, realizando las reacciones en buffer pH 5, buffer
pH 7 y en agua destilada (pH 6/7), bajo las mismas condiciones mencionadas con
anterioridad y a un tiempo igual a 2 h. Se testearon las biomasas B2m y B2M sin tratar y

a-celulosa bajo las mismas condiciones de reaccion.

Adicionalmente, se realizaron ensayos de adsorcion de NII con una concentracion
del colorante de 20 mg L' a pH 9 en buffer Tris-HCl, concentracién de adsorbente 0,5 g
L' (5 mg en 10 mL); 30 °C y 200 rpm en shaker; durante 2 h. Los adsorbentes a testear
fueron B2m-ba y B2M-ba.

8.2.5. Tratamiento de biomasa con APTS
Se exploro el tratamiento de B2m con APTS. Se adapt6 el tratamiento reportado en

An et al. (2020) [30]. Se tom¢ del articulo mencionado la relacion APTS/biomasa (m/m)
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= 2/1; la relacidon biomasa/volumen (mg/mL) = 1000/ 60 y el tiempo de tratamiento (h) =

24. Las condiciones restantes del tratamiento se presentan en la Tabla 8.1.

Tabla 8.1 — Condiciones experimentales para el tratamiento de la biomasa con APTS.

Tipo de biomasa B2m (granulometria menor a 74 um)
Masa B2m (mg) 100

Solvente Etanol

Volumen de solvente (mL) 6

APTS 99% (mg) 20 (0,214 mL)

Temperatura (°C) 50

Luego del tratamiento, la biomasa se centrifugd 10 min (8000 rpm). Se lavaron dos

veces con 6 mL de etanol, centrifugando cada vez. Se seco hasta peso constante.

La biomasa tratada se utiliz6 en adsorcion de RAS y NII. Las condiciones de reaccion
fueron: [colorantes] = 20 mg L!; 30 °C; 200 rpm en shaker; [adsorbente] = 1 g/L (5 mg
adsorbente en 5 mL); pH 9,4; 1 h.

8.2.6. Incorporacion de biomasa en esferas de QUIT

Se prepararon esferas de QUIT puro y con biomasa (B2m). Para las esferas de QUIT
puro, el biopolimero se disolvid en una solucion acida con una proporcion 35 : 1 de QUIT
(mg) : 4cido acético 5% v/v (mL). El sélido preparado con B2m, se prepard en
proporciones QUIT/B2m = 80/20 y 60/40, manteniendo la masa total de sélido fija. Por
otro lado, se prepararon esferas de QUIT/B2m, manteniendo la concentraciéon de QUIT
en 35 mg mL™! y agregando B2m (25% m/m). Se mantuvieron en agitacion por 24 h. La
solucion acida con el QUIT puro o QUIT/B2m se precipitd por goteo manual con jeringa
sobre 3,75 M NaOH vy etanol 20%. Las macroparticulas obtenidas se mantuvieron en la

solucion alcalina por 3 h. Luego, se lavaron hasta la neutralidad con agua destilada.

Las esferas de QUIT puro y QUIT/biomasa (B2m 25% m/m) se entrecruzaron en una
etapa post precipitacion. Se utilizé una relacion TPP/solido = 0,3 (30% m/m) en un
volumen de 2 mL de buffer pH 7 durante 1 h, a temperatura ambiente bajo agitacion (200
rpm) en shaker. Para conocer la masa de sélido por esfera humeda, se secaron 5 esferas
hiimedas hasta peso constante, registrando su peso final. Finalizado el tiempo de

entrecruzamiento, el solido se lavo con agua destilada hasta no detectar el entrecruzante
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por espectroscopia UV-Vis. Los solidos humedos entrecruzados se secaron hasta peso

constante y se aplicaron como adsorbentes en la remocion de RAS.

Los ensayos de adsorcion se realizaron bajo las siguientes condiciones: [RAS] 20 mg

L!; pH 9,4; 30 °C y 200 rpm en shaker; [adsorbente] 2 g L'!; tiempo 1 h.

8.2.7. Evaluacion del efecto del entrecruzamiento de las esferas de QUIT puro

Se preparé una soluciéon de QUIT (50 mL; 35 a 1 la relacion mg QUIT/ mL acido
acético 5%v/v). La solucion se precipitd sobre NaOH 3,75 M con etanol 20% para obtener
(I) QUIT puro hiimedo. Se lavaron con agua destilada hasta la neutralidad y se secaron a
50 °C hasta peso constante para obtener (II) QUIT puro seco. Una porcion de las esferas
de QUIT humedas se entrecruz6 con TPP en una instancia post precipitacion para obtener
(III) QUIT-TPP (post precipitacion) hiumedo. Las esferas entrecruzadas con TPP se
lavaron hasta que el entrecruzante no fue detectado por espectroscopia UV-Vis. Se
secaron a 50 °C en estufa hasta peso constante logrando (IV) QUIT-TPP (post

precipitacion) seco.

Se explord el entrecruzamiento con TPP en solucion acida. La incorporacion del TPP
se realizd incorporando la masa de TPP disuelta en 0,5 mL de agua destilada. Se
precipitaron en NaOH 3,75 M y etanol 20%. Las particulas precipitadas, (V) QUIT-TPP
(solucion acida) en estado huimedo, se lavaron con agua destilada hasta la neutralidad. Se
secaron en estufa a 50 °C hasta peso constante, obteniendo (VI) QUIT-TPP (solucion

acida) en estado seco.

La masa de TPP en todos los casos correspondi6 a una concentracion de 30% m/m

(Tabla 8.2). Se mantuvo bajo agitacién durante 1 h.

Tabla 8.2 — Masa de TPP 85% utilizado para el entrecruzamiento en solucion acida.

Agente entrecruzante (TPP)
TPP/QUIT QUIT/B2m (mg) TPP (mg) TPP 85% (mg)
0,3 175 52,5 61,76

Los solidos obtenidos se caracterizaron mediante remocion de RAS ([adsorbente] =

10 mg en 5 mL; [colorante] = 20 mg L™!; pH 9,4; 30 °C; 200 rpm en shaker; 1 y 3 h).
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8.2.8. Efecto de la variacion del contenido de biomasa en esferas de QUIT

Se prepar6 una solucion de QUIT puro (175 mg en 5 mL 5% v/v), y se agregd B2m
con las siguientes relaciones de B2m (mg)/QUIT (mg): 0,20; 0,30; 0,40. Se precipitaron
las soluciones en NaOH 3,75 M y etanol 20%.

La capacidad de adsorcion de los solidos obtenidos fue evaluada en 20 mg L' RAS

(5 mL a pH 9,4); 30 °C y 200 rpm en shaker; 1 y 3 h.

8.2.9. Efecto de la concentracion de adsorbente y de los colorantes en la adsorcion
de RAS y NII sobre esferas de quitosano y biomasa

El adsorbente sintetizado (B2m/QUIT = 0,3) se aplico en la adsorcion de RAS y NII

bajo las siguientes condiciones: [colorante] 20 mg L' en buffer pH 7 para RAS y agua

destilada para NII; 30 °C y 200 rpm en shaker. El volumen de adsorcion fue de 3 mL. Se

tomaron muestras a tiempos 0,5, 1, 2 y 3 h. El volumen usado para el analisis por

espectroscopia UV-Vis, fue devuelto a la reacciéon luego de cada medicion. Las

concentraciones de adsorbente a explorar fueron 2, 8, 14 y 20 g L.

La capacidad de adsorcion estd definida en base a las isotermas de adsorcion en
solucion. La isoterma de adsorcion es la relacion de dependencia, a una temperatura
constante, de la cantidad de adsorbato adsorbido por peso unitario de adsorbente, con
respecto a la concentracion del adsorbato en equilibrio. Se analizo el ajuste de los
resultados de adsorcién variando concentracion de adsorbente y de los colorantes a
diferentes modelos de adsorcion con el fin de caracterizar el sistema. Se define Co como
la concentracion inicial de los colorantes en solucion, y Ce como la concentracion en el
equilibrio (definida a 3 h de adsorcion para RAS y NII). La capacidad de intercambio en
el equilibrio, qe, refiere a la masa del colorante adsorbido (mg) por unidad de masa del

adsorbente (mg).

Se han desarrollado ecuaciones o modelos matematicos que se ajustan a las distintas
isotermas experimentales. Las ecuaciones que se usan frecuentemente son las propuestas

por Langmuir, Freundlich y Bunauer-Emmer y Teller [31], [32].
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Langmuir

Es una de las ecuaciones mas conocidas y mejor fundamentadas. Segun este modelo,
la adsorcidn tiene lugar en sitios homogéneos especificos dentro del adsorbente y, una
vez que una molécula de colorante ocupa uno, no puede adsorberse otra en ese sitio. El

modelo de la isoterma de Langmuir no lineal se presenta en la Ecuacion 8.1.

Ecuacion 8.1 — Isoterma de Langmuir.

— Qmax KL Ce
=711k,

Donde:

o q,: cantidad de colorante adsorbido por unidad de masa del adsorbente (mg g™!)
en el equilibrio

o C,: concentracion en el equilibrio del colorante en solucién (mg L)

o K, : constante de equilibrio de la isoterma de adsorcién de Langmuir (L mg™)

O  Qmax: Maxima capacidad de adsorcion (mg g!)

Esta ecuacion puede linealizarse a través de la consideracion de la inversa de la
expresion no lineal. Rr, o factor de separacion, se calcula como Rr=1/(1+ Kr x Co). Si el
valor de Rv esta entre 0 y 1, es considerado un proceso favorable. Si es mayor que 1 se
considera no favorable. Si es igual a 1 se considera lineal, y es irreversible si el valor es

0.
Freundlich

La isoterma de Freundlich da la relacion entre las capacidades de equilibrio de las
fases liquida y s6lida, suponiendo que la adsorcion multicapa se produce en una superficie
heterogénea. Esta isoterma se derivd del supuesto de que los sitios de adsorcion se
distribuyen exponencialmente con respecto al calor de adsorcion. El modelo de la
isoterma de Freundlich, en su forma no lineal y lineal, se presenta en la Ecuacion 8.2 y

Ecuacion 8.3, respectivamente.

Ecuacion 8.2 - Isoterma de Freundlich no lineal.

de = Kr Cel/n
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Ecuacion 8.3 - Isoterma de Freundlich lineal.

Inqg, =Inap + bgInC,
Donde:

o Kpg: constante de Freundlich, relacionada con la capacidad de adsorcion, [(mg g™)

(L/g)'"

o n: factor de heterogeneidad.

8.2.10. Estudio computacional simple de la adsorcion de NII y RAS sobre QUIT

La quimica computacional abarca una variedad de métodos matematicos que caen en
dos grandes categorias: la mecanica molecular y la mecéanica cuantica. La mecanica
molecular aplica las leyes de la fisica clasica a los nucleos moleculares sin la
consideracion explicita de los electrones. Por su parte, la mecéanica cuéntica se basa en la
ecuacion de Schroedinger para describir una molécula con la consideracion explicita de
la estructura electronica. Estos métodos se subdividen en dos clases: los ab-initio y los

semiempiricos.

Los métodos computacionales calculan las superficies de energia potencial de las
moléculas. Realizan célculos de energia de punto tnico (es decir, el valor de la energia
potencial de una dada combinacién de coordenadas atdomicas), optimizaciones de
geometrias y calculos de propiedades (entre ellas el calor o entalpia de formacion). Estos
métodos pueden realizar busquedas conformacionales y simulaciones de dindmica

molecular.

El método de mecanica molecular disponible en Chem3Dbio - Office Ultra permite
la consideracion de miles de atomos, contiene pardmetros para moléculas organicas
(incluyendo polisacaridos) y hace calculos considerando fase gas. Dentro de las
facilidades se encuentra la minimizaciéon de energia estérica para localizar
conformaciones estables, calculo de punto Unico para comparar conformaciones de una
misma molécula, calculo del impacto de la variacién de angulos diedros en moléculas

pertinentes y el estudio del movimiento molecular a través de la dinamica molecular.

La mecénica molecular trata a los atomos como esferas de radios caracteristicos
definidos y a los enlaces como resortes. La matematica de la deformacion de resortes (Ley
de Hooke) se utiliza para describir la habilidad de los enlaces para estrecharse, doblarse

y torsionarse. Los dtomos no enlazados y a distancias mayores de 2 enlaces interactuan a
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través de atracciones de Fuerzas de van der Waals, repulsion estérica y atraccion o
repulsion electrostatica. La energia potencial, E, de una molécula se define como la suma
de la energia de estrechamiento, la de flexion, la de torsion y la energia de interaccion de
no enlace. De este modo, la mecénica molecular describe la energia de una molécula en
términos de un set de funciones de energia potencial derivadas de la fisica clasica. Las
funciones de energia potencial y los parametros utilizados para su evaluacion son
conocidos como “Campo de Fuerza”. Chem 3D utiliza una version del campo de fuerza
del Dr. Allinger (MM2). Las energias de la mecanica molecular no tienen sentido como
cantidades absolutas. S6lo pueden usarse para comparar energias estéricas relativas entre
dos o mas conformaciones de la misma molécula o del mismo conjunto de moléculas (sin

cambios en el nimero de d&tomos o en el numero de enlaces).

Los métodos semiempiricos se basan en aproximaciones al operador hamiltoniano
de la ecuacion de Schroedinger. La primera aproximacion es la de Born-Oppenheimer,
que permite el tratamiento separado de las energias de los electrones y la nuclear. Debido
a las diferencias de masa, el nucleo se mueve mucho mas lento que los electrones. Esta
aproximacion considera fijo al nicleo mientras que los electrones se mueven. Otra
aproximacion asume que los electrones actian independientes unos de otros de tal forma
que estan influenciados por un campo promedio creado por todos los electrones y el
nucleo. Cuando hay 2 o mas centros y muchos electrones se necesita una nueva
aproximacion que se denomina el operador de Fock. Este operador esta compuesto por
Hamiltonianos de 1 electrén que describen interacciones 1 electron - 1 centro y es
suplementado por términos que describen la interaccion entre 2 electrones. Estos términos
incluyen una matriz de densidad e integrales de Coulomb y de intercambio. Los métodos
ab-initio utilizan la forma completa del operador de Fock para construir la ecuacion de
onda, mientras que los métodos semiempiricos utilizan operadores de Fock simplificados
en los cuales una matriz de elementos de 1 electron y algunos de los términos integrales
de 2 electrones estan reemplazados por parametros determinados empiricamente

(experimentales).

Los métodos semiempiricos disponibles se pueden aplicar hasta sistemas con 300
atomos totales y 120 atomos pesados. Estan parametrizados para compuestos organicos,
organometalicos y oligomeros (péptidos, nucleotidos y sacaridos), considera fase gas o
distintos solventes como entornos y permite el calculo de estados fundamentales, de

transicion y estados excitados. El método semiempirico, PM3 o modelo parametrizado
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version 3, puede aplicarse a elementos de los grupos 14, 15, 16 y 17, y periodos del 2 al

5, ademas del H. Permite la asignacion de cargas negativas en elementos electronegativos.

El procedimiento elegido implico realizar primero un modelo de QUIT para el
calculo PM3 y luego un modelo ampliado de QUIT para el calculo de mecanica molecular
utilizando el método MM2. Las moléculas de RAS y NII se simularon completas, con el
grupo sulfonico anidnico. Se minimizo la energia de cada molécula en 5 conformaciones
diferentes en ambos modelos: el modelo ampliado de QUIT y el modelo local de PM3.
El célculo se realizo en el método MM2 hasta que la diferencia entre dos simulaciones
sucesivas fue menor que un gradiente seleccionado (0,1 Kcal/mol). Se obtuvo la energia
estérica correspondiente a las distintas conformaciones. El método semiempirico PM3 se
utiliz6 para calcular la entalpia de formacioén del modelo colorante-QUIT reducido, una

vez minimizada su energia estérica por un calculo MM2.

El estudio del modelado molecular respecto a la adsorcion de RAS y NII fue
realizado por la Dra. Ferreira. Se utiliz6 el programa ChemBio3D Ultra para evaluar en
forma comparativa las conformaciones de los colorantes adsorbidos sobre QUIT. Se

exploraron dos tipos de calculos:

(a) Utilizando mecanica molecular tipo MM2. Se compararon en términos de energia
estérica distintas conformaciones de los colorantes sobre el QUIT.

(b) Utilizando el método PM3. Se compararon las entalpias correspondientes a los
minimos conformacionales de los colorantes sobre la superficie del QUIT.

Para los colorantes NII y RAS, se compararon las siguientes formas de adsorcion:

o Forma 1 - Perpendicular con el grupo sulfonico cerca de la superficie del QUIT.

o Forma 2 - Perpendicular con el grupo sulfonico alejado de la superficie del QUIT.

o Forma 3 - Paralelo a la superficie del QUIT.

o Forma 4 - Lateral, con el grupo sulfonico y grupos OH cercanos a la superficie
del QUIT.

o Forma 5 - Lateral, con los grupos OH alejados de la superficie del QUIT.
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8.3.  Resultados
8.3.1. Biomasa derivada de Araujia sericifera

Los frutos de Araujia sericifera (Figura 8.3a) se pelaron y se les retiraron las semillas.
La pulpa del fruto triturada (Figura 8.3b) constituye la biomasa cruda, previo al inicio del

acondicionamiento.

Figura 8.3 — (a) Fruto de Araujia sericifera. (b) Biomasa triturada pre acondicionamiento.

8.3.2. Acondicionamiento de la biomasa

La biomasa lavada (Figura 8.4a), procesada y filtrada (Figura 8.4b), secada (Figura
8.4c) pudo llevarse a una granulometria menor a 74 pum (Figura 8.4d) utilizando un
mortero. Esta biomasa se denominé B2m. Ademas, se obtuvo un remanente de biomasa

con una granulometria mayor a 74 um, denominandose B2M (Figura 8.4e y Figura 8.4f).

332



| Capitulo VIII — Adsorcion de colorantes sobre quitosano/biomasa de Araujia sericifera

Figura 8.4 — Biomasa (a) triturada y lavada con agua destilada; (b) filtrada; (c) secada en estufa
(50 °C); (d) tamizada en malla 74 micras (B2m); (e y f) granulometria mayor a 74 micras (B2M).

Los resultados de la caracterizacion mediante FTIR-DRIFTS de la a-celulosa y de la
biomasa derivada del fruto de Araujia sericifera se presentan en la Figura 8.5. Las bandas
encontradas coinciden con reportes en la literatura [33], [34]. Se observa en los espectros
la banda correspondiente al estiramiento del enlace O-H entre 3600 y 3200 cm™'. Entre
3000 y 2800 cm!' se presenta el pico asociado al estiramiento del enlace C-H
correspondiente a grupos metilos y metilenos. En 1600 cm™!' aparece una banda que se

asocia al H20 absorbida por las muestras.

En el espectro de la a-celulosa, entre 1500 y 1200 cm™! se detectan bandas que se
relacionan con enlaces C-H, C-Hz y OH. El estiramiento del enlace C-O-C en el enlace

B(1,4)-glicosidico y en el C-OH de la celulosa se presenta entre 1200 y 850 cm’!.

La banda presente entre 1800 y 1700 cm™! en la biomasa, ausente en la a-celulosa, se
asigna al estiramiento del grupo carbonilo de la hemicelulosa. Los picos del espectro que
se encuentran aproximadamente en 1600 y 1500 cm™! se asocia a la vibracién de la
estructura aromatica de la lignina, mientras que cerca de 1300 cm! se presenta el pico

asociado a la vibracion de estiramiento del enlace C=0 de la lignina.
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Figura 8.5 — Espectros FTIR-DRIFT de biomasa y a-celulosa.

8.3.3. Tratamiento quimico de la biomasa

Se reporta en la literatura el tratamiento quimico de la biomasa con el fin de activar
la superficie [35], [36], [37]. Las particulas de B2m en NaOH se presentaron en solucion
homogénea (Figura 8.6a), mientras que las particulas de B2M se observaron suspendidas
en la solucion alcalina (Figura 8.6b). Se lavaron B2M y B2m luego del tratamiento basico
hasta pH 10-11 y 7-8, respectivamente. Luego del tratamiento acido, el lavado con agua
destilada se realizo para ambas biomasas hasta pH 6-7. Al secar hasta peso constante se
obtuvo el solido presentado en la Figura 8.7, el cual se mortereé hasta lograr un polvo

nuevamente.

Figura 8.6 — Biomasa (a) B2m y (b) B2M en NaOH 0,1 M.

334



| Capitulo VIII — Adsorcion de colorantes sobre quitosano/biomasa de Araujia sericifera

Figura 8.7 — (a) B2m-ba y (b) B2M-ba pre y post secado en estufa a 50 °C.

Las biomasas tratadas con NaOH-HCI (B2m-ba y B2M-ba) no adsorbieron RAS bajo

las condiciones ensayadas (Figura 8.8).

25 1 Buffer Tris-HCI pH 9
2 ~———RAS inicial
——B2m-ba - 1h
1,5 1
~——B2m-ba - 1h

Absorbancia

190 290 390 490 590 690
Longitud de onda (nm)

Figura 8.8 — Espectros UV-Vis (190-750 nm) de soluciones de RAS inicial y a 1 h ([RAS] =20
mg L'; pH 9,4; [adsorbente] = 0,5 g L™'; 30 °C; 200 rpm en shaker.

Los resultados de los ensayos realizados para evaluar el efecto del cambio del pH de
la solucion del colorante se presentan en la Tabla 8.3. La disminucion del pHa 5y a 7 no
favorece la adsorcion sobre B2m-ba y B2M-ba de RAS bajo las condiciones ensayadas.
En agua destilada, la solucion de RAS a pH 7 en contacto con la biomasa disminuye su
pH a 6, produciendo un cambio en la longitud de onda de absorcion caracteristica del
colorante (Figura 8.9). Sin embargo, considerando que el espectro final (a 2 h) pasa por
el punto isosbéstico que presentan los espectros de RAS en una concentracion de 20 mg

L' a diferentes pH, puede estimarse que no hubo cambios en su concentracion, por lo que
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las biomasas evaluadas no adsorben RAS bajo estas condiciones. Las biomasas sin tratar

y la a-celulosa tampoco presentaron capacidad de remocion de RAS a pH 9.

Tabla 8.3 — Resultados de ensayos de adsorcion utilizando biomasa tratada variando el pH de la
solucion de RAS.

Adsorbente Longitud de  Abs Abs %

Tipo de biomasa (mg) pH onda (nm) inicial final adsorcion

B2m-ba 4,99 5 (buffer) 424 0,244 0,242 0,82
B2M-ba 5,05 5 (buffer) 0,245 0,249 0
B2m-ba 5,00 7 (buffer) 515 0,377 0,373 1,06
B2M-ba 5,08 7 (buffer) 0,381 0,384 0
B2m-ba 5,03 6-7 (AD) Movimiento 0,214 - -
B2M-ba 5,12 6-7 (AD) de pico 0,214 - -
B2m 5,01 9 0,389 0,398 0
B2M 5,13 9 515 0,389 0,398 0
a-celulosa 4,99 9 0,389 0,389 0
2 1 —— RAS INICIAL (20 mg/L) - pH 6-7 (AD)
1,8 1 B2m-ba - 2h - pH 6 (AD)
1,6 1 B2M-ba - 2h - pH 6 (AD)
1,4 4
\ RAS (20 mg/L) -pH 5
g 12 N
§; a RAS (20 mg/L) - pH 7
2 | /
Z2os{ \/7 RAS (20 mg/L) - pH 9
0,6
0,4
0,2

0 T T T T T
190 290 390 490 590 690

Longitud de onda (nm)

Figura 8.9 — Espectros UV-Vis (190-750 nm) de RAS 20 mg L™ bajo diferentes pH, y luego de
adsorcion con B2m-ba y B2M-ba en agua destilada por 2 h.

Los resultados obtenidos en los ensayos de remocion de NII se presentan en la Tabla

8.4. Los adsorbentes testeados tampoco fueron capaces de remover este colorante.

Pudo establecerse que, en ausencia de tratamiento y con un tratamiento basico/acido,
la biomasa no tiene, ni adquiere, la capacidad de remover RAS y NII bajo las condiciones
exploradas. Se propuso como estrategia para activar la superficie de la biomasa, un

tratamiento con APTS.
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Tabla 8.4 — Resultados de adsorcion de NII utilizando biomasas derivadas de Araujia sericifera
(INII] =20 mg L' a pH 9 en buffer; [adsorbente] = 0,5 g L™'; 30 °C y 200 rpm en shaker; 2 h).

Adsorbente Longitud
Tipo de biomasa de onda Absinicial Abs final % adsorcion
(mg) (nm)

B2m-ba 5,00 1,151 1,144 0,61
B2M-ba 5,03 1,151 1,148 0,26
B2m 5,15 484 nm 1,151 1,142 0,78
B2M 5,04 1,151 1,145 0,52
o-Celulosa 5,02 1,151 1,135 1,39

8.3.4. Tratamiento de biomasa con APTS

El objetivo del tratamiento fue silanizar y aminar la biomasa mediante la
incorporacién de APTS que interaccionaria con los OH disponibles. Los grupos amino
exhiben propiedades bifuncionales para adsorber compuestos anidénicos y catidnicos a
diferentes valores de pH en solucion acuosa. La hipotesis fue que la reaccion de
silanizacion dotaria a la biomasa de una mayor resistencia mecanica, hidrofobicidad y
estabilidad térmica y quimica, ademas de mejorar la adsorcion. Sin embargo, como se
presenta en la Figura 8.10, el tratamiento con APTS, segtn el protocolo establecido, no
conduce a una mejora en la capacidad de adsorcion de RAS y NII por parte de la biomasa.
Se observa un aumento de la absorbancia en longitudes de onda baja, lo cual indicaria el

paso a la solucion de alglin componente de la biomasa.

1,5 1
< Blanco
k3 1 - \
g = RAS inicial
.=
S RAS final
<03 2N
0 /\
190 290 390 490 590 690

Longitud de onda (nm)
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Figura 8.10 — Espectros UV-Vis de soluciones iniciales y finales de (a) RAS y (b) NII puestas
en contacto con B2m tratada con APTS.

En funcién de los resultados obtenidos, se concluye que la biomasa acondicionada
segun lo descrito y bajo las condiciones de adsorcion estudiadas, no es eficiente como
adsorbente para la remocioén de RAS y NII. Sin embargo, su incorporacion en un sélido
esférico en reemplazo parcial de QUIT resulta interesante considerando que, si bien este
ultimo deriva de residuos marinos y posee un costo bajo relativo a otros adsorbentes como

carbon activado, tiene asociado inconvenientes en torno a su produccion.

La produccion de QUIT posee el requerimiento de gran cantidad de productos
quimicos y energia, siendo perjudicial para la salud humana y el ambiente, ya que da lugar
a la produccion de materiales que tienen aplicaciones posteriores limitadas [38]. El
proceso requiere 1 ton de agua fresca (agua de proceso y agua en soluciones quimicas)
por kg de QUIT, y genera alrededor de la misma cantidad de agua residual que es dificil
de tratar debido a la presencia de pigmentos, proteinas y otras impurezas [39].
Adicionalmente, por cada kg de quitina, se libera a la atmosfera alrededor de 0,9 kg de

COz [40].

8.3.5. Incorporacion de biomasa en esferas de QUIT
Se obtuvieron soluciones de QUIT y QUIT/B2m en proporciones 80/20 y 60/40, tal

como muestra la Figura 8.11.
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Figura 8.11 — Soluciones de (1) QUIT; (2) QUIT/B2m (80/20); QUIT/B2m (60/40) en é4cido
acético 5% v/v.

Al precipitar las soluciones sobre un medio alcalino, se encontrd que la concentracion
de QUIT asociada a una relacion QUIT (mg) / mL 4cido acético 5% v/v igual a 35 es un
requisito para la formacion de un sélido esférico. En la Figura 8.12a, b y ¢, se presentan
los soélidos obtenidos a partir de soluciones acidas de QUIT, QUIT/B2m (80/20) y
QUIT/B2m (60/40), respectivamente.

Figura 8.12 — Solido obtenido al precipitar en medio alcalino soluciones acidas de (a) QUIT puro;
(b) QUIT/B2m (80/20); (c) QUIT/B2m (60/40).

Cuando se mantuvo la concentracion de QUIT (35 a 1, la relacion mg QUIT/ mL
acido acético 5%v/v) y se agrego la biomasa 25% m/m (que corresponde a 0,33 la relacion
mg B2m/mg QUIT) se obtuvo un sélido esférico al precipitar sobre solucion alcalina. La
solucion debid gotearse desde una distancia minima a la solucion de NaOH. Las esferas
de QUIT puro en estado himedo (Figura 8.13a) presentan color blanco, mientras que las
compuestas por QUIT/B2m (Figura 8.13c¢) tienen un leve color beige. Presentan un gran
contenido de humedad, por lo que al secarse reducen considerablemente su tamafio. Las
esferas de QUIT puro (Figura 8.13b) y con biomasa (Figura 8.13d) secas presentan un

color amarillento con caracteristica cristalina y opaca, respectivamente.
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Figura 8.13 — Esferas de QUIT puro-TPP (a) humedas y (b) secas. Esferas de QUIT/B2m (25%
biomasa)-TPP (c¢) humedas y (d) secas.

En la Tabla 8.5 se presenta la masa de so6lido por esfera para esferas de QUIT puro y
QUIT/B2m. Con esta informacion, se calcul6 la masa de TPP requerida para entrecruzar
las esferas utilizando una relacion TPP/s6lido = 0,3 (30% m/m) en un volumen de 2 mL

de buffer pH 7 durante 1 h a temperatura ambiente bajo agitacion (200 rpm) en shaker.

Tabla 8.5 — Porcentaje de peso seco presente en las esferas himedas de QUIT y QUIT/B2m.

Material 5 esferas 5 esferas secas Masa por QUIT en peso
himedas (mg) (mg) esfera (mg) himedo (%)
QUIT 39,19 1,27 0,254 3,24
QUIT/B2m 41,14 1,49 0,298 3,62

Los resultados de adsorcion de RAS de las esferas de QUIT-TPP y QUIT/B2m-TPP
se presentan en la Tabla 8.6. Se obtuvieron remociones bajas del colorante utilizando el
solido seco. Se infiere que, al igual que las esferas magnéticas de QUIT, las esferas de
QUIT puro al secarse pierden superficie de contacto, conduciendo a remociones bajas.
En ensayos siguientes se explord su aplicacion en estado humedo, y se evaluo el efecto

del entrecruzamiento en el sélido.
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Tabla 8.6 — Resultados de las adsorciones con los materiales basados en QUIT, B2m y
entrecruzante (TPP). Las condiciones de reaccion fueron [RAS] 15 mg L™ en buffer Tris 0,1 M-
HCI; pH 9,4; 2 g L' adsorbente (10 mg en 5 mL); 30 °C y 200 rpm en shaker.

Adsorbente Adsorbente Abs inicial Abs1h % adsorcion
(mg) lh
QUIT-TPP (post precipitacion) 10,25 0,314 0,298 5,1
SECo
QUIT-B2m-TPP (post 10,20 0,314 0,300 4.5

precipitacion) seco

8.3.6. Efecto del entrecruzamiento en esferas puras de QUIT

Inicialmente, se prepararon las soluciones acidas de QUIT puro y de QUIT-TPP. La
incorporacion del TPP en 0,5 mL de agua destilada permitié una solucion homogénea en
1 h de agitacién. El entrecruzamiento del QUIT con el TPP se evidencia en el cambio de
la solucion de QUIT desde una coloracion amarillenta cristalina (Figura 8.14a) hacia una

coloracion blanca opaca (Figura 8.14b).

Figura 8.14 — Solucion acida de (a) QUIT puro y (b) QUIT-TPP.

Las dos soluciones acidas: QUIT puro y QUIT-TPP permitieron obtener sélidos
esféricos. Se sintetizaron esferas de QUIT puro; QUIT-TPP (entrecruzado post
precipitacion); y QUIT-TPP (entrecruzado en solucion &cida), tal como se observa en la

Figura 8.15.
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Figura 8.15 — Esferas de (a) QUIT puro; (b) QUIT-TPP (post precipitacion); (c) QUIT-TPP
(soluciodn acida).

En funcion del peso seco, se obtuvo el nimero de esferas himedas que contienen 10
mg de material seco, siendo 35, 30 y 25 para las esferas de QUIT puro, QUIT-TPP (post
precipitacion) 'y QUIT-TPP (solucion 4cida), respectivamente. Un mayor

entrecruzamiento implica una mayor densidad del sélido esférico.

Los resultados de remocion de RAS obtenidos para los solidos preparados se
presentan en la Tabla 8.7. En la Figura 8.16 se presentan las remociones de cada
adsorbente en funcion del tiempo, y una fotografia del adsorbente coloreado luego de la
adsorcion de RAS.

Tabla 8.7 — Resultados de las adsorciones con los materiales basados en quitosano, biomasa

(B2m) y entrecruzante (TPP). Las condiciones de reaccion fueron [RAS] 20 mg L' en buffer Tris-
HCI; pH 9,4; 2 g L' adsorbente (10 mg en 5 mL); 30 °C y 200 rpm en shaker.

Adsorbente Adsorbente (mg) % remociéon % remocion
1h 3h
QUIT puro himedo 10,09 19,4+0,56 20,8
QUIT puro seco 10,26 3,0 6,2
QUIT-TPP (post precipitaciéon) himedo 10,15 11,9 13,1
QUIT-TPP (post precipitacion) seco 10,11 4,2 5,4
QUIT-TPP (solucién acida) himedo 9,94 8,7 9,4
QUIT-TPP (solucion acida) seco 10,11 4,2 6,9

Las esferas de QUIT puro, QUIT-TPP entrecruzadas post precipitacion y QUIT-TPP
entrecruzadas en solucion acida presentaron bajas adsorciones de RAS cuando fueron
aplicadas secas, siendo 6,2, 5,4 y 6,9%, respectivamente. Por otro lado, las esferas
aplicadas en estado humedo presentaron mayor capacidad de adsorcion, aunque aun
limitada bajo las concentraciones de adsorbente ensayadas. Los porcentajes de adsorcion
alcanzados por esferas de QUIT puro, QUIT-TPP entrecruzadas post precipitacion y

QUIT-TPP entrecruzadas en solucion &cida fueron de 20,8, 13,1 y 9,4%, respectivamente.
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Pareceria que aumentando el grado de entrecruzamiento, disminuye la capacidad de
adsorcion. Esto podria asociarse al menor nimero de sitios disponibles en el QUIT a
medida que aumenta el entrecruzamiento. Es importante aclarar que las esferas
entrecruzadas en solucion 4cida presentaron mayor fragilidad, desprendiendo fragmentos
luego de las 3 h de agitacion en shaker. Considerando los resultados obtenidos, los

ensayos posteriores se realizaron utilizando esferas de QUIT sin entrecruzar, y en estado

himedo.
25 ~ ,
—@— (1) QUIT puro hiimedo
- @ — (2) QUIT puro seco
20 a4 —&— (3) QUIT-TPP (post prec.) himedo
— @ = (4) QUIT-TPP (post prec.) seco
= s —o— (5) QUIT-TPP (sol. 4cida) himedo
-‘§ - ~ ® = (6) QUIT-TPP (sol. 4cida) seco
5
— 10 .
© —0
] ==== _--:—_-':—':—i
’ -8 TTEET |
- ~-®~ s o s o v o e
0 T T 1 T
0 1 2 3

Tiempo (h)

Figura 8.16 — Remocion de RAS por adsorcion en funcion del tiempo sobre esferas de QUIT;
QUIT-TPP (post precipitacion) y QUIT-TPP (solucion acida) humedas y secas.

8.3.7. Efecto de la variacion del contenido de biomasa en esferas de quitosano
Los solidos obtenidos a partir de soluciones acidas de QUIT puro y diferentes

relaciones B2m/QUIT (0,20; 0,30; 0,40) se presentan en la Figura 8.17.
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Figura 8.17 — (a) QUIT puro; (b) B2m/QUIT = 0,2; (¢) B2m/QUIT = 0,3; (d) B2m/QUIT = 0,4.

Un contenido de biomasa de hasta 0,3 mg de B2m por mg de QUIT permite la

precipitacion de particulas. La precipitacion desde una distancia minima y sin agitacion

magnética del NaOH permite obtener particulas con mayor grado de homogeneidad.

La capacidad de adsorcion de particulas humedas de QUIT puro, B2m/QUIT = 0,2,
B2m/QUIT = 0,3 y B2m/QUIT = 0,4 fue evaluada en 20 mg L' de RAS (5 mL a pH 9,4;

30 °C y 200 rpm) obteniendo los resultados presentados en Tabla 8.8.

Tabla 8.8 — Adsorcion (%) de RAS utilizando particulas de QUIT puro y QUIT-biomasa.

Adsorbente Adsorbente en S mL % adsorcion % adsorcion mg L RAS
(htimedo) (mg) 1h 3h removidos por
mg QUITa3h
QUIT puro 10,13 18,6 20,3 0,40
B2m-QUIT (0,2) 10,13 19,6 19,6 0,46
B2m-QUIT (0,3) 10,20 19,6 19,6 0,50
B2m-QUIT (0,4) 10,13 12,4 14,1 0,39
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Manteniendo la concentracion de QUIT en 35 mg mL™! de solucion 4cida (4cido
acético 5% v/v) puede incorporarse B2m hasta una relacion B2m (mg) /QUIT (mg) de
0,3 sin que las particulas se fragmenten durante la precipitacion y la manipulacion.
Ademas, las particulas mantienen el porcentaje de remocion de RAS a 3h, lo cual implica
una mayor eficiencia por parte del QUIT en la remocidn del colorante en presencia de la
biomasa. Sin embargo, cuando la biomasa se agrega en una proporcion de 0,4, las

particulas son fragiles y disminuye su capacidad de adsorcion.

8.3.8. Efecto de la concentracion de adsorbente y de los colorantes en la adsorcion
de RAS y NII sobre esferas de quitosano y biomasa

En la Figura 8.18a se presentan los resultados de remocion de RAS (20 mg L) con
diferentes concentraciones de adsorbente. En la Figura 8.18b se muestra una fotografia
de la solucién inicial de RAS (20 mg L) en matraz, el adsorbente luego del proceso de
adsorcion (3 h) y las soluciones finales. Se encontrd que con 14 g L' de adsorbente se
logra una remocion del 100% de RAS. Al utilizar 14 g L' de adsorbente y aumentar la
concentracion de colorante, se alcanzan remociones del 94,4, 89,0 y 84,1% para

concentraciones del colorante correspondientes a 50, 70 y 100 mg L™ (Figura 8.19).

Respecto al colorante NII, en la Figura 8.20a se presentan las remociones alcanzadas
con diferentes concentraciones de adsorbente, logrando con 20 g L' una remocion
maxima de 43,7%. En la Figura 8.20b se presenta una fotografia de la solucion inicial de
NII (20 mg L") en matraz, el adsorbente luego del proceso de adsorcion (3 h) y las
soluciones finales. Aumentos en la concentracion del colorante a 50 y 100 mg L,

conduce a remociones de 36,9 y 29,7%, respectivamente (Figura 8.21).
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Figura 8.18 — (a) Resultados de adsorcién de RAS (20 mg L) sobre QUIT-B2m con
concentraciones del adsorbente correspondientes a 2, 6, 8, 14y 20 g L' (pH 7; T = 30 °C; 200
rpm en shaker). (b) Fotografia de solucién inicial de RAS (20 mg L) en matraz, adsorbentes post
3 h de adsorcion y soluciones finales para cada concentracion de adsorbente.
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Figura 8.19 - Resultados de adsorcion de RAS sobre QUIT-B2m para concentraciones del
colorante correspondientes a 20, 50, 70 y 100 mg L™ (pH 7; T = 30 °C; 200 rpm en shaker).
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Figura 8.20 - Resultados de adsorcion de NII (20 mg L) sobre QUIT-B2m con concentraciones
del adsorbente correspondientes a 2, 8, 14 y 20 g L' (pH 6,7 en agua destilada; T = 30 °C; 200
rpm en shaker). (b) Fotografia de solucién inicial de NII (20 mg L") en matraz, adsorbentes post
3 h de adsorcion y soluciones finales para cada concentracion de adsorbente.
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Figura 8.21 - Resultados de adsorcion de NII sobre QUIT-B2m para concentraciones del colorante
correspondientes a 20, 50 y 100 mg L' (pH 6,7; T = 30 °C; 200 rpm en shaker).
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Considerando que los resultados previos evidenciaron que la biomasa (B2m) no tiene
capacidad de adsorcion de los colorantes estudiados, tuvo sentido expresar los resultados
en términos de la masa de QUIT presente en el solido adsorbente. Dado que la relacion
biomasa (g) : QUIT (g) = 0,3. En 14 y 20 g de adsorbente, en peso seco, 10,77y 15,8 g
corresponden a QUIT. En la Tabla 8.9 se presentan los resultados de adsorcion de RAS y
NII (% de adsorcidon; mg de colorante removidos por L; y mg de colorante removidos por

g de QUIT).

Al comparar la adsorcién de RAS y NII usando 14 g L™! de adsorbente y 20 mg L
de colorantes, se observa que se adsorben 1,85 mg de RAS frente a 0,6 mg de NII por g
de QUIT. Fue claro que el adsorbente presentd6 mayor capacidad de remocion del
colorante antraquindnico respecto al azoico.

Tabla 8.9 — Resultados de remociones de RAS y NII utilizando QUIT-B2m (B2m/QUIT = 0,3)
para diferentes concentraciones iniciales de los colorantes.

Concentracion inicial de los colorantes

(mg L)
20 50 70 100
RAS Adsorcion (%) 100,00 94,40 89,00 84,10
14 gL' de RAS removido (mg L) 20,00 47,20 62,30 84,10
adsorbente mg RAS removidos por g de QUIT 1,85 4,38 5,78 7,80
NII Adsorcion (%) 43,7 36,9 - 29,70
20g L NII removido (mg L) 8,74 18,45 - 29,70
adsorbente  mg NII removidos por g de QUIT 0,57 1,20 - 1,93
NII Adsorcion (%) 32,09 - - -
14gL?! NII removido (mg L) 6,42 - - -

adsorbente  mg NII removidos por g de QUIT 0,60 - - -

En la Figura 8.22 se presentan los espectros FTIR-DRIFTS de B2m, QUIT, RAS y
de las esferas de QUIT-B2m utilizadas en la adsorcion del colorante RAS. Las bandas del
colorante RAS se asignaron a los grupos funcionales de la molécula en funcién de la
literatura [41]. El colorante RAS presenta dos picos cercanos a 1670 y 1635 cm™ que se
asocian al estiramiento de los enlaces C=0. La banda cercana a 1500 cm’! se atribuye al
estiramiento del enlace C=C en la molécula del colorante. Las bandas que se presentan

por debajo de 1500 cm™! se relacionan a las vibraciones que involucran a los anillos
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aromaticos. Las sales de 4cido sulfénico y los sulfonatos absorben en 1230-1120 cm™ y
en 1080-1025 cm™! debido al estiramiento antisimétrico y simétrico del grupo SO3". En el
espectro FTIR-DRIFTS correspondiente a QUIT-B2m-RAS se evidencia la presencia del
colorante debido al corrimiento y pronunciamiento de la banda entre 3000 y 3600 cm™!

que se encuentran presentes en RAS.
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Figura 8.22 — Espectros FTIR-DRIFT de (a) B2m; (b) QUIT; (c) RAS; (d) QUIT-B2m/RAS.

El estudio de adsorcion de colorantes y su evaluacion segun distintos tipos de
modelos de adsorcidén estd ampliamente reportado en la literatura especifica. Se ha
estudiado el ajuste de datos de adsorcion sobre material biopolimérico a distintos modelos
(Langmuir, Freundlich, Tempkin, Generalizado, Redlich—Peterson, Toth) [42]. Se
concluyo6 que los mejores modelos tanto desde el punto de vista del ajuste simple como

del analisis del error son Langmuir y Freundlich.

Se reporta la adsorcion de azul de metileno en QUIT-clinoptilolita (Zeolita), a 25 °C,
evaluando 2, 5, 10 y 20 mg L' en 40 mL de solucion con 15 mg de adsorbente (0,375 g
L) [43]. Se encontrd que los parametros segn el ajuste de Langmuir para QUIT puro
alcanzaron 41,7 mg g™ para Qmax, con un K¢ de 0,015 y un R? de 0,9603; mientras que
para el compuesto QUIT-zeolita, Qmix alcanzé 12,95 mg g con un Kv de 0,54 y un R?
de 0,9516. En el caso del ajuste de Freundlich para QUIT puro Kr alcanz6 valores de 0,74
connde 1,21 y un R? de 0,9736 mientras que para QUIT-zeolita los valores fueron 5,20,
3,2,y 0,8339, respectivamente. Claramente, Freundlich ajusta mejor la adsorcioén sobre
QUIT, mientras que Langmuir ajusta la adsorcion del colorante sobre QUIT-

clinoptilolita. Adicionalmente, se encuentran revisiones recientes que recopilan gran
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cantidad de informacidon de parametros publicados segin la aplicacion de distintos

modelos de adsorcion para caracterizar biopolimeros como QUIT [44].

En funcion de lo expuesto, en el presente trabajo se evalud el modelo de adsorcion
de Freundlich y de Langmuir. La isoterma de adsorcion de Freundlich esta asociada con
la adsorciéon multicapa en la superficie, mientras que la isoterma de adsorcion de
Langmuir est4 asociada con la adsorciéon monocapa. La Figura 8.23 muestra la relacion
entre la masa adsorbida por unidad de masa de adsorbente y la concentracion en el

equilibrio para distintos tipos de adsorciones.

Altamente favorable /

g adsorbidos / g de adsorbente

0 Concentracion

Figura 8.23 — Relacion entre la masa adsorbida por masa de adsorbente y la concentracion en
solucion en el equilibrio. Adaptado de [45].

Las graficas de cantidad de colorante adsorbido por g de adsorbente en funcion de la
concentracion de colorante en solucion acuosa en el equilibrio para RAS y NII se
presentan en la Figura 8.24a y Figura 8.24b, respectivamente. En la Figura 8.24c se
aprecia la diferencia encontrada en relacion a la adsorcion de los dos colorantes. Como
se expuso, para RAS se logré un rango de remocion entre 84 y 100% para concentraciones
entre 20 y 100 mg L', y para NII entre 10 y 44% para concentraciones entre 10 y 100 mg
L', utilizando esferas de QUIT-B2m. Al comparar ambas curvas, es evidente que la
adsorcion de RAS es altamente favorable mientras que la de NII se acerca a la linealidad

en concentraciones bajas de Ce.
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Figura 8.24 — Masa de (a) RAS y (b) NII adsorbida utilizando 14 g L™ de adsorbente con
concentraciones iniciales entre 20 y 100 mg L™, y 20 g L' de adsorbente y concentraciones
iniciales entre 10 y 100 mg L', respectivamente. (c) Superposicion de graficas a y b.
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Los resultados de la aplicacion de los modelos de Langmuir y Freundlich a los datos

de RAS y NII sobre QUIT/B2m se resumen en la Tabla 8.10.

Tabla 8.10 — Ajuste de los resultados de adsorcion de RAS y NII a modelos de adsorcion
propuestos por Langmuir y Freundlich.

sz'lx KL

R mggh  @mg) R n K
Rojo de Alizarina S
Langmuir 0,9618 4.5 2,667 0,003-0,017 - -
Freundlich 0,9965 - - - 3.4 2,41
Naranja I1
Langmuir 0,9889 5,6 0,00661 0,589-0,938 - -
Freundlich  0,9705 - - - 1,3 0,06

Pang et al. (2021) reportan en un articulo de revision que los procesos de biosorcion
utilizando QUIT/cuarcita, QUIT/zeolita y QUIT/MgO siguen el modelo de isoterma de
Freundlich con un valor R?> mayor que el modelo de isoterma de Langmuir, tal como
ocurre en este trabajo con RAS [44]. Los autores explican que la adsorcion en estos casos
tuvo lugar en una superficie heterogénea, la interaccion se produjo entre las moléculas de
colorante con el QUIT y con las moléculas adsorbidas de colorante, lo que resulta en la
formacion de espesor molecular multicapa. Valores de KL mayores que 1 en Langmuir
indican que la adsorcidn no es favorable, mientras que valores entre 0 y 1 indican que la
adsorcion es favorable. En el caso de RAS, Langmuir no se ajusta como Freundlich, que
muestra un valor de n mayor que 1. Para valores del factor de heterogeneidad mayor a 1,
se considerd que la remocidon de los colorantes implicaba fisisorcion. Por el contrario,
para Naranja II, los datos se ajustan al modelo de Langmuir, con KiL menor a 1 y Rr entre

0,5y 1.

Es importante destacar que se utilizd este andlisis para caracterizar las esferas de
QUIT/B2m en relacion a la capacidad de adsorcion de los colorantes RAS y NII. Sin
embargo, la aplicacion del adsorbente en el contexto de la presente tesis implica su uso
luego de una primera etapa de degradacion de los colorantes, en donde, segun se ha visto
en capitulos anteriores, existe una importante degradacion de la estructura inicial. Esta
segunda etapa tendria, potencialmente, una remocién adicional de color probablemente
por adsorcion de estructuras mas simples quimicamente y de menor peso molecular

producto de la degradacion.
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La Figura 8.25 representa el proceso de biosorcion de colorantes o sus productos de
degradacion en la esfera de QUIT. La interaccion entre colorantes organicos y la
superficie del biopolimero puede producirse mediante, por ejemplo, interaccion
electrostatica, intercambio i6nico, complejacion, quelacion, microprecipitacion [44]. La
interaccion de biosorcidon entre sorbato y biosorbente se produce principalmente en dos
diferentes condiciones: sorcion superficial y sorcion intersticial. La sorcion superficial
implica difusion hasta la superficie, y ocurre cuando el sorbato se mueve a través de la
solucion y se difunde a través de la capa limite de pelicula liquida que rodea la superficie
biosorbente. Este proporciona numerosos sitios activos para la uniéon del sorbato. El
sorbato se adsorbe en los sitios de adsorcién de carga opuesta en la superficie del
biosorbente. Este fenomeno se promueve fuertemente por fuerzas de van der Waals,
interacciones dipolares o enlaces puente de hidrogeno. A este proceso le sigue la sorcion
intersticial que involucra la difusion intraparticular. El sorbato se difunde atin mas en los
poros del biosorbente y, finalmente, se adhiere a la superficie interior del mismo. Los
colorantes orgéanicos requieren un tiempo de contacto mas largo para difundir desde la
fase acuosa y alcanzar la superficie interna de los biosorbentes al pasar a través de los
poros. Cuanto menor sea el tamafio de la molécula, mayor sera la posibilidad de acceder
al interior de la esfera de QUIT o compuestos QUIT-aditivo. Este modelo es ttil para
comprender la adsorcion de colorantes y sus productos de degradacion en esferas de

QUIT como componente mayoritario.
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Figura 8.25 — Diferentes mecanismos involucrados en los procesos de biosorcion. Adaptado de
[44], [46].

8.3.9. Estudio computacional simple sobre adsorcion de NII y RAS sobre QUIT
Los resultados experimentales obtenidos plantearon interrogantes asociados a las

diferencias observadas en las remociones de RAS y NII por adsorcion con QUIT. Se

encontr6 que con 20 g L' de adsorbente, se logra remover un 100% de RAS mientras que

un 43,7% fue el maximo de remocién alcanzado para NII.

A continuacion, se presentan estudios de modelado molecular realizados por la Dra.

Ferreira, que permitieron explorar diferentes formas de adsorcion de los colorantes sobre

la superficie de QUIT.

La Tabla 8.11 presenta los resultados obtenidos para la adsorcion de NII sobre QUIT.
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Tabla 8.11 — Resultados obtenidos a partir del modelo MM2 y PM3 para la adsorcion de NII sobre
QUIT.

Forma 1 2 3 4 2
Modelo PM3
Entalpia de formacion (Kcal/mol) e 109 i e o
Modelo MM?2 212,7 2318 195,5 236,5 218,9

Energia estérica (Kcal/mol)

En el modelo PM3, cuanto mas exotérmica es la entalpia de formacion, mas estable
es la estructura conformacional. Se obtuvo la siguiente secuencia de menor a mayor
estabilidad: Forma 2 < Forma 1 < Forma 4 < Forma 3 < Forma 5. Desde el punto de vista
electronico, la Forma 5 (lateral, con el grupo sulfénico y grupos OH cercanos a la
superficie del QUIT) es 33 Kcal/mol mas estable que la Forma 2 (perpendicular con el
grupo sulfonico alejado de la superficie del QUIT), y es similar energéticamente a la
Forma 3 (paralela a la superficie del QUIT), la segunda mas estable. Por otro lado, en el
modelo MM2 cuanto menor es la energia estérica, menor es la repulsion entre el colorante
y la superficie del QUIT. Por lo que, desde el punto de vista estérico, la secuencia de
estabilidad de menor a mayor estabilidad es: Forma 4 < Forma 2 < Forma 5 < Forma 1 <

Forma 3.

Segun estos resultados, el colorante NII se adsorberia en forma lateral, con
interaccion principal del grupo sulfonico; en forma paralela al QUIT, con interaccion
entre el grupo sulfénico y los OH e H de los grupos OH y NH: del biopolimero; y en

forma perpendicular a través de interacciones similares.

Adicionalmente, es posible la adsorcién por formacion de enlaces puentes de
hidrogeno con moléculas de colorante cercanas, sobre todo en forma paralela a la
superficie. Esta forma muestra menor energia estérica que la adsorcion en forma
perpendicular. Puede ocurrir la adsorcion de moléculas de NII en multicapa, presentando
una diferencia en la energia estérica con la Forma 3 de aproximadamente 30 Kcal/mol.

La Figura 8.26 presenta las formas de adsorcion multicapa del colorante NII.
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Adsorcion perpendicular
a la superficie del QUIT
204,72 Kcal/mol

Adsorcion paralela
a la superficie del QUIT
164,6 Kcal/mol

Figura 8.26 — Formas de adsorciéon multicapa de NII sobre QUIT.

La Tabla 8.12 presenta los resultados obtenidos para la adsorcion de RAS sobre QUIT.

Tabla 8.12 - Resultados obtenidos a partir del modelo MM2 y PM3 para la adsorcién de RAS
sobre QUIT.

Forma 1 2 3 4 5
Modelo PM3
Entalpia de formacion (Kcal/mol) -1281,5 -1259,7 -1271.8 -1275.6 1276,
Modelo MM?2

Energia estérica (Kcal/mol) 2733 282,8  258,7/251,6 274,77 269,9

Los resultados obtenidos por el modelo PM3, indican que, desde el punto de vista
electronico, la secuencia de menor a mayor estabilidad corresponde a: Forma 2 < Forma
3 < Forma 4 < Forma 5 < Forma 1. Segun el modelo MM2, desde el punto de vista
estérico, la secuencia de menor a mayor estabilidad es: Forma 2 < Forma 4 < Forma 1 <

Forma 5 < Forma 3.

Los modelos seleccionados muestran que la Forma 2 (perpendicular con el grupo
sulfonico alejado de la superficie del QUIT) corresponde a una adsorcidén poco probable.

La diferencia en entalpia de formacion es del orden de 12 a 22 Kcal/mol respecto a las
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otras formas de adsorcion. Se encuentra muy desfavorecida desde el punto de vista de
interaccion repulsiva (muestra el valor de energia estérica mas positivo). Las Formas 4
(lateral, con el grupo sulfénico y grupos OH cercanos a la superficie del QUIT) y 5
(lateral, con los grupos OH alejados de la superficie del QUIT) son similares en entalpia
de formacion, mientras que la Forma 1 (perpendicular, con el grupo sulfonico cerca de la
superficie del QUIT) aparece como la mas estable y la Forma 3 (paralela a la superficie
del QUIT) es la menos favorable entre las Formas 1, 3, 4 y 5. En términos estéricos las

formas 1, 4 y 5 muestran energias estéricas similares en el orden de 270 a 275 Kcal/mol.

La adsorcion en multicapa de RAS coordinada por enlace puente de hidrogeno
muestra baja energia estérica (Figura 8.27). La diferencia en este modo de adsorcion,

presenta una diferencia de casi 50 Kcal/mol con la Forma 3.

Adsorcion paralela
por puente H
207,4 Kcal/mol

Figura 8.27 — Adsorcion de RAS en multimerizacidon por puente hidrogeno.
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Las moléculas de NII y de RAS pueden compararse en términos de descriptores
moleculares que se correlacionan con el volumen molecular y el 4rea molecular
(utilizando el calculo de propiedades dentro de Chem3D Bio-Ultra). Los valores de los
pardmetros: area accesible Connolly; area molecular Conolly; volumen excluido de
solvente Conolly; ovalidad; atributo de forma; y area superficial polar para cada colorante

se presentan en la Tabla 8.13.

Tabla 8.13 — Valores de descriptores moleculares para RAS y NII (Chem3D Bio-Ultra).

Molécula RAS NII
Area Accesible Connolly-A? 465,05 560,3
Area Molecular Connolly-A? 239,7 290
Volumen Excluido de solvente Connolly—A3 205,6 241,6
Ovalidad 1,42 1,55
Atributo de forma 20 22
Area superficial polar 131,8 102,15

Comparativamente la molécula de RAS tiene valores menores de los parametros
Connolly respecto a NII, pero mayor area superficial polar. La Figura 8.28 muestra una
representacion esquematica del area accesible para solvente, el area van der Waals y el

area molecular Connolly.

El parametro de ovalidad en quimica computacional cuantifica cuanto se aleja una
molécula de una forma esférica, tomando en cuenta la superficie minima que tendria una
esfera equivalente. Este descriptor se asocia tanto con la superficie molecular como con
la superficie minima que corresponde al volumen de van der Waals de la molécula [47].
Para una molécula esférica, el indice de ovalidad es igual a uno, y este valor se incrementa
conforme la molécula adopta una forma mas alargada o lineal. Por lo que un valor menor
del parametro ovalidad para RAS implica que se desvia menos de la forma esférica que

el colorante azoico.
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para solvente
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Figura 8.28 — Representacion esquematica del area molecular Connolly, el area accesible para
solvente y el area van der Waals (Adaptado de [48]).

De los resultados experimentales, es evidente que RAS se adsorbe mas
eficientemente que NII sobre las esferas de QUIT-B2m. Considerando los resultados de
los célculos realizados, el analisis de los parametros moleculares y el tipo de especies en
solucion bajo las condiciones experimentales utilizadas, se considera que la diferencia

radica en tres aspectos fundamentales:

() El1 tamafio y la forma molecular de RAS. La molécula del colorante
antraquinoénico tiene menor tamafo y volumen que NII y, por lo tanto, es mas
probable que acceda a la superficie disponible de la esfera en solucion acuosa,
incluso si debe difundir hacia el interior del s6lido.

(II) Las formas mas probables de adsorcion. Ambas moléculas se adsorben en
paralelo y perpendicularmente sobre el QUIT, con una estabilidad relativa de las
distintas formas dependiente de la estructura especifica. Para NII la forma paralela
es de las mas probables (Figura 8.29a), seguida por la forma perpendicular apilada
(Figura 8.29b). Ambas formas se ven favorecidas. Para RAS las formas que
ocupan menos espacio (1, 4 y 5) son energéticamente mas favorables (Figura
8.30). Asi, RAS se adsorbe sobre todo en forma perpendicular a través del grupo
sulfonico, con la posibilidad de adsorcion multiple sobre la superficie

minimizando repulsion estérica y maximizando recubrimiento.
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(a) Forma 3 - NII

(b) Forma 1 - NII

Figura 8.29 — Adsorcion de NII sobre QUIT: (a) Forma 3, mas probable (paralela. 195,5
Kcal/mol); (b) Forma 1 (perpendicular, 212,75 Kcal/mol).
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(a) Forma 1 - RAS

(b) Forma 4 - RAS

(c) Forma 5 - RAS

Figura 8.30 - Forma de adsorcion sobre QUIT mas probable para RAS (a) Forma 1 (273,3
Kcal/mol); (b) Forma 4 (264,7 Kcal/mol); Forma 5 (269,9 Kcal/mol).

(IIT)La posibilidad de enlace puente de hidrogeno con la superficie. Con la
molécula de RAS, existen multiples posibilidades de interaccion de enlace puente

de hidrogeno.
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8.4. Conclusiones

En el presente capitulo, se evaluo el uso de biomasa derivada de la pulpa del fruto de
Araujia sericifera como adsorbente. Se obtuvo un material fino (<74 um) que fue
utilizado sin tratamiento y post tratamientos (basico-acido y con APTS). En ninguno de
los casos la biomasa presentd capacidad para adsorber los colorantes RAS y NII bajo las

condiciones estudiadas.

No obstante, se establecieron condiciones para la sintesis de un adsorbente basado en
QUIT y biomasa derivada de frutos de Araujia sericifera sin tratar (B2m). Se encontrd
que el adsorbente presenta capacidad de remocion maximizada cuando se aplica himedo

y sin entrecruzar con una relacion B2m/QUIT igual a 0,3.

Fue clara la mayor capacidad de remocién del colorante antraquinonico (RAS)
respecto al azoico (NII). Las esferas, luego de estar en contacto con los colorantes, se
vieron fuertemente coloreadas. La presencia de RAS en superficie se evidencidé mediante
FTIR-DRIFTS. A través de un estudio de modelado computacional simple, se estudiaron
las formas mas probables de adsorcion de RAS y NII sobre QUIT. Se postula que
considerando los resultados de los calculos realizados, el andlisis de los pardmetros
moleculares y el tipo de especies en solucion bajo las condiciones experimentales
utilizadas, existen diferencias entre los colorantes que explican las distintas remociones
utilizando QUIT como adsorbente. Por un lado, RAS presenta menor tamaino y ovalidad
(se aleja menos que NII de una forma esférica). Adicionalmente, el analisis de las formas
de adsorcion de cada colorante da indicio de que una de las formas favorecidas de
adsorcion es en paralelo a la superficie del QUIT. La estructura molecular plana del
colorante RAS le permite generar interacciones entre moléculas por puente hidrogeno que
favorecerian la adsorcion en multicapa. Por el contrario, el colorante azoico, dado que
contiene un grupo azo (-N=N-) podria representar restricciones en el acomodamiento en

multicapas.

Los resultados de la simulacion molecular de la adsorcion de los colorantes sobre los
modelos de QUIT se correlacionan con los resultados de la evaluacion de los ajustes
segun los modelos de Langmuir y Freundlich. Los datos de adsorcion de RAS, que tiende
a formar multicapas y cuyas moléculas interaccionan sobre la superficie, se ajustan mejor
segiin el modelo de Freundlich. Por otro lado, la adsorcion de NII, que no tenderia a

formar multicapas y que no muestra la misma tendencia que RAS en la interaccion
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superficial con otras moléculas de NII, ajustan mejor segiin el modelo de Langmuir. En
el modelo de Langmuir la superficie del adsorbente se considera homogénea y uniforme,
y no hay interaccion entre los adsorbatos. En RAS la simulacion molecular mostré que la
formacion de dimeros o especies adsorbidas como tales sobre la superficie alcanza
minimos de energia estérica (a través de estabilizarse mediante enlaces puente de
hidrogeno). Para la isoterma de Freundlich, la superficie del adsorbente es heterogénea,
existe interaccion entre los adsorbatos y la superficie no es uniforme. En el modelo de
Langmuir existe un equilibrio dindmico adsorbente-adsorbato, involucra adsorcion y
desorcion, da explicaciones cuantitativas a la adsorcion y tiene fundamento tedrico. El

modelo de Freundlich es empirico, e involucra solo la adsorcion.

En principio y en base a los resultados expuestos, el solido esférico basado en QUIT-
B2m representa un adsorbente interesante para ser aplicado luego del tratamiento de
soluciones que contienen colorantes mediante el sistema Fenton heterogéneo previamente

estudiado.
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Capitulo IX

Decoloracion de soluciones mediante
oxidacion avanzada seguida de adsorcion

9.1. Introduccion

Se ha abordado el estudio de la decoloracion de RAS y NII en soluciones modelo
individuales (Capitulo VI) y en soluciones mezcla de RAS/NII en sistema modelo y en
matriz de efluente simulado (Capitulo VII) mediante un sistema tipo Fenton heterogéneo.
Se utiliz6 un catalizador basado en HEM soportado en esferas magnéticas de QUIT en
combinacion con H202 como agente oxidante. Las remociones alcanzadas en la matriz de
efluente simulado alcanzaron un méaximo de 60,5 % en soluciones con RAS y NII 50 mg
L' cada uno (pH 9,4 en buffer Tris-HCI; 30 °C; agitacion 200 rpm; [catalizador] = 40,6
gL!; 6h).

Adicionalmente, se ha explorado la sintesis de un adsorbente basado en QUIT y
biomasa, sin tratar, derivada del fruto de Araujia sericifera (B2m). Se encontré que con
14 g L' de adsorbente, se logran remociones del 100, 94,4, 89,0 y 84,1% para
concentraciones de RAS correspondientes a 20, 50, 70 y 100 mg L' (pH 7 en buffer; 30
°C; 200 rpm en shaker). Respecto a NII, con 20 g L' de adsorbente se logré una remocién
maxima de 43,7% (pH 6,7 en agua destilada; 30 °C; 200 rpm en shaker). Aumentos en la
concentracion del colorante azoico a 50 y 100 mg L', condujeron a remociones de 36,9

y 29,7%, respectivamente.

Es claro que el tratamiento de efluentes textiles implica la remocidn de sustancias
altamente recalcitrantes, por lo que en ocasiones los procesos por separado pueden no ser
eficientes. Por lo tanto, una estrategia adecuada es combinar operaciones (en este caso,
un POA con un proceso de adsorcion) con el fin de producir sistemas de tratamiento que

sean eficientes y viables en términos técnicos y econdémicos [1].
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Bello y Raman (2019) publicaron una revision sobre la aplicacion de POAs y de
adsorcion combinados para la eliminacion de contaminantes recalcitrantes en agua [2].
Llegaron a la conclusion de que algunas de las ventajas de integrar la adsorciéon con POAs
son un mayor rendimiento, un menor tiempo de tratamiento y la posibilidad de
regeneracion de los adsorbentes usados. La combinacion de procesos de adsorcion y de
oxidacion avanzada podria emplearse con dos objetivos diferentes: utilizar material con
doble funcién (adsorbente y catalizador en sistema Fenton o tipo Fenton heterogéneo) o
aplicar dos sistemas en secuencia (reaccion Fenton o tipo Fenton heterogénea seguida de

adsorcion).

Existen reportes de catalizadores que pueden actuar como adsorbentes y como
catalizadores heterogéneos. Por ejemplo, Li et al. (2017) emplearon un compuesto de
MAG/CeO:z2 para eliminar el colorante azul de metileno [3]. En este caso, el compuesto
cumple una doble funcidén, como adsorbente y catalizador tipo Fenton en presencia de
H>0:. El CeO: presenté abundantes vacantes de Ce*" lo que le confiere una gran
capacidad de adsorcion. Y, al mismo tiempo, el Fe** y el Ce*" generan un efecto sinérgico
que potencia la actividad catalitica. Sin adicion de H202, la eficiencia en la eliminacion
fue menor, mientras que con la adicion de H202, la eliminacion del colorante fue

mejorada.

La adsorcion puede utilizarse como un proceso integrado a la oxidacion mediada por
un POA, ya sea oxidacion tipo Fenton o por radicales sulfato, como complemento. Por
ejemplo, Chen et al. (2019) utilizaron nanocompuestos de carbono activado/CoFe204
como catalizadores del persulfato dcido de potasio para degradar el azul de metileno [4].
En este caso, el CoFe204 actué como catalizador en la generacion de radicales sulfato,
mientras que el carbon activado cumplio el papel de adsorbente creando un efecto
sinérgico en la eliminacién del colorante. Ademas, Lu et al. (2019) prepararon un
catalizador compuesto HKUST-1 (metal organic frameworks), MAG y microfibrillas de
celulosa (CMF) [5]. Tanto las CMF como el HKUST-1 actuaron como adsorbentes,
mientras que la reaccion tipo Fenton fue catalizada por MAG. Cuando se utilizo MAG en
presencia de H202, sélo se elimind un 25% de azul de metileno, mientras que al utilizar
MAG/CMF y MAG/HKUST-1 se alcanz6 un 50% y un 67% de remocion,
respectivamente. Cuando se utilizo el compuesto Fe3;O4/CMF/HKUST-1, la eficacia en la

eliminacion del colorante aument6 hasta el 98%, lo que indica un efecto sinérgico entre
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la adsorcion y la reaccion tipo Fenton. El problema de estos enfoques es que se afiade un

contaminante potencial (como la sal de persulfato).

Hasta aqui se presentan reportes de la aplicacion integrada de POAs y procesos de
adsorcion. Sin embargo, resulta interesante la combinacion de estos procesos en serie,
con el fin de lograr remociones mejoradas de los colorantes presentes en solucién. De
este modo, el objetivo de este capitulo fue aplicar en serie los tratamientos estudiados. Se
incluye una Etapa I, reaccion de oxidacion avanzada (utilizando esferas de QUIT-MAG-
TPP-APTS-HEM y H202 como agente oxidante en un sistema Fenton heterogéneo) y
Etapa II, adsorcion (utilizando esferas de QUIT/B2m) para la remocion de los colorantes

RAS y NII en solucion.

9.2. Materiales y métodos

9.2.1. Reactivos

RAS y NII fueron comprados en Biopack (Buenos Aires, Argentina). Los
componentes de la matriz de efluente simulado se reportan en el Capitulo VII, Seccion
7.2.1. El agua destilada utilizada fue preparada en el destilador del laboratorio de

Catalisis.

9.2.2. Decoloracion de soluciones RAS/NII en sistema modelo y en matriz de
efluente simulado
Se definieron cuatro tipos de soluciones (en agua destilada) a tratar, que se

identificaron como:

o MOD: solucién de RAS/NII (50 mg L' cada uno) en sistema modelo.

o MEEF: solucién de RAS/NII (50 mg L' cada uno) en matriz de efluente simulado.
o RAS: 50 mg L' de RAS en sistema modelo.

o NII: 50 mg L! de NII en sistema modelo.

La Tabla 9.1 esquematiza las reacciones que se llevaron a cabo. Las soluciones
iniciales, identificadas con un subindice 0 se trataron con el catalizador QUIT-MAG-
TPP-APTS-HEM y H20:2 (Etapa I). Luego, estas soluciones fueron luego tratadas por
adsorcion utilizando esferas de QUIT/B2m (Etapa II).
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Tabla 9.1 — Identificacion de las soluciones iniciales, a tratar en cada etapa y las finales luego de
ambas etapas de tratamiento.

S.OlElc.mn > Post reaccion >  Post adsorcion
inicial
MOD, Etapa l MODrx Etapa 11 MODaps
MEF, Oxidacion MEFRrx Adsorcion MEF aps
RASq avanzada RASRrx RASaps
NII, NIlrx NIlaps

Nota: MEF refiere a la matriz de efluente simulado; MOD refiere al sistema sin la matriz de
efluente simulado.

9.2.2.1. Etapa I: Oxidacion con catalizador y peréxido de hidrogeno

En funcion de los resultados obtenidos en el Capitulo VII se establecieron las
siguientes condiciones de reaccion: [NII] = 50 mg L*!'; [RAS] = 50 mg L'; [H202] = 2,75
mM,; [catalizador] = 40,6 g L''; 200 rpm en shaker; 30 °C; volumen de reaccién 8 mL; 6
h. En las soluciones que incluyen la matriz de efluente simulado, las concentraciones de
cada uno de los componentes fueron las mismas reportadas en el Capitulo VII. Las
reacciones se realizaron en agua destilada, sin control de pH (con un pH inicial 6-7). Esto
se definid considerando que los sistemas bajo estudio podrian formar parte de un
tratamiento terciario, por lo que los efluentes a tratar tendrian pH cercano a la neutralidad
debido a los tratamientos previos. De este modo, se simula de manera adecuada las

condiciones esperadas en un sistema de tratamiento real.

Se prepararon soluciones stock de los colorantes en agua destilada en concentracion
igual a 200 mg L'. Las concentraciones se verificaron por espectroscopia UV-Vis
utilizando las curvas de calibrado reportadas en Capitulo 3 para cada colorante en agua
destilada (RAS, y = 0,0120x-0,0013 con R? = 0,9996; y NII, y = 0,0569x+0,0122 con R?

=0,9995). Las soluciones stock de H202 160 mM se titularon por permanganometria.

Inicialmente, se prepararon 10 mL de cada solucidn inicial, de los cuales 2 mL se
destinaron al andlisis por espectroscopia UV-Vis. Los 8 mL restantes se utilizaron en
reaccion. Los 10 mL iniciales estin conformados por 2,5 mL de RAS 200 mg L'; 2,5 mL
de NII 200 mg L!; 2,5 mL de la matriz concentrada de efluente simulado; 0,2 mL de
H202160 mM; y agua destilada hasta alcanzar volumen final. En el volumen de reaccion,
los componentes de la matriz de efluente simulado tuvieron las concentraciones
reportadas en el Capitulo VII. El catalizador se coloco en un vial de vidrio y el agregado

de la solucion inicial dio inicio a la reaccion.
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Al finalizar la reaccion, las soluciones se almacenaron en heladera toda la noche hasta

el tratamiento por adsorcion.

Se calculd la variacion de la absorbancia en el pico principal de los espectros de RAS,

NII y RAS/NII que corresponden a 511, 484 y 488 nm, respectivamente (Ecuacion 9.1).

Ecuacién 9.1 — Célculo de la variacion de absorbancia luego de la reaccion de oxidacion.

AAbs = AbSO - Abs6h oxidacién % 100
Abs,

9.2.2.2. Etapa II: Adsorcion sobre QUIT/B2m
Las adsorciones se realizaron con una concentraciéon de adsorbente de 20 g L,

temperatura de 30 °C, 200 rpm en shaker y tiempo final de 3 h.

Se colocd el adsorbente himedo en un vial de vidrio y luego se afiadieron 5 mL de
las soluciones, previamente tratadas por el sistema tipo Fenton heterogéneo, dando inicio

a la adsorcion.

Se calculd la variacion de la absorbancia en el pico principal de los espectros de RAS,
NII y RAS/NII que corresponden a 511, 484 y 488 nm, respectivamente (Ecuacion 9.2)

respecto a solucion tratada por oxidacion en Etapa I.

Ecuacion 9.2 — Célculo de la variacidon de absorbancia luego de la reaccion de oxidacion.

AAbs = Abs6 h oxidacién — AbSBh adsorciéon % 100

Abs6 h oxidacién

9.2.3. Caracterizacion

Las soluciones iniciales, post tratamiento en Etapa I y post tratamiento en Etapa II
fueron caracterizadas en términos de conductividad, DQO y COT. Las determinaciones
de DQO y COT se realizaron en las muestras MODo, MOD:x, MODaps, MEFo, MEFx,
MEFaps.

El estudio del sistema catalitico aplicado en remocion de RAS y NII, tanto en
soluciones modelo como en matriz de efluente simulado (Capitulos VI 'y VII), se realiz6
a pH 9,4 en buffer Tris-HCI. Es importante considerar que la presencia del Tris en el
medio de reaccion interfiere en las determinaciones de COT y DQO debido a que contiene
carbono en su estructura, (HOCH2)3CNH:. Esta fue una razén adicional para realizar las

reacciones utilizando agua destilada como disolvente.
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9.3. Resultados

En el Capitulo VII se estudio la aplicacion del sistema catalitico en un medio a pH
9,4 utilizando buffer Tris-HCI. El uso del buffer Tris-HCI es adecuado para andlisis por
espectroscopia UV-Vis dado que no absorbe en longitudes de onda correspondientes a
190-900 nm. Controlar el pH de la reaccion con buffer tiene sentido al estudiar y
caracterizar el sistema. Sin embargo, la composiciéon organica del buffer aporta
interferencias al momento de caracterizar las soluciones mediante DQO y COT. Ademas,
desde el punto de vista de la aplicacion real, resultd interesante evaluar la performance

del sistema en agua.

La Tabla 9.2 presenta los resultados de la Etapa I: reaccion de oxidacion aplicando
HEM soportado sobre esferas magnéticas de QUIT y H202 como agente oxidante;

mientras que la Tabla 9.3 muestra los resultados de la Etapa II: adsorcion QUIT/B2m.

Tabla 9.2 — Resultados de Etapa 1: reaccion de oxidacion mediante sistema Fenton heterogéneo
(INII] = 50 mg L"; [RAS] = 50 mg L'; [H,01] = 2,75 mM; [catalizador] = 40,6 g L'; 200 rpm
en shaker; T = 30 °C; volumen de reaccion 8 mL).

Ensayo  Longitud de onda Abs Abs rx Variacion de Reaccion
(nm) inicial (6h) Abs A abs (%)
MOD 488 nm 0,362 0,225 0,137 37,8
MEF 488 nm 0,367 0,17 0,197 53,2+0,6
RAS 511 nm 0,073 0,009 0,064 87,7
NIl 484 nm 0,304 0,152 0,152 50,0

Tabla 9.3 — Resultados de Etapa 2: adsorcion sobre QUIT/B2m (solucion tratada en etapa I, 20
g L™, 30 °C, 200 rpm en shaker y tiempo final de 3 h).

Ensayo Longitud de Absi Abs .¢s  Variacion de Adsorcion
onda (nm) (3h) Abs A abs ' (%)
MODaps 488 nm 0,225 0,143 0,082 60,5
MEF aps 488 nm 0,170 0,10 0,074 73,4+2,9
RASAps 511 nm 0,009 0,006 0,003 91,8
NIIaps 484 nm 0,152 0,107 0,045 64,8

Nota: ' La variacion de absorbancia (A abs) esta calculado respecto a la absorbancia inicial de las
soluciones, previo al tratamiento en la Etapa 1.

Se obtuvo que, respecto a los resultados previos, ocurre una disminucion
considerable de la remocion de los colorantes en agua (37,8%) respecto a la decoloracion

lograda en buffer Tris-HCI (62,7% a pH 9,4) cuando el sistema es modelo (sin la matriz
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de efluente simulado). Esto permite inferir que el buffer tiene algun tipo de rol en la
reaccion de remocion de los colorantes. Sin embargo, cuando se observan los resultados
de remocion en soluciones con matriz de efluente simulado en agua (53,2%) pareciera
existir algin efecto compensatorio de la ausencia de Tris debido a la presencia de la matriz
de efluente simulado. Entre los componentes, se encuentran especies de hierro en
solucion, que podrian estar cumpliendo un papel importante como sistema Fenton

homogéneo (soluble).

La aplicacion del sistema catalitico sobre los colorantes en soluciones individuales y
en sistemas modelo condujo a remociones del 87,7 y 50,0% para RAS y NII,

respectivamente. NII es recalcitrante respecto a RAS para el sistema bajo estudio.

La Figura 9.1 presenta los espectros de absorcion UV-Vis (200-750 nm) y el registro
fotografico de las soluciones iniciales, luego de reaccidon y luego de adsorcion de cada
reaccion realizada. Se puede observar la visible decoloracion de las soluciones,
particularmente la de RAS en sistema modelo. La Tabla 9.4 presenta un resumen de los
porcentajes de reduccion de absorbancia y los valores de conductividad y pH en cada
instancia de tratamiento. Los porcentajes de variacion de absorbancia se reportan respecto
al valor inicial, previo al tratamiento por Etapas 1 y 2. En todos los casos la conductividad

disminuye luego de cada proceso (oxidacion y adsorcion) respecto al inicial.
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0,8 ' | —— 1IMODO
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<
02
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Figura 9.1 — Espectros UV-Vis (200-750 nm) y registro fotografico de soluciones iniciales (o) ,
luego de reaccion (rx) y luego de adsorcion () para (a) mezcla de colorantes (50 mg L' de RAS
y 50 mg L' de NII) en sistema modelo (IMOD); (b) y (c) mezcla de colorantes (50 mg L™ de
RAS y 50 mg L' de NII) en matriz de efluente simulado (3MEF y 4MEF); (d) solucién individual
de RAS (50 mg L) en sistema modelo; (e) solucion individual de NII (50 mg L) en sistema
modelo.

Tabla 9.4 — Resumen de resultados de reduccion de absorbancia en Etapa 1: oxidacion y Etapa 2:
adsorcion; y valores de conductividad y pH iniciales y luego de cada una de las etapas aplicadas.

o7 to . _] H
Reaccion Etapa I: Etapa II: Conductividad (uS cm™) P

(RX) + e, ..
adsorcién oxidacion adsorcion
Aabs (%)  Aabs (° .

(ADS) abs (%) ~ Aabs (%) | ..l RX  ADS inicial RX ADS
MOD 37.8 60.5 500 400 220 6 7 7
488 nm

MEF 532406 734429 800 660 260 6 7 7
488 nm

RAS

Sl 87.7 91.8 ; ; ; 6 7 7
NII

484 e 50,0 64.8 ; ; ; 6 7 7

Nota: La conductividad fue medida a 25 + 1 °C (se controld temperatura con termoémetro).

En la Tabla 9.5 se muestran los resultados de DQO y COT obtenidos para las
muestras MOD y MEF iniciales, post reaccion de oxidacion y post adsorcion. La DQO,
el COT y la DBO son parametros ampliamente utilizados para la caracterizacion de los

efluentes y ofrecen un panorama integral de la calidad de los tratamientos aplicados [6].

En la literatura se encuentran reportadas correlaciones, obtenidas por analisis de
regresion, entre DBO, DQO y COT [7], [8]. Para aguas residuales que ingresan a una
planta de tratamiento se plantea la relacion DQO = (3,00 x COT) + 49,2. Por otro lado,
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para efluentes tratados aplica la relacion DQO = (2,99 x COT) + 7,25 [7]. Los resultados
obtenidos de DQO y COT en el presente trabajo, se ajustaron a la correlacion definida
para efluentes tratados, con diferencias menores al 2,6%. Se infiere que los datos
obtenidos son confiables. Este ajuste a la correlacion tiene sentido, dado que las
soluciones utilizadas como iniciales en todas las reacciones estudiadas simulan un
efluente que ha pasado, a priori, por operaciones unitarias primarias en una planta de

tratamiento de efluentes.

En la Etapa I del tratamiento se encontraron reducciones considerables de la DQO
(84,6% en MEF y 79,2% en MOD) y del COT (84,6% en MEF y 62,5% en MOD),
acompaiiadas de disminuciones en la conductividad (17,5% en MEF y 20% en MOD),
mientras que en la etapa II del tratamiento se observaron aumentos significativos tanto de
la DQO como de COT. Los valores de DQO y COT se ajustan a la correlacion entre ellos

y, como son similares en todas las muestras, se infiere que provienen de un mismo aporte.

El incremento de los valores de DQO y COT se asocian a la ruptura/disolucion del
adsorbente. Aunque no se encontrd evidencias de disolucion por espectroscopia UV-Vis,
la determinacion de COT y DQO fue clave para evidenciar la fragilidad del adsorbente.
El mismo fue aplicado en estado himedo y sin entrecruzamiento, debido a la pérdida en
su capacidad de adsorcion de RAS y NII en estado seco y con TPP como agente
entrecruzante. Durante la agitacion en shaker se produce el impacto entre las esferas
hiimedas de QUIT/B2m, lo cual podria ocasionar la disolucion parcial del mismo. Este es
un inconveniente, dado que imposibilita la recuperacion del solido del medio de reaccion.
Aun es necesario incrementar la resistencia del solido adsorbente.

Tabla 9.5 — Resultados de DQO y COT para las muestras MOD y MEF iniciales, post reaccién
y post adsorcion.

DQO (mg L") COT (mg L)
Reaccion (RX) +
adsorcion (ADS)
Inicial RX ADS Inicial RX ADS
MOD 240 50 2120 80 30 700
MEF 780 120 1900 260 40 630
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Sin embargo, considerando las remociones alcanzadas en la etapa I, en términos de
absorbancia UV-Vis, conductividad, DQO y COT; la etapa II de tratamiento para las
soluciones estudiadas podria no ser necesaria. Con la etapa I, las soluciones tratadas
cumplen con los valores méximos admisibles de DQO para el vertido en colectora cloacal,
conducto pluvial o cuerpo de agua superficial, absorcion por el suelo o mar abierto,
regulados en la Resolucion 336/03 (Tabla 9.6). No obstante, para el vertido de efluentes
tratados se debe cumplir con todos los parametros reportados en la normativa. Es
necesario ademas, explorar la toxicidad de los efluentes tratados.

Tabla 9.6 — Valores de pH, DQO y COT maximos admisibles para el vertido de efluentes

regulados en el Anexo II de la Resolucion N° 336/03: Parametros de calidad de las descargas
limite admisibles.

Parametro Unidad Colectora Conducto Absorcion Mar
cloacal pluvial o por el suelo abierto
cuerpo de
agua
superficial
pH upH 7,0-10 6,5-10 6,5-10 6,5-10
DQO mg L' <700 <250 <500 <500
COT mg L' NE NE NE NE

Nota: En “Absorcion por el suelo” deben comprenderse solamente a las lagunas facultativas y
riego por aspersion.

Las esferas de QUIT/B2m han demostrado tener problemas de estabilidad en
solucidn acuosa seglin los datos de DQO y COT, lo cual es un problema a resolver, tanto
para la etapa de adsorcidon en si como para su potencial regeneracion y reutilizacion.
Considerando el analisis del Capitulo VIII y la evaluacion de los resultados obtenidos
utilizando QUIT/B2m como adsorbente post etapa de oxidacion, surge la posibilidad de
utilizar el solido como estructura de base para luego complejizar y optimizar la

composicion con el fin de lograr una alta remocion de colorantes con un material estable.

En un articulo de revision reciente, Grigoras et al. (2024) reporta la aplicacion de
adsorbentes basados en 6xidos combinados con grafenos y otros polimeros, resultando en
materiales con muy altos porcentajes de remocion (entre el 54 y el 100%) dependiendo
de las condiciones especificas [9]. En las conclusiones se explicita que para aumentar la
capacidad de adsorcidon, se recomienda modificar la estructura de los hidrogeles
agregando nuevos componentes, como combinaciones de arcillas y 6xidos metalicos.

Estos aditivos podrian mejorar la estabilidad del adsorbente.
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No obstante, debe pensarse la adsorciéon como una instancia adicional y no Unica,
dado que existe un inconveniente relevante asociado con esta aproximacion, los
contaminantes estarian moviéndose de una matriz acuosa a una solida, sin cambiar su
estructura quimica o toxicidad. Ademads, aun cuando la adsorcién de colorantes

antraquinonicos estructuralmente intactos es alta, la de colorantes azoicos no lo es.

Por otro lado, es importante comparar las concentraciones necesarias de adsorbente
y catalizador para lograr remociones similares de NII. Para remover 43,7% y 44,0%, se
requirieron 20 g L' de esferas QUIT/B2m en un proceso de adsorcién ([NII] =20 mg L-
I: 3 h; pH 6-7 en agua destilada; 30 °C; 200 rpm shaker) y no mas de 6 g L™ de esferas
QUIT-MAG-TPP-APTS-HEM en un proceso de oxidacion avanzada ([H202] = 5 mM;
[NII] = 100 mg L!; 6 h; pH 9,4 buffer Tris-HCI; 30 °C; 300-400 rpm), respectivamente.
Es importante tomar en consideracion en este punto, que el catalizador presenta como

ventaja adicional la posibilidad de reutilizacion.

Como se ha visto en el Capitulo VIII, revisiones recientes alientan el estudio de la
aplicacion de sistemas a base de QUIT en efluentes complejos. Considerando que se
emplearon 50 mg L' de cada colorante para la Etapa 1, es destacable que en la segunda
etapa se logr6 para MOD y MEF (soluciones mezcla de RAS/NII) un cambio de
absorbancia del orden del 20 al 23%, del orden de 5% para RAS y cerca del 15% para
NII. Esta tendencia muestra como el comportamiento es diferente para cada tipo de

solucion.

En la Etapa I se muestra el impacto de la composicion del efluente simulado (MEF),
con casi 16% mas de cambio de absorbancia respecto al efluente modelo (MOD). Es
importante tener en cuenta que la distribucion de radicales generados por los colorantes
y la distribucion de especies generadas por la interaccion del H202 con el sistema
multicatalitico son diferentes en los 4 casos (MOD, MEF, RAS y NII). Existe una
contribucion potencial importante de los carbonatos/especies idnicas presentes en el
efluente simulado (como Fe?") que impactan en la generacion de radicales y, por ende, en

la degradacion de los colorantes.

Al analizar los resultados de la Etapa I en soluciones mezcla de RAS/NII en sistema
modelo (MOD) y en las soluciones con los colorantes por separado (RAS y NII) también
en sistema modelo, es evidente que en soluciones mezcla, el sistema no responde de forma

aditiva respecto a la degradacion de los colorantes por separado. Se debe tener en cuenta
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que el proceso involucra adsorcion y reaccion y, por lo tanto, en el sistema MOD podria
ocurrir la adsorcién mixta sobre la superficie (40,6 g L'') de ambos colorantes (50 mg L
! cada uno). Esto puede disminuir la transferencia de masa del H202 a la superficie de

MAG para la generacion de radicales en forma adicional al sistema HEM/H20:a.

Del anélisis de los resultados, el cambio de absorbancia total luego de la etapa II es
de casi 61% para MOD vy casi 65% para NII. Se podria sugerir, en funcion de todos los

resultados obtenidos, que el sistema remueve mayoritariamente RAS.

Los datos iniciales de DQO de MOD y MEF reflejan las composiciones diferentes.
La reduccion de DQO y COT es sustancialmente mayor para MEF que para MOD luego
de la Etapa 1. En términos absolutos, la DQO disminuye 660 mg L' y 190 mg L' para
MEF y para MOD, respectivamente; mientras que disminuye 220 mg L' y 50 mg L' de
COT para MEF y para MOD, respectivamente.

Los resultados de conductividad mostraron reducciones importantes tanto para MOD
como para MEF luego de la adsorcion (Etapa II). Se alcanz6 una disminucion del 55 %
de la conductividad al final de la etapa I para MOD y del 39,4 % para MEF. Para el
proceso completo, la conductividad tuvo una disminucion total (calculada como [(uS/cm
inicial - LS/CM final)/ LS/cm inicial] X 100) del 56 % para MOD y del 67,5% para MEF. Estos
resultados muestran que potencialmente QUIT-B2m adsorbe iones de la composicion
inicial del efluente simulado. En funcion de lo expuesto y teniendo en cuenta que los
espectros de absorcion UV-Vis muestran disminucion de las bandas de los colorantes en
solucion luego de la Etapa 11, es coherente asignar el incremento del DQO y de COT a la

solubilidad parcial del QUIT.

9.4. Analisis integrado considerando trabajos previos.

La investigacion sobre la eliminacion de colorantes comenzo en el grupo de Catélisis
en el 2000. Desde entonces, durante casi 25 afios, se ha generado un gran volumen de
conocimiento que se condensa en dos tesis doctorales, producciones cientificas y diversos
trabajos en colaboracion. Esta tesis es el paso siguiente en lo aprendido, con la mirada en
la potencial aplicacion, focalizando esfuerzos en la sintesis y la caracterizacion de un
material multicatalitico y su aplicaciéon como parte de un sistema de tratamiento de
soluciones coloreadas en dos etapas. Es pertinente mencionar algunos de los hallazgos

previos y discutirlos en funcién de los resultados aqui presentados.
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El primer antecedente es la tesis de la Dra. Pirillo (2011) [10], en la cual se abordd
la adsorcién de colorantes sobre 6xidos de Fe y QUIT, asi como la actividad de la enzima

HRP en comparacion con HEM.

En este contexto, se analizaran algunos de sus resultados empleando alizarina como
colorante modelo. Este colorante presenta una estructura molecular similar a RAS, pero

en ausencia del grupo sulfonico (Figura 9.2).

OH O OH

O‘O ) ‘O

Figura 9.2 — Estructura molecular de (a) alizarina y (b) RAS.

\ONa

MAG, obtenida por coprecipitacion alcalina en la tesis de Pirillo, presentd carga
negativa a pH superior a 6,7, mientras que el catalizador sintetizado en la presente tesis
mostro un PZC de 7,9. Esto podria asignarse al impacto combinado del QUIT, TPP, APTS
y HEM. Pirillo reporta que MAG pura present6 una densidad de sitios de 2,7 por nm? y
un 4rea superficial del orden de 42 m? g!. Alizarina mostré un coeficiente de absortividad
del orden de 0,0309 L mg!. Para el sistema de adsorcion de alizarina sobre MAG, los
valores de los parametros de la isoterma de adsorcion de Langmuir fueron K1=0,01657 y
Qmix = 66.3 mg g’!, siendo el modelo de Langmuir favorable frente al de Freundlich. En
términos de remocion, el porcentaje alcanzo el 50% en el rango de 10 a 60 mg colorante
por g de 6xido. Por tltimo, MAG, a 4 g L', mostr6 una adsorcion del 90% para 75 mg
colorante L™! en un amplio rango de pH (2 a 10). La Figura 9.3 ilustra la distribucién de

especies segun el pH en la superficie de MAG.
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Figura 9.3 — Complejos superficiales en MAG en funcion del pH, con concentracion de sitios
superficiales de 7,5 x 10 M. Figura tomada de [10].

En el caso del QUIT solido, en forma de hojuelas, una gran cantidad de sitios activos
permanecen no disponibles para la adsorcion del colorante en medio 4cido y alcalino. En
la tesis de Pirillo se encontrd que las mejores condiciones de adsorcion se producen en un
medio neutro, lo cual puede explicarse por la carga superficial y la naturaleza
policationica del biopolimero. A pH 5, se presentaron aglomeraciones parciales debido a
protonacion de los grupos aminos, lo que reduce la disponibilidad de sitios activos. Por
otro lado, a pH 9, la ausencia de grupos amino protonados generé repulsion electrostatica
con las cargas negativas de los colorantes, limitando la interaccion. Esto explica el
comportamiento, aparentemente anémalo, observado en la adsorcion de alizarina en
funcion del pH. En contraste, para los 6xidos de hierro, la mayor remocion de colorante

se produjo a pH acidos, donde la carga superficial positiva favorece la interaccion.

Al comparar el efecto del pH en la adsorcion de alizarina en QUIT, MAG y otros
oxidos de hierro, se observo que, a pH 7, MAG adsorbia 0,07 mmol alizarina por g,
mientras que QUIT adsorbia 16,33 mmol por g. Ademas, a pH 5 y 9, la adsorcion en
QUIT alcanzaba 3,86 mmol por g frente a 0,06 mmol por g en MAG. En estos ensayos,
QUIT se utilizé en forma de hojuelas, lo que provocé una pérdida parcial de material
debido a la solubilidad de la fraccion de bajo peso molecular en el medio acuoso. A partir

de estos resultados, se concluyo que “el area BET de los adsorbentes (QUIT y 6xidos de
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hierro) no tiene relacioén con la capacidad de adsorcion de los colorantes seleccionados,
debido a que el area BET del QUIT es un orden de magnitud inferior a la de los 6xidos
de hierro”. Estos hallazgos, y lo encontrado en cuanto al colapso de la estructura interna
del catalizador en la etapa de secado, motivaron para la presente tesis la eleccion de
métodos de caracterizacion alternativos, cuyos resultados sean correlacionables con el

comportamiento de los solidos (catalizador y adsorbente).

Cuando se analiz6 la capacidad de adsorcion de alizarina y azul negro de eriocromo
R en la tesis de Pirillo, se encontré que QUIT presentd mayor capacidad de adsorcion del
colorante antraquinonico respecto al azoico. Estos mismos resultados se encontraron en
la presente tesis. Esta diferencia en la capacidad de adsorcion puede atribuirse a las
diferencias estructurales y electrostaticas entre ambos tipos de colorantes. QUIT podria
presentar una mayor afinidad por colorantes con estructuras planas debido a interacciones

n-n y fuerzas de van der Waals.

En la misma tesis se presentd, en forma comparativa, la actividad de HRP frente a
HEM, en las condiciones adecuadas para cada catalizador (Figura 9.4). HEM fue mas
activo en la remocion de alizarina al comparar con las remociones alcanzadas para el azul
negro de eriocromo R. La remociéon méxima se alizarina se alcanz6 para una

concentracion del colorante de 50 mg L', bajo las condiciones ensayadas.
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Figura 9.4 - Porcentaje removido de (a) alizarina y (b) azul negro de eriocromo por HEM y HRP
para diferentes concentraciones iniciales de colorante a pH 7, [H20,] = 0,021 M y 25 °C, HEM
25mg L', HRP 10 mg L' y [H20-] 8,6 x 10~ M. Graficas obtenidas de [10].

En el analisis del retiso, se comparé QUIT modificado con GA como adsorbente y
HRP y HEM soportados en QUIT-GA como catalizadores en sistemas con H202 como
oxidante, para la remocion de alizarina y azul negro de eriocromo R. Inicialmente, se
realizaron experiencias de retiso con 10 mg de s6lido (QUIT-GA y QUIT-GA-HEM) con
4,8% de HEM en el sistema QUIT-GA-HEM (1 g L") para remover alizarina (50 mg L-
1. Se hicieron 4 agregados de 20 uL (a 5, 10, 15 y 20 min) de H202 al 9,1% hasta un total
de 80 uL (21,4 mM) en 10 mL de volumen total, a temperatura ambiente, pH 7 y 2 h. Se
encontrd una elevada remocion de alizarina utilizando QUIT-GA-HEM con posibilidades
de retiso multiple (81,39% a 62,57% en el noveno retso). El QUIT tratado con GA

adsorbe entre 62-73% en 5 reusos.
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Adicionalmente se realizaron ensayos de retiso, bajo las mismas condiciones, pero
para 150 mg alizarina L! (Tabla 9.7) y 150 mg de azul negro de eriocromo R L' (Tabla
9.8). Se observa como los catalizadores pierden actividad luego del primer uso. Si bien el
GA es un eficaz agente de entrecruzamiento para mejorar la estabilidad de QUIT, su uso
presenta limitaciones asociadas a su toxicidad y a su tendencia a disolverse parcialmente
en solucion. Ademads, se reporta que fracciones de QUIT de bajo peso molecular se
disolvieron, ain estando entrecruzado. Estas cuestiones afectan la estabilidad y la
reutilizacion del material. En este contexto, se optd, en la presente tesis, utilizar TPP como

agente de entrecruzamiento alternativo.

Se observa que el colorante azoico no fue adsorbido sobre QUIT modificado con GA,
mientras que el sistema con HEM soportado mostr6 la mayor actividad para la remocion
de azul negro de eriocromo R. Estos resultados se correlacionan con los encontrados en
esta tesis para el colorante azoico NII. QUIT-MAG-TPP-APTS-HEM removio6 casi el 50
y 63,9% de NII en agua destilada (pH 6-7) y en buffer Tris-HCI (pH 9,4), respectivamente
(INII] = 50 mg L!; [H202] = 2,75 mM,; [catalizador] = 40,6 g L!; 200 rpm en shaker; 30
°C; volumen de reaccion 8 mL). En términos de MAG, la concentracién en sistema
multicatalitico estudiado corresponderia a 4 g L', mientras que la de HEM resultaria en
casi 80 mg HEM L. Aunque la concentracion de catalizador es mayor en términos de
masa, la concentraciéon de H2O:2 es aproximadamente la décima parte respecto a los

ensayos de la tesis de Pirillo.

Tabla 9.7 - Experiencias de reuso utilizando 10 mg de solido (QUIT-GA y QUIT-GA-HEM o
HRP) para la remocion de alizarina (150 mg L™'). Tabla obtenida de [10].

Soporte QUIT-GA QUIT-GA-HRP QUIT-GA-HEM
Uso % removido
Inicial 37,6 52,02 31,27
ler reuso 25,06 37,03 24,74
2do reuso 14,91 37,26 0
3er reuso® 0 45,54 -
4to retiso* - 0 -

Notas: *Las experiencias se realizaron al dia siguiente.
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Tabla 9.8 — Experiencias de retiso utilizando 10 mg de so6lido (QUIT-GA y QUIT-GA-HEM o
HRP) para la remocion de azul negro de eriocromo R (150 mg L-1). Tabla obtenida de [10].

Soporte QUIT-GA QUIT-GA-HRP QUIT-GA-HEM
Uso % removido
Inicial 0 44,47 64,94
ler reuso 0 8,23 59,41
2do reuso - 0 34
3er reuiso* - 0 10
4to retiso* - 0 0

Se reporta remocién de alizarina y azul negro de eriocromo R utilizando MAG como
adsorbente y MAG y HEM soluble en presencia de H20:. Se utilizaron 2 g L' de MAG
y 0,25 mg HEM, con 21 mM de H20: en buffer pH 7 0,1 M y a 25 °C. Se advierte la alta
remocion de alizarina para los tres sistemas, mientras que para el colorante azoico se

observo un comportamiento diferente (Tabla 9.9).

Tabla 9.9 — Porcentajes de colorantes removidos usando MAG y H,O,. Tabla obtenida de [10].

% removido

Muestra
MAG (adsorcion) MAG + H,O; HEM soluble
Alizarina (100 mg L) 93,8 93,5 93
Azul negro de eriocromo
87,6 66,13 62

R (25 mg L)

Al comparar HEM soluble con HEM soportado, se logré poner de manifiesto que si
bien se alcanzan remociones mayores en términos de porcentaje, el biomimético
soportado es menos eficiente, dado que parte del Fe de HEM soportado no se encuentra
disponible para la accion catalitica (Tabla 9.10). No obstante, los sistemas heterogéneos
ofrecen ventajas desde un punto de vista practico y econdomico, dado que se propicia la

recuperacion y la reutilizacion.
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Tabla 9.10 — Porcentaje removido y moles de colorante removidos/mg de HEM de azul negro
de eriocromo R utilizando HEM soluble y soportado. Tabla obtenida de [10].

HEM Azul negro de eriocromo R (50 mg L, 25 °C)

. pumoles de colorante
% removido

removidos/ mg de HEM
Soluble 58,2 2,35
Soportado 74,09 1,96

Los sistemas estudiados en la tesis doctoral de la actual Dra. Pirillo permitieron
evidenciar el comportamiento de MAG y HEM como mimético y biomimético,
respectivamente, de la enzima HRP. Adicionalmente, brind6 informacion 1til respecto a
procesos de adsorcién sobre oOxido de hierro y QUIT. Sin embargo, los sistemas
estudiados fueron complejos de preparar, presentaron paso del GA residual a la solucion,
con la consecuente necesidad de multiples lavados hasta pérdida nula del entrecruzante.
QUIT present6 fracciones solubles, ain con GA presente. MAG utilizada como polvo y
QUIT como hojuelas condujeron a dificultades en la manipulacion y la separacion del
medio de reaccion. En este contexto, el solido catalizador sintetizado en el presente
trabajo, utilizado luego de un secado/rehidratado, no presentd las problematicas asociadas
al leaching de hierro, disolucion de QUIT o el paso a solucion del agente entrecruzante.
Por lo que la estabilidad del s6lido, es un logro a destacar, permitiendo la recuperacion y

la utilizacién en ciclos de reuso.

Otro aporte en la evolucion de este tema de investigacion fue realizado por la Dra.
Cordoba en su tesis doctoral, en la cual se abordo el estudio de un sistema de eliminacion
de colorantes fendlicos (RAS y NII) catalizado por HEM como biomimético de HRP. En
dicho trabajo se estudi6é la actividad, se optimizaron las condiciones operativas de
reaccion, se analizaron los productos de decoloracion y la produccion de oxigeno. Esto
permitid confirmar: la accion degradativa de HEM; la inactivacion provocada por H20z;
y la generacion de oxigeno. Se explord la sintesis de catalizadores heterogéneos,
inmovilizando HEM sobre QUIT. Se realiz6 un estudio cinético tedrico experimental que
permitio establecer una analogia entre el mecanismo del biomimético y el de HRP, con

produccion de radicales fendlicos y radicales O2™.

Se explord el reuso de HEM soportado mediante remocion de RAS utilizando 10,5

mg L' de HEM soportado (o 250 mg de catalizador L), a pH 9 y 6,6 mM de H20: para
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200 mg L' de RAS (Tabla 9.11). Los resultados muestran que el uso de APTS aumenta
la conversion de RAS, presentando todos los catalizadores una importante disminucion
de la actividad en los usos siguientes. Estos resultados alentaron, para la presente tesis, el
uso de APTS como agente acoplante para la inmovilizacion de HEM sobre esferas
magnéticas de QUIT, logrando efectivamente aumentar la eficiencia en el procedimiento.
Tabla 9.11 — Resultados remocion de RAS sobre QUIT-GA-HEM, QUIT-APTS-GA-HEM,

QUIT-GA-HRP en primer uso (1 h de reaccion) y sexto retiso (24 h de reaccion). Tabla obtenida
de [11].

Primer ciclo de uso Sexto ciclo de uso
1h 24 h
QUIT-GA-HEM 29,5 +5,76 17,8 + 3,28
QUIT-APTS-GA-HEM 48,7 + 4,04 34,1 +£4,95
QUIT-GA-HRP 20,0 + 1,44 0,9 + 1,00

Analizando la remocion de NII pudo identificarse que con el sistema soluble (17,2
mg L' de HEM y 3,8 mM de H202) la conversién de 300 mg L™ de colorante NII alcanza
a 80% en 70 min. La degradacion de NII es muy répida, aun a concentraciones altas de
colorante. Por otro lado, la inmovilizacion de HEM cambia drasticamente la actividad del
catalizador. Con 40 min se logra no mas del 60% de conversién de 50 mg L' de NII. Las
condiciones para el catalizador heterogéneo fueron 32,9 mg L' de HEM (o 1 g L! de
catalizador soportado), 24 mM de H202 y pH 10,6. El volumen de reaccion fue de 25 mL

y se utilizaron 25 mg de catalizador seco por corrida.

La pérdida de actividad encontrada, se asignd a la presencia de oligomeros de HEM
sobre la superficie de QUIT modificado. En cuanto a las remociones de los colorantes, se
presentan hallazgos relevantes asociados con la presencia agregados de RAS en la
solucion que podrian explicar las desviaciones a la simulacion cinética aplicada, al
disminuir la concentracion nominal de mondémeros en el medio de reaccion; y la
posibilidad de que la estructura de NII genere impedimentos estéricos para el
acercamiento a HEM, por lo que en las reacciones con el colorante azoico podria estar

favorecida la descomposicion de H202 en forma comparativa a RAS.
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Habiendo logrado los avances reportados en parrafos anteriores, se plante6 uno de
los objetivos principales de esta tesis, que fue combinar la actividad de MAG y HEM,
como mimético y biomimético de peroxidasa, en un sistema con el fin de maximizar la

degradacion de los colorantes frente a la adsorcion en el sistema catalitico.

Considerando el sistema QUIT-MAG en forma de esferas coprecipitadas,
entrecruzadas con TPP, modificadas con APTS y HEM soportado en superficie, se deben
tomar en cuenta varios puntos clave para discutir un potencial mecanismo de reaccion de
remocion de colorantes. Asimismo, se desprenden analisis interesantes acerca del uso de
esferas de QUIT-B2m en la remocion de RAS y NII. Estas discusiones se detallan a

continuacion.
(1) Adsorcion y difusion de colorantes y H20: en el solido.

Dada la alta afinidad de QUIT por especies cargadas negativamente, es esperable que
la primera etapa sea la adsorcion de los colorantes sobre la superficie del catalizador,
principalmente cuando la reaccion se realiza en agua destilada, por debajo del PZC. Este
proceso, estaria entonces fuertemente influenciado por el pH del medio. Estaria
involucrada la adsorcion de los colorantes y el oxidante en la superficie de la esfera y la
difusion intersticial hacia el interior. El H20O2 es una molécula pequefia y no se espera que
tenga dificultades en la difusion intra esfera, mientras que la estructura intacta de los
colorantes se mantiene solamente hasta que interactian con los radicales por interaccion
H202-MAG o H202-HEM. Esta interaccion podria ocurrir en solucion o en la superficie
de la esfera. Desde esta perspectiva, la adsorcion favoreceria la proximidad de los
colorantes a los sitios de generacion de radicales, pero podria generar impedimentos para

el acceso del H202 a la superficie de MAG.
(II)  Reaccion de H202 con MAG y HEM.

La etapa de adsorcion inicial ocurriria en paralelo a la reaccion con H2O2, tanto en la
superficie de MAG como de HEM. A un pH entre 7 y 9, en la superficie de MAG, existen
especies =FeOH y =FeO" (ver nuevamente Figura 9.3). La interaccion con el H20:2
generaria, en los valores de pH explorados, especies FeO*" en la superficie de MAG y
Fe'V=0 en la superficie de HEM, que luego podrian tener dos vias de reaccion: la
catalatica con la descomposicion de H202 o la peroxidatica a través de la reaccion con los

colorantes (generando radicales por abstraccion de un H). Para que la reaccion tipo
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peroxidasa tenga lugar, es importante un acceso adecuado del colorante a las cercanias

del enlace FeO de HEM.

En cuanto a la adsorcion de colorantes sobre MAG, seria menos favorable, respecto

a la adsorcién sobre QUIT, tal como lo mostraron los resultados de la tesis de Pirillo.

Existen evidencias de la actividad combinada de HEM vy ferritas. En el trabajo de
Nicolas et al. (2021) se encontrd una conversion del 36,8 % de 62,5 mg L' de RAS a pH
11 y 20 mM de H20, utilizando 2,5 g L™ de catalizador compuesto por HEM-MnFe204
(0,74% HEM), mientras que la ferrita de Mn con 80 mM de H202 a pH 7 degrada 18%
de RAS [12]. Esta misma ferrita no degrada NII a pH 9 en las mismas condiciones pero
con HEM alcanza 100% de conversién de 62,5 mg L' de NIl a pH 11 y con 20 mM de
H202. En estos casos, no puede descartarse cierta contribucion del H2O2 en la oxidacion
espontanea. Estos materiales se evaluaron sin agitacion debido a su fragilidad estructural

y disolucién parcial.

(III)  Diferencias estructurales y reactivas entre RAS y NII en sistemas con HEM

inmovilizado.

El andlisis de la estructura molecular de RAS reveld que es una molécula plana,
mientras que NII sufre una torsioén con el enlace azo. Ademas, RAS posee dos grupos OH
que pueden ceder un atomo de hidrégeno al enlace FeO de HEM, mientras que en NII el
unico grupo OH se encuentra involucrado en el equilibrio tautomérico entre la forma azo
y la hidrazona. Las diferencias de reactividad de ambas moléculas tendrian entonces
causas estéricas y electronicas. En comparacion con HEM en el sistema homogéneo (que
genera alta degradacion de NII segun lo reportado en la tesis de la Dra. Cordoba), el
sistema con HEM inmovilizado tendria restricciones para lograr una interaccion

productiva con NIIL.
(1V)  Estabilidad de HEM frente a H20:.

La degradacion de HEM es un potencial problema al elevar la concentracion de H20a.
En este sentido, en esta tesis se han utilizado concentraciones de H202 bajas en forma
comparativa, con el objetivo de optimizar la eficiencia en su consumo y minimizar
reacciones secundarias no productivas. Los resultados obtenidos no evidenciaron la
degradacion de la estructura de HEM en las soluciones mixtas de RAS/NII, especialmente

considerando los resultados en el retso del sistema QUIT-MAG-TPP-APTS-HEM.
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(V) Generacion y reactividad de especies oxidantes en un sistema heterogéneo

multicatalitico con MAG y HEM.

En este sistema multicatalitico, la generacion de las especies oxidantes podria ocurrir
en serie-paralelo o en paralelo. Esto permitiria, potencialmente, multiples interacciones
entre los productos de la reaccion entre los colorantes y MAG/HEM activados por H20z,
como asi también la generacion de las especies oxidantes reconocidas. Estas reacciones
no solo podrian resultar en la descomposicion especifica de H202, sino que también
podrian inducir la evolucion de Oz en el medio, el cual tiene el potencial de generar otros

radicales y continuar la reaccion.

(VI)  Efectos de la inmovilizacion de HEM sobre esferas magnéticas de QUIT

sobre su actividad catalitica.

La caida de la actividad catalitica al inmovilizar HEM en esferas de MAG-QUIT
puede atribuirse a dos factores: (1) la formacion de agregados superficiales de HEM, una
reaccion conocida para este compuesto (dimeros, trimeros o tetrdmeros por interacciones
a través de puente hidrégeno); y (2) la mayor rigidez estructural de HEM soportado para

interactuar en forma productiva con moléculas voluminosas y no planas como NII.

En el caso particular de NII, los resultados se pueden explicar mediante una
competencia entre el H2O:2 y el colorante para acceder a HEM o a la superficie de MAG
en la que el H20: es la ganadora, con la consecuente descomposicion del agente oxidante
en vez de la generacion de radicales derivados de NII. Esto explicaria la baja actividad

comparativa para NII en relacion a RAS en los sistemas individuales modelos.

(VII)  Efecto del secado sobre la remocion de colorantes RAS y NII en soluciones

individuales modelo sobre esferas de QUIT-MAG-TPP-APTS-HEM.

Se pudo observar el efecto del secado del catalizador en la remocion de los
colorantes. Utilizando el catalizador htimedo y seco se lograron remociones de NII de
70,2 y 36,8%, respectivamente ([catalizador] = 5,5 g L'!; [H202] = 5 mM; [NII] = 10 mg
L'; 30 °C; pH 9,4; agitacién magnética 300-400 rpm; 6 h). Resultados similares se
encontraron con RAS, utilizando el catalizador himedo y seco, las remociones fueron
72,3 y 39,1% ([catalizador] = 5,3 g L''; [H202] = 0,5 mM; [RAS] = 100 mg L!; 30 °C;
pH 9.,4; agitacion magnética 300-400 rpm; 6 h). El secado generaria el colapso de la

estructura interna de poros del s6lido. Como MAG se encontro distribuida en toda la
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esfera, el secado implicé la disminucion considerable de sitios activos de MAG, mientras
que HEM se encontré distribuido teniendo en cuenta la presencia de APTS superficial y
MAG expuesta disponible en superficie. Es importante considerar que en etapas de
escalado el aumento de la masa de catalizador (nlimero de esferas) al implementarse otros
equipos de reaccion podria compensar la disminucioén de la masa activa ocasionada por

el secado.

(VIII) Remocion de RAS y NII en soluciones modelo utilizando QUIT-MAG-TPP-
APTS-HEM bajo condiciones optimizadas.

Bajo las condiciones de reaccion optimizadas, en soluciones individuales de RAS y
NII en sistemas modelo, se alcanzaron remociones de 92,5 y 63,9%, respectivamente
([catalizador] = 40,6 g L'!; [colorantes] = 50 mg L!; [H202] = 2,75 mM; pH 9,4 en buffer
Tris-HCI; 30 °C; 200 rpm en shaker; 6 h). Bajo las mismas condiciones de reaccion, pero
en soluciones mezcla de colorantes con 50 mg L' de cada uno, se obtuvo un 62,7% de
remocion de color a las 6 h. Estos resultados se encuentran reportados en el Capitulo VII.
En el estudio de los blancos sin catalizador, se reportan remociones de RAS y NII
similares a las encontradas con el catalizador, pero con concentraciones entre 20 y 80
mM. El uso del s6lido catalizador evitaria el uso de cantidades excesivas de H202y el
consecuente tratamiento de eliminacion. El impacto negativo de la temperatura es doble:
aumenta la descomposicion de H2O2 (disminuyendo la concentracion de oxidante) y
promueve reacciones de acoplamiento entre radicales y no de reaccion de los radicales

con estructuras organicas.

(I1X)  Capacidad de adsorcion de QUIT-B2m para colorantes RAS y NII: efectos

de la concentracion y del entrecruzamiento.

Se obtuvo que el adsorbente compuesto por QUIT-B2m pudo remover 1,85 y 0,60
mg de RAS y NII, respectivamente, por g de QUIT. Se considero, en funcion de los
ensayos de adsorcion realizados en la biomasa (B2m), que el QUIT es el material que
conduce a la adsorcion de los colorantes. Es interesante que, como se menciono al analizar
los resultados de la tesis de Pirillo, QUIT modificado con GA no adsorbio el colorante
azoico azul negro de eriocromo R. Este comportamiento se asigna al impacto del
entrecruzante, tal como ocurrid en esta tesis con el entrecruzamiento realizado con TPP.
Nuevamente, de los resultados de adsorcion de RAS y NII sobre las esferas de QUIT puro

y QUIT-B2m, el entrecruzamiento da estabilidad pero disminuye la capacidad de
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adsorcion. El estudio computacional realizado por la Dra. Ferreira y la evaluacion de
ajustes a los modelos Langmuir y Freundlich, arrojaron argumentos solidos para

fundamentar la capacidad diferencial del QUIT en adsorber RAS y NII.
(X) Tratamiento en dos etapas: oxidacion avanzada + adsorcion.

La posibilidad de lograr reducciones sustanciales del DQO y COT en una sola etapa
es un logro importante. El mayor costo e inversion para la aplicacion estaria en el
catalizador, el cual deberia utilizarse en el rango de 10 a 40 g L', con la posibilidad de
retsos multiples y aplicacion a temperaturas bajas. La concentracion de H202 es cerca de
un décimo de la que se reporta en la literatura, y la disminucion de COT y DQO en las
concentraciones mayores habilita a un efluente a cumplir con requisitos de riego por
aspersion (regulado en Resolucion 336/03, considerado dentro de “absorciéon por el

suelo”) para esos parametros y no solo para el vertido en red cloacal.

Este sistema evita la complejidad de otros sistemas con mayor sofisticacion. La
optimizacion del adsorbente a base de QUIT-B2m con modificacion superficial especifica
para aumentar capacidad de adsorcion y minimizar solubilidad, con un procedimiento de
secado adicional como pretratamiento y como etapa adicional a la de oxidacion avanzada

es un tema a desarrollar en el futuro.
(XI) Consideraciones sobre costos del tratamiento.

Un tema relevante es el costo del sistema multicatalitico, que involucraria 10% de
magnetita, con la posibilidad de incorporar un 23% de biomasa. Se reporta el costo del
QUIT mediante importaciones (China, Espafa y Ecuador), de aproximadamente 1.000
dolares el kg. Respecto a la disponibilidad de QUIT en el pais, es importante destacar
que, aunque el QUIT de alta pureza importado tiene un costo considerable, existen
alternativas locales que podrian reducir significativamente estos costos. Segun lo
mencionado por la Dra. Noemi Zaritzky, investigadora superior del CIDCA (Centro de
Investigacion y Desarrollo en Criotecnologia de Alimentos, La Plata), el proceso
tecnoldgico desarrollado en el pais permitiria producir QUIT a un costo menor, del orden
de 20 dolares por kg. Esto abre la posibilidad de que, en un futuro, el biopolimero pueda
ser producido localmente y, por ende, ser materia prima para el desarrollo del catalizador
aqui propuesto. Se estima, en términos amplios que, considerando la produccion local de

QUIT, 40 g L' utilizados para tratar 25.000 L de solucion, tendria un costo de 20.000
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dolares. Esto, bajo un andlisis conservador, que considera que el 100% de la masa es
QUIT. Puede estimarse una reduccion en el costo, considerando la optimizacion del
proceso, el reuso, el uso del 23% de biomasa y el 10% de MAG, para lograr un 67% de

QUIT en el sistema catalitico con H20x.

9.5. Conclusiones

Se logrd evaluar el sistema de oxidacién avanzada en un medio sin control de pH con
una matriz de efluente simulado, logrando remociones de RAS/NII (50 mg L™ cada uno)
en términos de disminucion de absorbancia del 53,2 + 0,6%. Una etapa posterior de
adsorcion, permitid una remocion de hasta 73,4 + 2,9%. El sistema catalitico permitid
reducir la conductividad en 17,5%, la DQO en 84,6% y el COT en 84,6% de soluciones
en matriz de efluente simulado. Si bien estos resultados son prometedores en términos de
la aplicacion real del catalizador para el tratamiento de efluentes, es necesario explorar la

toxicidad de las soluciones tratadas.

En cuanto a la etapa de adsorcion, se registré un aumento de la DQO y del COT que
se asocio a la ruptura/disolucion del adsorbente en el medio de reaccion. Podria inferirse
que los aumentos provienen de un mismo origen, dado que todas las muestras presentan
valores similares. En consecuencia, es fundamental desarrollar estrategias para aumentar

la estabilidad del QUIT en el solido adsorbente.

Analizando los conocimientos previos puede destacarse que se lograron avances
asociados principalmente con la obtencidon de un sélido catalizador que contiene QUIT y
MAG estables en soluciones de operacion. En este sentido, se superaron las problematicas
asociadas a la disolucion de MAG y de QUIT en el medio de reaccion. Los estudios
previos establecen un marco so6lido para comprender los mecanismos de degradacion y
adsorcion de colorantes utilizando QUIT-MAG-TPP-APTS-HEM como catalizador en
combinacion con H202 y QUIT-B2m como adsorbente. Los resultados obtenidos en la
presente tesis amplian el conocimiento de esta linea de investigacion al sintetizar una
nueva estructura multicatalitica y evaluar su eficiencia en la remocion de colorantes bajo

diversas condiciones de operacion.
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Capitulo X

Conclusiones y perspectivas futuras

10.1. Conclusiones
La presente tesis busco, tomando como base los trabajos precedentes, estudiar un
sistema de tratamiento de soluciones acuosas que contienen colorantes (antraquindnico y

azoico) en dos instancias: ETAPA I, oxidacion avanzada; y ETAPA II, adsorcion.

La presentacion del trabajo llevado a cabo para cumplir el objetivo general se dividid

en tres partes. A continuacion se detallardn los principales hitos alcanzados.

10.1.1. PARTE 1: Estudio preliminar
(a) Sintesis de las esferas de QUIT, QUIT/MAG y HEM soportado en QUIT/MAG

Se logro establecer un procedimiento simple para la obtencion de esferas puras de
QUIT mediante goteo en medio alcalino. Resulté un procedimiento versatil, considerando
que, si bien no se explord en el presente trabajo, el tamafio del s6lido precipitado puede
facilmente ajustarse modificando el tamafo de gota (utilizando buretas o jeringas con

diferentes diametros).

Pudo incorporarse MAG de manera efectiva mediante coprecipitacion de sales de
hierro en simultdneo a la gelificacion en atmosfera inerte, con una pérdida de hierro en
solucion precipitante menor al 1% respecto al hierro presente solucion 4cida de
QUIT/Fe**/Fe?" precipitada. Se verificoé mediante TEM la escala nanométrica de las
particulas obtenidas bajo las condiciones de sintesis, en ausencia de QUIT. MAG
proporciona al soporte de caracteristicas magnéticas y la posibilidad de acoplarse como
mimético de las enzimas catalasa y peroxidasa. La caracterizacion del soporte por SEM
permitié observar una estructura de poros en cavidades paralelas con un evidente colapso

debido a la pérdida de humedad del s6lido por el secado.
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Se logré inmovilizar HEM sobre el soporte y optimizar la eficiencia del
procedimiento utilizando APTS (evolucionando de un 32% a un 52% en promedio cuando

fue tratado con el agente acoplante).

10.1.2. PARTE 2: APLICACION DEL CATALIZADOR Y EL ADSORBENTE
Puede disgregarse en dos lineas complementarias asociadas al estudio de la
aplicacion del catalizador en un POA y del adsorbente compuesto por QUIT-biomasa en

remocion de colorantes en solucion.
» ETAPA I: Sistema tipo Fenton heterogéneo

Aplicacion del catalizador en remocion de RAS vy NII en soluciones modelo individuales.

La busqueda bibliografica y los ensayos exploratorios de remocion de RAS y NII
permitieron identificar pardmetros adecuados de reaccion tales como concentracion de
H202, concentracion de colorantes, pH, disolvente, temperatura y tiempo de reaccion.
Pudo identificarse que, para el sistema estudiado, el colorante NII es recalcitrante respecto
a RAS bajo las condiciones de reaccion exploradas. Las diferencias de reactividad entre
ambas moléculas se asociaron a causas estéricas y electronicas. El estudio de la estructura
molecular de RAS muestra que es una molécula plana, en contraste con NII que presenta
una torsion en torno al enlace azo. Ademas, RAS tiene dos grupos OH capaces de donar
un 4tomo de hidrogeno al enlace FeO en HEM, mientras que en NII el tnico grupo OH

esta implicado en el equilibrio tautomérico entre las formas azo e hidrazona.

Adicionalmente, se pudo evaluar, desde un punto de vista practico, la aplicacion del
catalizador. Se estudi6 la aplicacion del mismo en estado seco/rehidratado. Pese a la
pérdida de actividad ocasionada por el colapso de la estructura interna del s6lido, la cual
no pudo evitarse incluso con el secado en estufa de vacio a temperatura ambiente, se
considera que su uso en seco es apropiado dado que presenta ventajas asociadas a la

manipulacidon, almacenamiento y transporte.

Aplicacion del catalizador en remocion de RAS/NII en matriz de efluente simulado.

En funcion de una amplia revision de literatura se establecio una composicion de una
matriz de efluente sintético con concentraciones de cada uno de los componentes que
simulan un efluente textil. Se explord la aplicacion del catalizador en la remocién de RAS
y NII en soluciones mezcla, con diferentes proporciones y concentraciones de los

colorantes. Se encontrd que el sistema optimiza variables de respuestas asociadas a la
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decoloracion de las soluciones bajo concentraciones de colorantes de 50 mg L' cada uno,
H>02 2,75 mM y 40,6 g L' de catalizador, logrando variaciones en la absorbancia en la
banda principal de los espectros de hasta un 58,6%, frente a un 62,7% para un sistema
modelo (sin la matriz de efluente simulado). Puede inferirse que, ante la composicion del
efluente sintético propuesto, no se producen grandes efectos inhibitorios en la actividad
catalitica del solido estudiado. Adicionalmente, el catalizador mantuvo hasta un 65% de

su actividad inicial al quinto uso. Estos factores son relevantes al pensar en su aplicacion.

Se pudo concretar el objetivo del trabajo que fue considerar la perspectiva de la
aplicacion del solido sintetizado, logrando un catalizador que: (1) combina la actividad
mimética y biomimética de peroxidasa de MAG y HEM, respectivamente
(comportamiento multicatalitico asociado a la generacion de radicales por iones Fe?/Fe*
de MAG y por el Fe** en HEM en contacto con H202); (2) es estable en el medio de
reaccion; (3) permite multiples reusos; (4) presenta bajo costo relativo de sintesis; (5) se

aplica en condiciones de temperatura y presion ambiente.
> ETAPA II: ADSORCION
Sintesis del adsorbente QUIT/biomasa y aplicacion en remocion de RAS y NII.

Inicialmente se evalud el uso de biomasa derivada de la pulpa del fruto de Araujia
sericifera como adsorbente. Se obtuvo un material fino (<74 um) que fue utilizando sin
tratamiento y post tratamientos (basico-acido y con APTS). En ninguno de los casos la
biomasa presentd capacidad de adsorber los colorantes RAS y NII bajo las condiciones

estudiadas.

Sin embargo, se retomo el protocolo de sintesis de esferas de QUIT puro, explorado
en el estudio preliminar de la sintesis del catalizador, y se realizaron modificaciones con
el fin de incorporar la biomasa en el solido. Se encontr6 que las esferas de QUIT presentan
mayor capacidad de remocion de RAS y NII en estado himedo. Se logré incorporar
biomasa (B2m (mg) /QUIT (mg) = 0,3) favoreciendo la eficiencia del QUIT en la
remocion de RAS. Se pasé de 0,40 a 0,50 mg L' RAS removidos por mg de QUIT en
esferas de QUIT puro y de QUIT/B2m, respectivamente.

Fue evidente que el adsorbente presenta mayor capacidad de remocion de RAS que
de NII. La estructura molecular plana del colorante RAS le permite generar interacciones

entre moléculas por puente de hidrogeno que favorecerian la adsorcion en multicapa. Por
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el contrario, dado que el colorante NII contiene un grupo azo (-N=N-) podrian ocurrir

restricciones en el acomodamiento molecular.

10.1.3. PARTE 3: TRATAMIENTO EN ETAPAS. SISTEMA TIPO FENTON
HETEROGENEO Y ADSORCION.
Finalmente, se estudio el tratamiento de soluciones mezcla de RAS y NII, en sistema
modelo y en matriz de efluente simulado, en dos etapas: oxidacion avanzada aplicando el
catalizador basado en HEM soportado en esferas magnéticas de QUIT con H202 como

agente oxidante; seguido de adsorcion, utilizando esferas de QUIT/biomasa.

La aplicacion del sistema multicatalitico basado en QUIT-MAG-TPP-APTS-HEM
en combinacion con H202 permitié la reduccion sustancial de DQO y el COT. Esta claro
que seria importante la optimizacion de la concentracion del catalizador para usos ad-

hoc, que deberian evaluarse.

Se encontrd que la etapa I, de oxidacion, permiti6 reducir la conductividad en 17,5%,
la DQO en 84,6% y el COT en 84,6% de soluciones en matriz de efluente simulado. En
cuanto a la etapa de adsorcion, se registré un aumento de la DQO y del COT que se asocid

a la ruptura/disolucion del adsorbente en el medio de reaccion.

10.2. Perspectivas futuras
Se desprenden diversos topicos a explorar en funcion de los resultados obtenidos en

el presente trabajo de tesis sobre los cuales se podria avanzar en un trabajo a futuro.
Respecto a la sintesis del catalizador:

D Emplear los resultados asociados al protocolo de sintesis del solido soporte
para el desarrollo de catalizadores, incluso con la incorporacion de otros
materiales activos, por ejemplo derivados del cobre o manganeso. Se reporta
que Mn,Fe,Ox presenta actividad catalitica debido a la combinacién de Mn**
y Fe?'/Fe**, siempre y cuando se garantice la insolubilidad de los materiales
en el medio de reaccion.

(I)  Explorar el efecto del entrecruzamiento con TPP de las esferas magnéticas de
QUIT-MAG, evaluando diferentes condiciones en el procedimiento (pH,
tiempos de tratamiento, concentraciones de TPP, entre otros).

(III)  Optimizar teniendo en cuenta costos, explorando la incorporacién de la

biomasa en el catalizador.
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(IV)  Explorar diferentes tipos de secado del material soporte con el fin de evitar
que colapse la estructura interna radial de poros. Se espera evaluar la
deshidratacion del sélido utilizando COz con el objetivo de fijar la estructura
y evitar el colapso observado en el secado.

(V)  Realizar un estudio cinético del sistema en condiciones O6ptimas con el fin de
tener modelos ttiles para un potencial escalado del tratamiento.

(VI)  Estudiar exhaustivamente el procedimiento para el reuso del catalizador, con
principal foco en el acondicionamiento del sélido entre aplicaciones. Es
importante evaluar el efecto del lavado entre usos, pH de solucion de lavados,
tiempos de lavado, entre otros.

(VII) Evaluar la aplicacion del catalizador en un sistema abierto, simulando lo que
podria ocurrir en una pileta de una planta de tratamiento de efluentes. Es
fundamental tener en cuenta la posible interaccion con el CO2 atmosférico, ya
que este puede disolverse en el medio de reaccion. Una vez en solucion, el
CO: puede reaccionar con el agua para formar acido carbonico (H2COs3) en un
equilibrio dindmico. A su vez, el acido carbonico se disocia parcialmente,
generando iones bicarbonato (HCO3") y carbonato (CO3*") en funcién del pH
del sistema. Adicionalmente (I) la presencia de estos iones puede afectar
significativamente el equilibrio 4cido-base del entorno, alterando las
propiedades superficiales del catalizador y, por ende, su actividad, y (IT) puede

contribuir a la generacion de radicales.
Respecto a la sintesis del adsorbente:

(D Desarrollar estrategias para aumentar la resistencia de las esferas de QUIT,
con modificaciones superficiales especificas que maximicen la capacidad de
adsorcioén y minimicen la fragilidad.

(IT)  Aplicar el adsorbente optimizado en soluciones tratadas por Etapa I del
sistema de tratamiento, y caracterizar las soluciones tratadas en términos de
DQO, COT y conductividad.

(IIT)  Explorar reusos del adsorbente optimizado.

En cuanto al sistema integrado, se plantea estudiar su desempefio en un efluente
coloreado real, poniendo particular atencién en el andlisis de toxicidad del efluente

tratado.

407



| Capitulo X — Conclusiones y perspectivas futuras

Se considera que el costo de un proceso de eliminacion del color se desglosa en: (1)
cambios en la infraestructura y preparacion del nuevo emplazamiento requerido; (2)
compra ¢ instalacion de equipamientos; (3) costos de funcionamiento u operativos:
productos quimicos, energia, eliminacion de lodos, entre otros. En este sentido, el
presente trabajo proporciona las bases para continuar con el estudio de tratamientos que,
desde el disefio, estén orientados a garantizar la aplicacion en un contexto real. Se propone
como trabajo a futuro, aplicar el catalizador optimizado disefiando ensayos que reflejen
las operaciones a escala real, teniendo en mente, la nula 0 minima modificacion de las

infraestructuras presentes en las plantas de tratamiento de efluentes textiles actuales.
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