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Resumen

Titulo: Desarrollo de una matriz polimérica biodegradable a partir de albimina de suero bovina
para su potencial aplicacion en la limpieza de aguas contaminadas con metales pesado”
Autor: Angie Gabriela Méndez Bautista™

Palabras Clave: Albumina de suero bovino, Hidrogel, Remocion, Metales pesados, Adsorcion

Descripcion: El desmedido incremento de la actividad industrial ha dado lugar a la generacion de grandes

volimenes de aguas residuales contaminadas con metales pesados. Frente a esta problematica, resulta crucial
desarrollar nuevos materiales que permitan tratar estas aguas residuales antes de ser vertidas en cuerpos de agua, con
el proposito de prevenir dafios en la salud humana y en el medio ambiente. Con el objetivo de contribuir a la creacion
de soluciones eficaces, se llevd a cabo una evaluacion del uso de la albimina de suero bovino (BSA) en la sintesis de
hidrogeles, utilizando glutaraldehido (GTA) como agente reticulante. Se establecid6 una metodologia para la
fabricacion de hidrogeles con concentraciones de BSA del 20% y 25% (p/v) a distintas concentraciones de
entrecruzante (0.2% a 1.1%). Ademas, se investigo la estabilidad fisica de los geles resultantes, asi como su capacidad
de hinchamiento y biodegradabilidad en medio acuoso. Asimismo, se analizo la capacidad de los hidrogeles de BSA-
GTA para remover iones de Cu?*, Ni?* y Co?" presentes en soluciones sintéticas. Analisis por espectroscopia de
absorcion atémica indicé que a medida que aumentaba la concentracién de BSA en el hidrogel y disminuia la
concentracion inicial del cation en la solucion problema, aumentaba la eficiencia de remocién; dando como resultado
una capacidad de remocion superior al 93% para cada ion, en un periodo de contacto de 5 horas. Estos resultados

sugieren que la BSA es un material prometedor para la limpieza de aguas contaminadas con iones de metales pesados.

* Trabajo de Grado

** Facultad de Fisicoquimicas. Escuela de Ingenieria Metallrgica y Ciencia de los Materiales.
Ingenieria MetalUrgica. Director: Viviana Raquel Guiza Argiello. PhD en Ingenieria Quimica
Codirector: Pedro Luis Delvasto Angarita. PhD en Ciencias y Tecnologia de Materiales. Giselle
Carolina Baron Guadrén. MSc en Ingenieria de Materiales.
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Abstract

Title: Development of a biodegradable polymer matrix from bovine serum albumin for the
removal of heavy metal ions from wastewater”
Author: Angie Gabriela Méndez Bautista *

Key Words: Bovine serum albumin, Hydrogel, Removal, Heavy metals, Adsorption

Description: The uncontrolled increase in industrial activity has led to the generation of large volumes of

wastewater contaminated with heavy metals. Faced with this problem, it is crucial to develop new materials that allow
these wastewaters to be treated before being discharged into bodies of water. with the purpose of preventing damage
to human health and the environment. With the aim of contributing to the creation of effective solutions, an evaluation
of the use of bovine serum albumin (BSA) in the synthesis of hydrogels was carried out, using glutaraldehyde (GTA)
as a crosslinking agent. A methodology was established for the manufacture of hydrogels with BSA concentrations of
20% and 25% (w/v) at different concentrations of crosslinker (0.2% to 1.1%). Furthermore, the physical stability of
the resulting gels was investigated, as well as their swelling capacity and biodegradability in aqueous medium.
Likewise, the removal capacity of the BSA-GTA hydrogels was analyzed in the elimination of Cu2+, Ni2+ and Co2+
ions present in synthetic solutions. The results obtained through atomic absorption spectroscopy indicated that as the
concentration of BSA in the hydrogel increased and the initial concentration of the test solution decreased, the removal
efficiency increased; resulting in a removal capacity greater than 93% for each ion, in a contact period of 5 hours. This

information suggests that BSA is a promising material for cleaning water contaminated with heavy metal ions.

* Graduation Project

'Facultad de Ingenierias Fisicoquimicas. Escuela de Ingenieria MetalUrgica y Ciencia de
Materiales. Supervisor: Viviana Raquel Guiza Argiello. PhD en Ingenieria Quimica Co-
supervisors: Pedro Luis Delvasto Angarita. PhD en Ciencias y Tecnologia de Materiales, y Giselle
Carolina Baron Guadron. MSc en Ingenieria de Materiales.
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Introduccion

Los altos niveles de metales pesados en las fuentes hidricas son resultado del vertimiento
de aguas residuales por parte de varias industrias, tales como la minera (Mili¢evi¢ et al., 2020), la
galvanoplastia (Liu et al., 2011), la textil y la agricola (Lizarazo et al., 2020; Senanu et al., 2023).
Entre ellas, la galvanoplastia sobresale como una fuente importante de contaminacion
antropogeénica, a causa de los procesos de decapado y revestimiento (Zhou et al., 2020; Moersidik
et al., 2020) que liberan grandes cantidades de aguas residuales con concentraciones elevadas de
cobre, niquel y cobalto (Ghorpade y Ahammed, 2018; Pooja et al., 2021). Debido a que estos
metales pesados presentan alta toxicidad, alta bioacumulabilidad y baja biodegradabilidad, pueden
generar un impacto negativo en los ecosistemas acuosos y en la salud de los seres humanos (Kumar
et al., 2022; Rajoria et al., 2022). En consecuencia, el tratamiento de estas aguas residuales
industriales es primordial para el bienestar y la salud publica.

Diversos métodos se han utilizado para eliminar iones de metales pesados de las aguas
residuales, entre los cuales esta el intercambio idnico, la precipitacion quimica, la filtracion por
membranas y la adsorcion (Saleh et al., 2022). Entre estos métodos, la adsorcion se destaca debido
a su alta eficiencia, bajo costo de operacion y facil operacion (Rathi y Kumar, 2021; Fu y Wang,
2011), por lo que representa una gran alternativa para remover iones metalicos. Sin embargo, los
adsorbentes que existen actualmente poseen limitantes, como poca capacidad de adsorcion y baja
eficiencia de remocion (Jiao et al., 2022), por lo cual es necesario desarrollar nuevos adsorbentes.
Recientemente, los hidrogeles han Ilamado la atencién ya que presentan una gran capacidad de

adsorcion debido a su estructura tridimensional y sus abundantes grupos funcionales (Shrestha et
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al., 2021); ademas, poseen un caracter hidrofilo que les permite absorber grandes cantidades de
agua, lo que facilita la rpida penetracion de los iones en su estructura.

En este contexto, el presente trabajo de investigacion apunto al desarrollo de una matriz
polimérica biodegradable tipo hidrogel a base de albdmina de suero bovina, con la finalidad de
utilizarla como adsorbente para la remocién de iones Cu?*, Ni** y Co?* presentes en soluciones

acuosas.
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1. Objetivos

1.1 Objetivo general

Desarrollar una matriz polimérica biodegradable a partir de albimina de suero bovina para
su potencial aplicacion en la limpieza de aguas contaminadas con metales pesados
1.2 Objetivos especificos

Establecer una metodologia para la fabricacion de una matriz polimérica tipo hidrogel, a
partir de albumina de suero bovina.

Evaluar el efecto de la composicion del hidrogel fabricado en su capacidad para remover
cobre, cobalto y niquel de soluciones acuosas de dichos iones metélicos.

Caracterizar la biodegradabilidad de las matrices poliméricas desarrolladas.
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2. Antecedentes

2.1 Contaminacion industrial por metales pesados

Las actividades industriales representan las principales fuentes antropogénicas de
contaminacion en el mundo, dado que liberan grandes volimenes de aguas residuales que
contienen metales pesados (Fadlillah et al., 2023). Existen diversas industrias que contribuyen a
esta problematica medioambiental; por ejemplo, la industria minera libera iones metalicos a través
de las minas abandonadas y los desechos mineros, que incluyen relaves y lixiviados (Punia, 2021).
Por otro lado, la industria textil contamina los sistemas acuaticos debido a los productos quimicos
utilizados en el proceso de tefiido e impresion de textiles (Uddin y Alam, 2023), mientras que la
industria agricola contribuye mediante el uso de pesticidas, fungicidas y herbicidas utilizados para
el control biol6gico (Lizarazo et al., 2020).

Ademas de las industrias mencionadas anteriormente, la galvanoplastia desempefia un
papel fundamental en la contaminacion ambiental al liberar una cantidad significativa de aguas
residuales &cidas como resultado de procesos de decapado y revestimientos (Gu et al., 2020; Zhou
et al., 2020; Moersidik et al., 2020). La contaminacion generada por la industria del acabado de
metales es una problematica que ha sido reportada desde hace varios afios (Sapari et al., 1996) y
que aun persiste en la actualidad (Li et al., 2023). Las aguas residuales provenientes de la
galvanoplastia pueden contener concentraciones de hasta 9069 ppm en el caso del cobre (Gu et al.,
2020), 88 ppm de niquel y hasta 2360 ppm de cobalto (Cai et al., 2019).

En paises como China, la industria de la galvanoplastia vierte anualmente 400 millones de

toneladas de aguas residuales, lo que representa un grave problema ambiental (Xiong et al., 2023;
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Gong et al., 2021). Debido a la alta bioacumulabilidad, la baja biodegradabilidad y la naturaleza
toxica de los metales pesados (Darban et al., 2022), es necesario el tratamiento de estas aguas
residuales, ya que su vertimiento directo en aguas naturales constituye un gran riesgo para el
ecosistema acuatico y la salud de los seres humanos (Kumar et al., 2022; Chai et al., 2021),
provocando enfermedades como la insuficiencia renal, disfuncion tiroidea, artritis reumatoide y
cancer de pulmon (Rajoria et al., 2022).

2.2 Meétodos para la remocion de metales pesados

Existen varios métodos fisicoquimicos para el tratamiento de aguas contaminadas con
metales pesados, entre ellos esta la precipitacién quimica, la adsorcidn, el intercambio i6nico y la
separacion por membranas (Fu y Wang, 2011). La precipitacion quimica es una de las técnicas
maés usadas en la industria debido a su facil aplicacion y bajo costo de operacion. Este método
consiste en agregar un compuesto quimico que reacciona con los iones de metales pesados y los
convierte en compuestos menos solubles, para posteriormente eliminarlos por medios fisicos como
sedimentacion, flotacion o filtracion (Chen et al., 2018). Su principal desventaja radica en su
ineficiencia ante concentraciones bajas de iones metélicos en soluciones acuosas y la generacion
de contaminacion secundaria (Benalia et al., 2022).

Por otra parte, el intercambio idnico permite la eliminacion de iones metalicos a niveles de
concentracion muy bajos. Esta técnica se basa en el intercambio de iones especificos con iones
moviles de carga similar, lo cual permite una retencién temporal de los iones en el intercambiador,
para posteriormente eluir y facilitar la recuperacion de los intercambiadores con los iones
metalicos contenidos. A pesar de tener una alta eficiencia de mas del 90 % en la eliminacion de

metales pesados, factores como baja selectividad y altos costos de operacion limitan el uso de esta
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técnica (Bashir et al., 2019). En el caso del proceso de separacion por membranas, el agua
contaminada pasa a presion a través de una membrana semipermeable para separar iones
especificos de la solucion. Aunque la eliminacion de metales pesados por esta técnica es simple y
no necesita productosquimicos adicionales, su aplicacion se ve limitada por los altos costos de
operacion (Nakhjiri et al.,2022).

Finalmente, la adsorcion se considera un método de descontaminacion prometedor debido
a su rentabilidad, facil operacion y alta disponibilidad; este consiste en la transferencia de un
contaminante en fase liquida a la superficie de un sélido, donde se adhiere mediante interacciones
fisicas y quimicas, creandose una capa de adsorbato en las superficies del adsorbente (Saleh, 2022).
Se han estudiado una gran cantidad de adsorbentes para descontaminar aguas con metales pesados,
entre los cuales se encuentran el carbon activado, las zeolitas (Dizge y Tansel, 2011), los materiales
a base de hidréxido doble estratificado y los nanotubos de carbono (Malik et al., 2019). Dentro de
estos materiales adsorbentes, el carbon activado es ampliamente reconocido y se emplea de forma
generalizada en la purificacion del agua. A pesar de esto, extraer el carbon activado de las aguas
residuales se presenta como un proceso complicado y costoso (Chai et al., 2021). Por este motivo,
los bioadsorbentes se han mostrado especialmente prometedores en la adsorcién de iones metélicos
debido a que son ecoldgicos y econdmicamente viables (Sankaran et al., 2020; Varghese et al.,
2019). No obstante, para mejorar la capacidad de adsorcién de estos bioadsorbentes, se requiere
desarrollar materiales que posean una elevada area superficial y sitios activos que permitan la

adsorcion de iones de metales pesados.
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2.3 Hidrogeles biodegradables para la limpieza de aguas contaminadas

Los hidrogeles son redes tridimensionales de cadenas poliméricas interconectadas. Su
estructura Unica les permite obtener una amplia &rea de adsorcion y una rapida difusion de iones
metalicos a través del material (Zheng et al., 2023). Asimismo, disponen de diversos grupos
funcionales, como el carboxilo, hidroxilo y amino, los cuales tienen la capacidad de rodear, atrapar
yretener iones metalicos (Badsha et al., 2021). Sumado a esto, los hidrogeles son materiales
hidrofilicos, por lo tanto, pueden hincharse y aumentar su volumen sin comprometer su estructura,
deahi que puedan absorber considerables cantidades de agua (Darban et al., 2022).

En los dltimos afios, se han estudiado ampliamente los hidrogeles a base de polimeros
naturales para la adsorciéon de metales pesados, con el propdsito de encontrar materiales que sean
masrespetuosos con el medio ambiente. Entre estos se encuentran el quitosano, la celulosa, el
alginato(Doyo et al., 2023) y el almiddn (Haq et al., 2022). Estos biopolimeros ofrecen multiples
ventajas, ya que se encuentran abundantemente en la naturaleza y son biodegradables.
Adicionalmente, permiten la fabricacion de hidrogeles con alta capacidad de hinchamiento,
haciéndolos deseables para la descontaminacién de aguas (Burciaga-Montemayor et al., 2020). Sin
embargo, existen biopolimeros con gran potencial para remover iones metalicos que aun no han
sido objeto de estudio,como es el caso de la albimina de suero bovino.

2.4 Albumina de suero bovino

La albumina de suero bovino (BSA, por sus siglas en inglés) es una proteina monomeérica
con una masa molecular de 66400 Da, formada por una cadena Unica que contiene 583
aminoacidos en su estructura primaria (Li et al., 2024). Esta proteina consta de tres dominios

homdlogos denominados I, Il y 11, y cada dominio se divide en dos subdominios (A y B). Los
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subdominios 1A y I1IA son considerados principales sitios de unién para diversos compuestos
ex6genos y enddgenos, incluyendo iones metalicos (Jahanban-Esfahlan y Panahi-Azar, 2016); la
ubicacion de estos subdominios se ilustra en la forma N de la figura 1.

Figura l

Estructura de la BSA en su forma N, con sus respectivos dominios y terminales

Forma N Dominio I
B Dominio 11
B Dominio 111
> ,‘I/A
v ing
C-terminal J
4 N-terminal

Nota. La imagen representa la estructura tridimensional de la BSA en su punto isoeléctrico.
Adaptado de Electrostatic Unfolding and Interactions of Albumin Driven by pH Changes: A
Molecular Dynamics Study (p. 118), por K. Baler, 2014, The Journal of Physical Chemistry B (4)

La BSA ha sido ampliamente investigada en el campo farmacolégico debido a su parecido
estructural, de aproximadamente 76 %, con la albimina de suero humano. De hecho, es la proteina
més abundante en el plasma sanguineo, que cumple con el importante papel de transportar y
distribuir una amplia variedad de compuestos en el sistema circulatorio (Alhazmi et al., 2021).
Este biopolimero tiene una notable capacidad de unién a diferentes iones metélicos, tales como

Cu?*, Ni?*, Co?*, Cd**, Zn?* y Ca?* (Bal et al., 1998), lo cual se atribuye a la presencia de grupos
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funcionales, como el grupo amino, tiol e imidazol, que promueven la adsorcién de estos iones
(Joshi et al., 2021).

En Bal et al. (2013) se menciona la existencia de cuatro sitios de unién que interacttan con
diversos iones metélicos; el sitio N-terminal (NTS), los sitios Ay B, y Cys34. Entre ellos, el sitio
de union NTS se destaca por presentar una alta afinidad hacia los iones de Cu?*, Ni?* y Co?*,
debido a la presencia de cuatro &tomos de nitrégeno en el sitio, que actiian como "donantes" para la
coordinacion y union de estos iones metalicos. Por consiguiente, la BSA representa una alternativa
promisoria como biopolimero para el desarrollo de hidrogeles para la eliminacion de estos iones
metélicos.

2.5 Sintesis de hidrogeles a base de albumina de suero bovino y glutaraldehido como agente
reticulante

En la ultima década, se han utilizado diversos métodos para el desarrollo de hidrogeles a
base de albumina. Los tres principales métodos para la gelificacion de hidrogeles son: la sintesis
inducida por pH, la gelificacion inducida térmicamente y la reticulacion quimica.

La sintesis de hidrogeles inducidos por pH implica la reduccion del pH a 3.5, seguida de
una incubacién a 37°C. Como resultado, la BSA cambia su estructura compacta en forma de
corazon (Forma N) a una estructura mas alargada (Forma F) (Tsai et al., 2011). Este cambio
permite que las cadenas de albumina se agrupen en una estructura de hidrogel a través de la
interaccion de fuerzas hidrofébicas y atracciones electrostaticas entre iones con cargas opuestas.
Los hidrogeles producidos por este método se gelifican lentamente en comparacion con otros

métodos, formando geles transparentes (Ong et al., 2019, 2020).
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Por otra parte, la gelificacion inducida térmicamente permite la obtencion de geles més
estables al emplear temperaturas por encima del punto de desnaturalizacion de la proteina
(T=60°C) (Santos et al., 2018). Esto ocasiona que la proteina despliegue sus segmentos
polipeptidicos y experimente una reorganizacion en su estructura mediante interacciones
hidrofdbicas intramoleculares, dando como resultado una estructura de hidrogel definitiva
(Sanaeifar et al., 2020). No obstante, desnaturalizar la proteina durante un tiempo prolongado
conlleva la posibilidad de afectar negativamente los sitios de unién y la biocompatibilidad de la
proteina (Arabi et al., 2018).

Por dltimo, la reticulacion quimica es el método més reportado en la formacion de
hidrogeles de albumina. Este método permite una rapida gelificacion y confiere mayor estabilidad
a los geles (Ong et al., 2019). El entrecruzamiento quimico involucra la formacion de nuevos
enlaces covalentes entre grupos funcionales de aminoacidos dentro de la proteina, gracias a la
ayuda de un agente reticulante (Barth y Schmidt, 2021). El glutaraldehido (GTA) destaca como el
agente reticulante més utilizado para el entrecruzamiento quimico en la preparacion de diversos
materiales basados en biopolimeros, tales como hidrogeles, perlas, peliculas y membranas (Bui et
al., 2020; Pavoni et al., 2021; Marapureddy y Thareja, 2022). Esto se debe a que mejora las

propiedades mecéanicas y confiere una mayor estabilidad al material (Reddy et al., 2015).

3. Metodologia
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3.1 Sintesis de hidrogeles de BSA-GTA

3.1.1 Disefio del molde para la fabricacion del hidrogel

Figura 2

Disposicion de los componentes en el ensamble y estructura final del molde de hidrogeles de

BSA-GTA.

Vidrio

PVC

Con el fin de controlar la geometria de los hidrogeles, se disefié un molde rectangular de la
siguiente forma: a partir de una lamina de policloruro de vinilo (PVC) flexible, se cortaron dos
placas rectangulares, un espaciador en forma de herradura y un espaciador alargado.
Adicionalmente,para proveer estabilidad al molde, se emplearon dos placas de vidrio como pared
exterior, y todasestas partes fueron ensambladas con ganchos doble clip, tal como se muestra en la
figura 2.

3.1.2 Preparacion de soluciones de BSA

Para la preparacion de las soluciones de BSA se empled albimina de suero bovino liofiliza-

da (fraccion V, Sigma-Aldrich) y agua desionizada (DIH20) con una resistividad de 18.2 MQcm.

Se preparo6 una solucion precursora de BSA con una concentracion méxima de 48.21 % (p/v), la
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cual se utiliz6 eventualmente para la fabricacion de hidrogeles con concentracién nominal de 25
%y 20 % BSA. Las soluciones precursoras fueron centrifugadas a 6000 rpm inmediatamente antes
de su uso, con el fin de eliminar el exceso de burbujas.
3.1.3 Preparacion de soluciones de BSA

Se prepararon soluciones madre (stock) del agente gelificante a partir de disolucion de
glutaraldehido grado Il al 25 % (v/v) (Sigma-Aldrich) en agua. Las concentraciones de dichas
soluciones (GTA-DIH20) estuvieron en el rango 1.76 % al 2.2 % (v/v), con el objetivo de estudiar
niveles de composicidn final del 0.2 % al 1.1 % (v/v) de GTA en el hidrogel.
3.1.3 Fabricacion de hidrogeles de BSA-GTA

La fabricacion de hidrogeles se baso en los estudios preliminares realizados previamente
en el laboratorio del grupo GIMAT (Torres y Hernandez, 2021), el proceso se llevo a cabo de la
siguiente manera:

a. Agregar la respectiva solucién de BSA (45.83 % o0 36.67 %) y el volumen
correspondiente de solucion de agente entrecruzante (GTA-DIH20).

b. Rapidamente, pipetear varias veces de arriba hacia abajo para mezclar los

componentes de la solucién BSA-GTA.

C. Inmediatamente, transferir todo el contenido a un molde.
d. Dejar reposar durante 8 min para completar la gelificacion.
e. Desmoldar y transferir el hidrogel a un contenedor plastico con DIH20.

Se fabricaron diferentes hidrogeles con concentraciones finales de 20 % y 25 % (p/v) de
BSA, variando la composicion del agente reticulante en 6 niveles: 0.2, 0.4, 0.6,0.8, 1.0y 1.1 %

(v/v). Los geles sintetizados fueron sumergidos en agua desionizada con el fin de mantener
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hidratado el hidrogel y evaluar su comportamiento de pruebas de hinchamiento en dicho medio.
La figura 3 ilustra la metodologia descrita anteriormente.

Para analizar la estabilidad de los hidrogeles en el tiempo, éstos fueron sometidos a dos
experimentos de hinchamiento. En el primero, los hidrogeles se sumergieron durante 9 dias en
agua desionizada. Subsecuentemente, con base en las observaciones de esta prueba, se escogieron
3 formulaciones de hidrogeles para ser sumergidos en agua desionizada durante 23 dias, con el
proposito de analizar la degradacion del hidrogel.

Para las pruebas de hinchamiento, se cortaron muestras en forma de disco, utilizando un
sacabocados de golpe de 10 mm.
Figura 3
Proceso de fabricacion de hidrogeles BSA-GTA.

. Incorporar en el molde
Preparar soluciones Stock
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e A ';/
A ¥ — S —— — 7‘ )
4 |/
- J/’
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Stock GTA | DIH0
RN .
\ 7 Hidrogel
W BSA-GTA
Stock BSA SA-G

Mezclar soluciones Stock Gelar durante 8 minutos
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Luego, se pesaron y se midieron las dimensiones de cada muestra. Las muestras fueron
transferidas a un plato de 12 pozos con 4 mL de agua desionizada por pozo. Al final de cada
ensayo, se analizaron los cambios en las masas y las dimensiones de los hidrogeles, con el
objetivo de encontrar el rango de tiempo de estabilidad y evaluar comportamiento de

degradacion de los hidrogeles.

3.2 Evaluacion de la capacidad de remocién de iones Cu?*, Ni’*t y Co?* de soluciones
sintéticas contaminadas
3.2.1 Preparacion de soluciones sintéticas.

Todas las soluciones sintéticas de iones de Cu?*, Ni?* y Co?* se prepararon con agua
desionizada y reactivos de grado analitico. Las sales utilizadas en estos experimentos de remocion
fueron las siguientes: sulfato de cobre anhidro (CuSOs), sulfato de niquel hexahidrato
(NiSO4+6H20) y el sulfato de cobalto heptahidrato (CoSO4+7H20).

Se realizaron diagramas de especiacion de los iones de Cu?*, Ni?*y Co?*, con el software
Medusa, con la finalidad de analizar la distribucion de las especies en funcién del pH. Los
diagramas de especiacidn se construyeron variando las concentraciones de las sales entre 5y 100
ppm (anexo A-C). Teniendo en cuenta los diagramas y el punto isoeléctrico de la BSA (pH=5.1-
5.5), se escogio el pH para remover los iones metéalicos.

Una vez establecido el pH, se prepararon soluciones stock de 500 ppm de cada ion metalico
para el primer experimento de remocion. El pH de cada solucion se ajusto utilizando H2SO4 0.1N.
Luego, las soluciones stock se diluyeron hasta obtener soluciones de 50 y 100 ppm. Para el segundo
experimento de remocién, la solucién stock fue diluida para obtener soluciones con

concentraciones de 5, 15, 25y 50 ppm.
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3.2.1 Experimentos de remocion.

La capacidad de remocién de los hidrogeles se evalu6 en un plato de 12 pozos, con 3.5 mL
de solucion sintética de cada ion por pozo. Antes de cada experimento, se dejaron hinchar los
hidrogeles en DIH20 a temperatura ambiente hasta que alcanzaron su equilibrio de hinchamiento.

Seguidamente, se realizaron diversos cortes a cada hidrogel para obtener cuadrados de

aproximadamente 2x2 mm. Después, entre 900-1000 mg de hidrogel cortado fueron
transferidos a cada unode los pozos del plato, los cuales contenian 3.5 mL de solucion sintética.

En el primer experimento de remocion, se evalué el efecto del tiempo en la capacidad
de remocién de los hidrogeles con diferentes concentraciones de BSA. Para este propdsito, se
tomaron alicuotas a las 3, 15 y 24 horas, con la finalidad de encontrar el tiempo y la
concentracion de BSA maés adecuada para la remocion. En el segundo experimento se
contempld el efecto de la concentracion inicial de los iones metalicos en la capacidad de
remocion. Se utilizaron los hidrogeles escogidos con base en los resultados del primer
experimento. Al finalizar cada experimento, se determind el porcentaje de Cu, Ni y Co
removido mediante espectroscopia de absorcion atdbmica,utilizando un equipo Thermo Electron
S4 SOLAAR.

4. Resultados y discusion

4.1 Sintesis y caracterizacion de hidrogeles
Al evaluar los hidrogeles obtenidos con las formulaciones de 0.2 % (v/v) de GTA se

encontré que estos no lograron una gelificacion adecuada, debido a la baja cantidad de agente
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reticulante, que resultd insuficiente para entrecruzar completamente la proteina. Por otro lado, el
andlisis de las concentraciones de 0.6 % de GTA sugirio que los hidrogeles por debajo de ese nivel
no gelarian correctamente, dado que con esta concentracion ya eran dificiles de manipular y
presentaban adherencia a los moldes; en consecuencia, se descartaron los hidrogeles preparados

con concentraciones GTA entre 0.2 -0.4 %.

Los hidrogeles fabricados con concentracion de GTA entre 0.6 y 1.1 % y un tiempo de reaccion
de 8 minutos presentaron mejores propiedades que las anteriores formulaciones, a excepcion
de la combinacion que contenia 1.1 % GTA. En ese caso, el precursor del hidrogel gelificé tan
rapido que impidid su correcto vertimiento dentro del molde, generando como resultado una
estructura no uniforme, como se muestra en la figura 4d y 4h; debido a esto, se excluy6 esta
formulacion para las pruebas de hinchamiento.

En la figura 4 se ilustran los hidrogeles sintetizados e hidratados durante tres dias,
visualmente se aprecia una variacion de la coloracion, la cual estd directamente relacionada
con la concentracion de GTA, es decir, a medida que aumenta la concentracion de GTA, el
hidrogel pasa de un tono amarillo palido a uno maés intenso, ya que aumenta el nivel de
entrecruzamiento de las cadenas poliméricas en el hidrogel. Ademas, se observa que los
hidrogeles en la figura 4a y 4e tienen menor estabilidad, ya que, al hincharse, no solo aumenté
su volumen, sino que también generd deformacion en el hidrogel. Los hidrogeles de
formulacion de 0.8 % (figura 4b y 4f) y 1.0 % (figura 4c y 4g) presentaron la mas alta

estabilidad durante el hinchamiento.
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Figura 4
Hidrogeles sintetizados usando diferentes concentraciones de BSA-GTA, después de tres dias de

inmersion en DIH20.

20%BSA-0.6%GTA il 20%BSA-0.8%GTA |l 20%BSA-1.0%GTA |l 20%BSA-1.1%GTA

 §

4.2 Capacidad de hinchamiento de los hidrogeles de BSA-GTA

En las figuras 5 y 6 se ilustra el cambio de las dimensiones que sufren los hidrogeles a lo
largo de un periodo de 9 dias. Inicialmente, todos los hidrogeles tenian un radio de 10 mm, dado
por el sacabocados, y un espesor de 1.3 mm (dado por el molde). Tras el primer dia, se observo un
aumento en el volumen de los hidrogeles, causado por el desplazamiento del agua a través de los
espacios que se forman entre las cadenas del hidrogel, lo que resulta en una separacion de las
cadenas y, por lo tanto, en un incremento del volumen. Para las concentraciones de 20 % BSA-0.6

% GTA y 25 % BSA-0.6 % GTA, aument6 el volumen aproximadamente 6.5 y 5.5 veces al
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volumen inicial, respectivamente. En el caso de los hidrogeles con concentraciones de 0.8 % GTA
el volumen se triplicd, mientras que los hidrogeles compuestos por 1.0 % GTA duplicaron su
tamano inicial.

Esta variacion en el comportamiento de los hidrogeles estd relacionada con la
concentracion de GTA; por ende, los hidrogeles con mayor porcentaje de GTA presentaron una
mayor cantidad de entrecruzamientos, lo que dificulta la separacién de las cadenas cuando difunde
el agua hacia la estructura del hidrogel, dando lugar a una menor capacidad de hinchamiento.
Figura 5

Cambio de morfologia de los hidrogeles de 20 % BSA a diferentes concentraciones de GTA

durante las pruebas de hinchamiento
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En el quinto dia, todos los hidrogeles alcanzaron su punto maximo de hinchamiento,

para este punto las formulaciones de 0.6 % GTA eran muy flexibles, pero presentan poca
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resistencia mecénica y tendian a romperse con facilidad a la hora de manipularlos. Por otro
lado, los hidrogeles de 1.0 % GTA se mantuvieron rigidos y no tenian adherencia con ninguna
superficie. Finalmente, los hidrogeles de composicién 0.8 % GTA mostraron buena estabilidad
y flexibilidad.

Después del quinto dia, los hidrogeles comenzaron a disminuir su tamafio. Este cambio
fue mas evidente en los hidrogeles que contenian un 0.6 % de GTA, los cuales presentaron
fisuras y grietas en la superficie del hidrogel al noveno dia, indicando la presencia de
degradacion.

Figura 6
Cambio de morfologia de los hidrogeles de 25 % BSA a diferentes concentraciones de GTA

durante las pruebas de hinchamiento
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En la figura 7 se puede observar que, independientemente del contenido de BSA en el
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hidrogel, la formulacion preparada con 0.6 % GTA se hincho a una tasa significativamente
mayor que las otras dos concentraciones. Por su parte, las otras dos formulaciones (0.8 y 1.0
% GTA) mostraron un equilibrio de hinchamiento después de 3 dias de inmersion en agua,
manteniendo una tendencia a estabilizar su masa hasta el quinto dia. Ademas, la figura 7
muestra que los hidrogeles de 20 % BSA tienden a hincharse méas que los de 25 % BSA, este
comportamiento es causado por la cantidad de proteina en el hidrogel, ya que, al tener menos
proteina, hay mas espacio entre las cadenas que pueden llenarse de moléculas de agua.
Debido a la estabilidad que exhibieron los hidrogeles de 0.8 y 1.0 % GTA, se opt6 por
continuar las pruebas de hinchamiento con estas dos formulaciones y agregar una
concentracion intermedia de 0.9 % GTA para analisis posteriores.
Figura7

Efecto del porcentaje de BSA en el hidrogel con concentraciones de 0.6, 0.8y 1.0 % (v/v) GTA
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Los resultados del segundo experimento de hinchamiento se muestran en la figura 8, donde
se observa una tendencia similar en todos los hidrogeles. Sin embargo, al comparar la figura 7 con
la figura 8, se aprecia que la tendencia de hinchamiento de los hidrogeles varia ligeramente,
acompafada de una diferencia numérica en el grado de hinchamiento.

Esta diferencia se explica en parte por la ausencia de un método de secado en el primer
experimento, ya que los hidrogeles al tratar de secarse, se adherian firmemente al papel adsorbente;
lo que ocasionaba dafios en su estructura y pérdida de masa.

Figura 8

Efecto del porcentaje de BSA en el hidrogel con concentraciones de 0.8, 0.9y 1.0 % (v/v) GTA
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Para el segundo experimento, se tomd la decision de emplear una superficie de teflén no

adherente. En este caso, los hidrogeles se movieron repetidamente sobre la superficie del teflon

para eliminar el exceso de agua de manera mecanica, lo cual permitié conservar la integridad del
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hidrogel de mejor forma. También es importante sefialar que, en esta segunda prueba, no fue
posible medir el peso de las muestras en el tercer dia. Por lo tanto, la comparacion con los datos
previamente registrados (figura 7) no puede realizarse de manera completa. Es probable que el
equilibrio de hinchamiento se haya alcanzado al tercer dia de inmersion en agua.

Sin embargo, debido a la falta de datos en ese punto de la grafica, se sugiere que en el
experimento dos se alcanzd el equilibrio el dia 4. De todos modos, la informacion de las figuras 7
y 8 permiti6 concluir que el equilibrio de hinchamiento de los geles de BSA se lograba aproximada
mente entre el tercer y cuarto dia después de la inmersion en agua.

Por otra parte, el comportamiento del hidrogel observado en ambos experimentos, muestra
que inicialmente se requiere un tiempo para la absorcién de agua, exhibiendo una tendencia
ascendente. Sin embargo, una vez alcanzada su capacidad de equilibrio, el hidrogel comienza a
tener un comportamiento descendente. Esto se debe a la pérdida de masa, la cual podria ser
resultado de una posible degradacion hidrolitica de la proteina (Lisman et al., 2014).

Este proceso de degradacion implica la absorcion de agua, lo que no solo provoca el
hinchamiento del material, sino también la ruptura de enlaces de hidrdgeno intermoleculares.
Como consecuencia, algunos enlaces peptidicos se vuelven susceptibles a la ruptura por hidrolisis.
Cuando una molécula de agua interacta con un enlace peptidico propenso a la hidrolisis, se
produce la adicion de un ion hidroxilo (OH") a uno de los extremos del enlace peptidico y un ion
hidrogeno (H*) al otro extremo, lo que resulta en la separacion de los dos aminoacidos conectados
y la liberacion del agua. La velocidad de degradacion dependerad de la concentracion de GTA

presente en el hidrogel (Hofmann et al., 2009).
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Después de 10 dias en inmersién, los hidrogeles mostraron una segunda etapa de
hinchamiento. Seguidamente, se observa una degradacion lenta hasta el dia 19 y termina con una
caida dréstica en la masa del hidrogel hasta el dia 23.

Se opto por no evaluar la degradacion de los hidrogeles més alla del dia 23 en inmersion,
ya que el principal punto de interés radicd en hallar el primer equilibrio de hinchamiento, y asi
definir cudndo podian ser usados los hidrogeles para las pruebas de adsorcion.

4. Capacidad de remocion de iones Cu?*, Ni®* y Co?* de los hidrogeles de BSA-GTA

Con el objetivo de identificar el pH mas apropiado para la eliminacion de iones Cu?*, Ni?*
y Co?*, se examinaron los diagramas de especiacion a concentraciones de 5, 15, 25, 50 y 100 ppm
para cada ion (anexo A-C). Estos diagramas revelaron que, a valores de pH bajos, existe una
proporcion més alta de iones metélicos en forma libre, mientras que a valores de pH superiores a 6,
disminuye la predominancia de los cationes libres en la solucion. Como resultado de este anélisis
y considerando el punto isoeléctrico de la proteina (pH=5.1-5.5), se escogio utilizar valores de pH
de la solucién problema entre 4.5 y 5.0 para los ensayos de remocion.

4.3.1 Efecto del tiempo de contacto

Para el primer experimento de remocidn, se evaluaron concentraciones de 50 y 100 ppm,
para Cu?* y Ni?* en un tiempo de 3, 15y 24 horas. Esto se llevd a cabo utilizando hidrogeles de
20y 25% BSA con 0.9% de agente reticulante.

Las figuras 9 y 10 representan los porcentajes de remocion en funcion del tiempo. Durante
las primeras 3 horas de contacto del adsorbente con el adsorbato, se aprecia un incremento en el

porcentaje de iones removidos, independientemente de la concentracion inicial.
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Figura 9
Remocion de Cu a diferentes concentraciones a lo largo del tiempo a) hidrogeles de 20 %

BSA-0.9 % GTA y b) hidrogeles de 25 % BSA-0.9 %GTA.
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En el periodo de 3a 15 horas, se presenta un leve aumento, lo que indica una remocién
continua, pero a una velocidadmenor. No obstante, después de las 15 horas de contacto con la
proteina, en la figura 9a y 10a-b, no se muestra una variacion notable de remocién a lo largo de
ese periodo de 9 horas, a diferenciade lo observado en la figura 9b donde se muestra una leve
disminucion de la concentracion duranteel mismo intervalo de tiempo. Esto demostré que el
tiempo de exposicidn a los iones metalicos tenia un efecto sobre la proteina, los iones metalicos
interactlan con los aminoacidos presentes en la BSA, generando un aumento en la carga
negativa del hidrogel, acumulando mas iones, hasta quela superficie del hidrogel se satura.
Adicionalmente, para ambos iones se obtuvieron tasas de remocidén menores al emplear una

concentracion inicial de 100 ppm.
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Figura 10
Remocion de Ni a diferentes concentraciones a lo largo del tiempo a) Hidrogeles de 20 %BSA

b) Hidrogeles de 25 %BSA.
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Esto se atribuye a la mayor presencia de especies de sulfato de cobre y sulfato de niquel
que se encuentran en la solucion a concentraciones mas altas. Ademas, es posible que, al haber
mayor cantidad de cationes metalicos, mayor sea el nivel de competencia por los sitios activos
en el hidrogel. Por otra parte, el cobre presenté una mayor afinidad para ser removido por los
hidrogeles de BSA y al comparar los hidrogeles de 20 y 25 % de BSA se evidencio una mayor
capacidad de remocién en los hidrogeles de 25 % de proteina, es decir, en el material que mayor
namero de sitios activos ofrecio.

A partir de los resultados de estos experimentos, se selecciond la formulacion 25 %BSA-
0.9 %GTA para las pruebas de remocion en el rango 5-50 ppm, manteniendo un tiempo de

contacto con el adsorbente de 5 horas.
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4.3.2 Efecto de la concentracion inicial de los iones en la eficiencia de remocion
El efecto que tiene la concentracion inicial de la solucion problema al entrar en contacto
con el hidrogel se muestra en la figura 11.

Figura 11

Efecto de la concentracion inicial de los iones metélicos en la apariencia fisica del adsorbente

Los hidrogeles evaluados con concentraciones superiores a 15 ppm de los respectivos
cationes metalicos, presentan una disminucion en el tamafio que se hace mas evidente a medida
que la concentracion del cation aumenta. Este cambio de tamafio podria deberse a una
caracteristica de los iones metalicos divalentes, que les permite actuar como puente para conectar
dos moléculas de BSA y proporcionar una proteccion electrostatica entre los grupos cargados
negativamente de las moléculas de BSA vecinas (Jing et al., 2022). Esto permite que las moléculas

se acerquen lo suficiente y se agreguen. La agregacion de moléculas de proteina reduce el espacio
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disponible para las moléculas de agua en la estructura, lo que provoca la desorcién de agua y, por
ende, una disminucion en el tamafio del hidrogel.

En el caso del cobre, cuando el hidrogel fue afiadido a una solucion de Cu?* de 50 ppm, se
empez6 a observar un cambio de coloracién de amarillo a verde, principalmente los bordes de los
hidrogeles, que se volvieron més oscuros con el paso del tiempo. Esto podria explicarse por la
concentracion alta del ion de cobre, que permite la saturacion de los sitios de unién de la proteina
con iones metélicos, dejando aminoacidos expuestos que se coordinan con el exceso de iones
metalicos, lo que resulta en la formacion de complejos de cobre con BSA (Alhazmi et al., 2021);
dando una coloracion verdosa al hidrogel.

Figura 12

Porcentaje de remocion de iones de Cu?®*, Ni?* y Co?" a diferentes concentraciones
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La figura 12 muestra la remocidn obtenida después de que el hidrogel estuvo en contacto

con las soluciones sintéticas durante 5 horas. Se observé que, al disminuir las concentraciones de

los iones metélicos en solucion, aumento el porcentaje de remocidn de estos. En particular, con
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una concentracion de 5 ppm se obtuvo el mayor porcentaje de remocién. Los resultados revelaron
porcentajes de aproximadamente 95.3 %, 96.7 % y 93.1 % para los iones Cu?*, Ni?* y Co?*,
respectivamente. Por otro lado, el cobre es el ion que se removié en mayor cantidad a
concentraciones superiores a 15 ppm, con porcentajes de remocion superiores al 80 %. Por Gltimo,
los hidrogeles mostraron una capacidad de remocion de cobalto y niquel bajas a concentraciones

de 50 ppm.

5. Conclusiones

Se logr6 establecer una metodologia para sintetizar hidrogeles por entrecruzamiento
quimico utilizando como matriz albimina de suero bovino (BSA) y glutaraldehido (GTA) como
agente reticulante. La composicion de los hidrogeles fue del 20 y el 25 % (p/v) de BSA, mientras
que la concentracion del agente gelificante varid entre 0.6 y el 1.0 % (v/v).

La evaluacion de estos hidrogeles se realizd mediante la observacién visual de las
propiedades mecénicas, asi como un anlisis cuantitativo de su capacidad de hinchamiento y
degradacidn.Independientemente de la concentracion de albdmina en el hidrogel, el incremento de
la concentracion de GTA resultd en hidrogeles mas rigidos y estables, aunque con una capacidad
de hinchamiento limitada y una velocidad de degradacion menor. En contraste, las concentraciones
més bajas de GTA dieron como resultado hidrogeles mas flexibles, con una mayor tasa de
hinchamiento y velocidades de degradacion més aceleradas. Por otro lado, la concentracion de
BSA influyé significativamente en la capacidad de hinchamiento de todos los hidrogeles,

mostrando un mayorgrado de hinchamiento a concentraciones mas bajas de BSA, a excepcion de
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los hidrogeles con una formulacion del 1 % de GTA que mantuvieron un grado de hinchamiento
similar. Ademas, todos los hidrogeles tendieron a estabilizarse entre el tercer y cuarto dia de
inmersion en agua, sin importar la formulacion utilizada.

Los hidrogeles de BSA-GTA removieron efectivamente iones de Cu?*, Ni?* y Co?* en las
soluciones sintéticas contaminadas. La eficiencia de remocion de estos iones se vio afectada por
la concentracion de BSA en el hidrogel. De esta manera, los hidrogeles con una concentracion del
25 % de BSA lograron remover 10 % mas de iones de cobre y niquel en comparacion con los
hidrogeles de 20 % de BSA.

Asimismo, se evaluo el impacto de la concentracion inicial del adsorbato en la capacidad
de remocion de los hidrogeles con un 25 % de BSA, mostrando una capacidad de remocion
superior al 93 %, cuando la concentracion inicial de los iones se redujo a solo 5 ppm para cada
tipo de ion. De manera general, los hidrogeles exhiben una capacidad de remocién de iones
metalicos en el siguiente orden: Cu?* >Ni?* >Co?*.

La adsorcion de estos iones metalicos generé cambios notorios en el color y el tamafio
de los hidrogeles. Estos cambios se hicieron mas evidentes a medida que se incrementaron las
concentraciones de los iones metalicos en las soluciones.

Los resultados de estos experimentos indicaron que los hidrogeles de BSA desarrollados
exhiben propiedades interesantes para la remocidn de iones metalicos, y, por lo tanto, vale la pena

ahondar su estudio para aplicaciones de limpieza de aguas contaminadas con metales pesados.

6. Recomendaciones
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Para trabajos futuros de investigacion se sugiere:
e Modificar la geometria del hidrogel para obtener esferas, con el propdsito de
aumentar el area de contacto.
e Determinar cuantitativamente las propiedades mecénicas de los hidrogeles de BSA-
GTA
e Evaluar la selectividad de los hidrogeles de BSA al interactuar con una solucion

sintética que contenga varios iones metalicos simultaneamente.
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Apéndices
Apéndice A. Diagramas de especiacion de CuSOs a diferentes concentraciones (a) 5ppm, (b)

15ppm, (c) 25ppm, (d) 50ppm y (e) 100ppm.
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Apéndice B. Diagramas de especiacion de NiSOs a diferentes concentraciones (a) 5ppm, (b)

15ppm, (c) 25ppm, (d) 50ppm y (e) 100ppm.
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Apéndice C. Diagramas de especiacion de CuSOs a diferentes concentraciones (a) 5ppm, (b)

15ppm, (c) 25ppm, (d) 50ppm y (e) 100ppm.
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