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RESUMEN

En este trabajo se presenta el estudio de la inmovilizacion y la estabilidad de
hemoglobina sobre compuestos tipo hidrotalcita de diferente composicién (Mg/Fe o Mg/Al)
variando la relacion molar M?*/M3* (x= 2, 3 y 4). La inmovilizacion se llevé a cabo por
diferentes métodos de sintesis: coprecipitacion, delaminacion y adsorcion. Ademas, se

estudio la desorcion de hemoglobina de los materiales.

Las muestras se analizaron por diferentes técnicas de caracterizacion como:
difraccion de rayos X (DRX), para determinar pureza y cristalinidad; espectroscopia de
infrarrojo con transformadas de Fourier (FT-IR), para la identificacion de grupos funcionales;
espectroscopia de ultravioleta visible (UV-vis), para identificar y determinar la cantidad de
hemoglobina adsorbida sobre la hidrotalcita y Fisisorcién de nitrégeno para caracterizar

propiedades texturales.

Los resultados obtenidos indican que es posible inmovilizar la molécula de
hemoglobina por diferentes métodos de sintesis. La sintesis simultdnea favorece la formacion
rapida de nacleos en donde la hemoglobina es retenida. El estudio cinético de adsorcion
indic6 que las muestras de composicién MgAl inmovilizan més rapidamente la hemoglobina.
Con el analisis de desorcion se confirmé que la hemoglobina se mantiene estable en el

material aun variando composicion y relacion metalica molar después de dos meses.



INTRODUCCION

Durante las ultimas decadas, la actividad superficial y la adsorcion de
biomacromoléculas tales como proteinas sobre superficies sélidas, han Illamado mucho la
atencion. La adsorcion de una proteina sobre una superficie sélida no bioldgica es un
importante fendmeno debido a que desempefia un papel clave en varias aplicaciones
biotecnologicas como biocatalizadores o biosensores, implantes artificiales, purificacion de
proteinas, liberacion de farmacos, catélisis y soportes cataliticos. EIl soporte de proteinas
sobre materiales inorganicos involucra fuerzas de Van der Waals, afinidad hidrofobica asi
como puentes de hidrégeno. Consecuentemente las condiciones superficiales pueden inducir

a la desnaturalizacion de la proteina inmovilizada o cambios en su actividad bioldgica.

Las proteinas son esenciales en el funcionamiento de diversos sistemas. La
importancia de las proteinas radica en que son indispensables para la vida. La palabra
proteina, deriva del griego proteios, que significa “ser el primero”. La hemoglobina es una
proteina globular con estructura cuaternaria conformada por el grupo hemo el cual confiere
la actividad bioldgica a ésta. Entre las funciones que lleva a cabo se encuentra el transporte
de O2 del aparato respiratorio hacia los tejidos periféricos y del transporte de CO2 de los
tejidos periféricos hasta los pulmones para ser excretado, el cual se liga al atomo de hierro
(Fe?*) del grupo hemo. Sin embargo, las aplicaciones de esta proteina se ven limitadas debido
a que presenta poca estabilidad. La hemoglobina es sensible a la desnaturalizacién o
inactivacién si se producen cambios de pH, alteraciones en la concentracion, agitacion
molecular o variaciones extremas de temperatura. Una propuesta para mantener estable a la

hemoglobina es inmovilizarla sobre hidrotalcitas debido a su caracter basico y baja toxicidad.

Los compuestos tipo hidrotalcita son un tipo de materiales laminares constituidos por
laminas cargadas positivamente y aniones intercambiables, que coexisten junto con

moléculas de agua en el espacio interlaminar.

En este trabajo se estudia la inmovilizacion de hemoglobina sobre compuestos tipo

hidrotalcita Mg-Fe y Mg-Al por diferentes procedimientos.



JUSTIFICACION

Debido a que la hemoglobina es una proteina que puede ligar distintas moléculas en su anillo
porfirinico y es altamente inestable, se tiene la necesidad de investigar la inmovilizacion y

estabilidad en  materiales tipo hidrotalcita de diferentes  composiciones.



OBJETIVO GENERAL

+ Estudiar la inmovilizacion y la estabilidad de hemoglobina en hidrotalcitas de
diferente composicion y diferente relacion molar.

OBJETIVOS PARTICULARES

+ Sintetizar hidrotalcitas con diferentes composiciones Mg?*/M3* (M3'= Al o Fe) y
diferente relacion metalica molar Mg?*/M3* x = 2, 3 y 4 usando el método de

irradiacion con microondas.

+ Inmovilizar hemoglobina en las hidrotalcitas por 3 métodos: coprecipitacion,

delaminacion y adsorcion.

+ Caracterizar las muestras iniciales y los hibridos hidrotalcita-hemoglobina por
diferentes técnicas como: difraccion de rayos X (DRX), espectroscopia de infrarrojo
con transformadas de Fourier (FT-IR), espectroscopia de ultravioleta visible (UV-vis)
y Fisisorcion de nitrégeno.

+ Estudiar la adsorcion-desorcion de hemoglobina en hidrotalcitas asi como su
estabilidad

Xl



CAPITULO 1
ANTECEDENTES



1. ANTECEDENTES

1.1 La hemoglobina

La hemoglobina es una proteina globular que est4 presente en altas concentraciones
en los globulos rojos. Se encarga del transporte de O del aparato respiratorio hacia los tejidos
periféricos y del transporte de CO» y protones (H*) de los tejidos periféricos hasta los
pulmones para ser excretados.

1.1.1 Estructura de la hemoglobina

La hemoglobina es una metaloproteina de estructura cuaternaria y consta de cuatro
subunidades: dos subunidades a (141 aminoacidos) y dos subunidades (146 aminoacidos),
Figura 1.1.

La hemoglobina contiene la porfirina de hierro (grupo hemo o protoporfirina 1X)
como subunidad prostética. EI grupo hemo es una molécula plana como se muestra en la

Figura 1.2.

Figura 1.1. Proteina de hemoglobina.
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Figura 1.2. Grupo prostético o hemo.

El hierro central es un ion Fe?*, que puede formar 5 o 6 enlaces de coordinacion
dependiendo de la union del oxigeno a la Hb (oxiHb, desoxiHb). Cuatro de estos enlaces se
producen con los nitrogenos pirrolicos de la porfirina en un plano horizontal. El quinto enlace
de coordinacion se realiza con el nitrogeno del imidazol de una histidina proximal.
Finalmente, el sexto enlace del &omo de hierro es con el O., que ademas esta unido a un

segundo imidazol de una histidina distal (Figura 1.3).
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Figura 1.3. Grupo hemo unido a la histidina proximal.
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En el espectro de UV-vis la hemoglobina presenta una banda caracteristica de 407 a
410 nm propia de las hemoproteinas (Wang y col., 2008, Pafiuela, 2005) y otras cuatro mas
en el espectro visible correspondientes a los &cidos nucleicos residuales, aminoacidos
aromaticos y al oxigeno ligado al grupo hemo, como se observa en la Figura 1.4 (Pafiuela,

2005).

b3

Grupo Hem (Banda de Soret)

S ]
.

HbO2

Absorbancia
.

Acidos nucleicos residuales
AMINOACIDOS
AROMATICOS (Try)

Longitud de onda (nm)

Figura 1.4. Espectro de UV-vis de la hemoglobina.

En la Tabla 1.1 se resumen las propiedades fisico-quimicas de la hemoglobina, en

particular los de la hemoglobina bovina (BHb) que fue utilizada en este trabajo.

La hemoglobina sufre desnaturalizacion o peérdida de su actividad bioldgica si se
producen cambios de pH, alteraciones en la concentracion, agitacion molecular o variaciones
de temperatura.
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Tabla 1.1. Caracteristicas fisico-quimicas de la hemoglobina.

Hemoglobina bovina

Masa molecular (Da) 68000
Radio equivalente (nm) 3.1
Diametro elipsoidal (nm) 7.5*5.5*55
Punto isoeléctrico 7.1
Masa de amino acidos hidrofobos 54.16

(9/100 g de proteina)

Masa de aminoacidos hidrofilicos 43.13
(9/100 g de proteina)

1.2 Las arcillas

1.2.1 Estructura de las arcillas

Las arcillas se definen como minerales inorganicos con tamafos de particula igual o
menor a 2 um (Martinez y col., 2012). Las arcillas pertenecen al grupo de los filosilicatos,
los cuales, tienen estructuras en forma de hojuelas formadas por ldminas apiladas una encima
de la otra. Dichas laminas estdn constituidas por unidades de silicio y aluminio de
coordinacion tetraédrica y octaédrica respectivamente; sin embargo, por sustituciones

isomérficas dichas unidades pueden cambiar de composicion (Rivera y col., 2007).

De acuerdo con su estructura y su composicion las I[&minas tienen carga positiva o
negativa. Por lo tanto las arcillas se subdividen en dos grupos principalmente, cationicas y
anionicas (Rivera, 2007). Las arcillas catidénicas son muy comunes en la naturaleza y estan
formadas por laminas de aluminosilicatos con carga negativa, generada por la sustitucion
isomorfica de iones metalicos de menor valencia, la cual se compensa con la presencia de
cationes en el espacio interlaminar; mientras que las arcillas anidnicas son poco frecuentes
en la naturaleza y poseen exceso de carga positiva, generada en la red cristalina por la
sustitucion de iones metalicos de mayor valencia estas hidrotalcitas estdn compensadas por

aniones en la region laminar (Vaccari, 1998).
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1.2.2 Arcillas anidnicas

Las arcillas anionicas también conocidas como compuestos tipo hidrotalcita (CTH),
hidroxidos dobles laminares (LDHs del inglés layered double hydroxides) o hidrotalcitas
(HT’s). Con menos frecuencia se denominan compuestos tipo piroaurita o hidroxidos
laminares de metales de transicion o hidroxidos metalicos mixtos. Estas arcillas estan
constituidas por el apilamiento de laminas cargadas positivamente y aniones intercambiables
que coexisten con moléculas de agua en el espacio interlaminar (Rives y Ulibarri, 2001). La
hidrotalcita fue descubierta en Suecia (1842) y descrita como un conjunto natural de ldminas
formadas por hidroxidos de magnesio y aluminio. La férmula quimica de una hidrotalcita
natural fue definida como MgesAl2(OH)16CO32H-0, la cual fue publicada por Menesse, quien
ademas fue el primero en afirmar que los iones carbonato eran esenciales para mantener este

tipo de estructura (Cavani y col. 1991).

1.2.3 Férmula general y estructura
Los hidréxidos dobles laminares pueden ser definidos por su espacio interlaminar,
composicion quimica y secuencia de apilamiento. La formula general que describe la

composicién quimica de una hidrotalcita es (Canavi y col., 1991):

+ + -
> o5 (160 ]W [ - & 6 )
[%—x 1 2 ‘ 2

n

donde:
M2+ y M3*: representa cationes divalentes y trivalentes
A: anion interlaminar con carga n

x: relacion metalica molar (M2*/M%*+M3)

m: agua de cristalizacion
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La estructura de una hidrotalcita es similar a la brucita, Mg (OH)2; cada ion Mg?* esta
rodeado por seis iones OH"y los diferentes octaedros comparten aristas para formar laminas
infinitas Figura 1.5. Las laminas estan apiladas unas encima de otras, unidas por moléculas

de agua a través de puentes de hidrégeno.

0.48
nm

Figura 1.5. L&mina de brucita.

Si algunos iones Mg?* son reemplazados isomdrficamente por cationes de mayor
carga, pero radio similar, las ldminas tipo brucita quedaran cargadas positivamente. La
neutralidad del compuesto se obtiene con la distribucion de aniones entre las laminas
hidroxiladas, junto con moléculas de agua, siendo la densidad de carga positiva de las laminas
proporcional a la relacion x= M/ (M2*+M3"). El anidn interlaminar puede intercambiarse
por otro en medio acuoso u organico. En la Figura 1.6 se muestra la representacion estructural

de una hidrotalcita.

Las caracteristicas estructurales de las hidrotalcitas estan determinadas por la
naturaleza de los cationes en las laminas tipo brucita, la posicion de los aniones y las
moléculas de agua en la region interlaminar, y por el tipo de empaqguetamiento que presentan

las ldminas.
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Figura 1.6. Representacion estructural de una hidrotalcita.

Las capas tipo brucita de las Ht’s pueden ordenarse unas sobre otras con dos simetrias
diferentes, pudiendo ser de simetria romboédrica o hexagonal, dependiendo basicamente de
la composicion de la capa tipo brucita y del método de preparacion (Cavani y col., 1991).

Estos tipos de simetrias pueden distinguirse mediante difraccion de rayos X. Si se
asignan como A, B y C a los ejes cartesianos que forman los grupos OH- en la capa tipo
brucita, se tiene para la simetria romboédrica la siguiente secuencia de planos: BC-CA-AB-
BC. En este caso la celda unitaria formada esta compuesta por 3 capas tipo brucita con sus
respectivos espaciamientos interlaminares. Para la simetria hexagonal la secuencia de planos
es: BC-CB-BC teniendo como consecuencia que en este caso el parametro ¢ de la celda
unitaria formada se integre por 2 capas tipo brucita con sus respectivos espaciamientos

interlaminares.

En las Figuras 1.7 y 1.8 se indica la secuencia de planos correspondientes a la simetria
romboédrica y hexagonal. Se observa en el caso de la simetria romboédrica que el valor del
parametro c de la celda unitaria formada corresponde a 3 veces la distancia interlaminar (d)
de las capas tipo brucita. En el caso de la simetria hexagonal el valor del parametro c de la
celda unitaria formada, corresponden a 2 veces la distancia interlaminar (d) de las capas tipo
brucita (Rives, 2002). Se sabe ademas que en este tipo de celdas unitarias, los parametros a

y b son précticamente constantes debido a que estan relacionados con la composicion de la

15



capa tipo brucita y ¢ varia segun la naturaleza de los aniones intercambiados. Cabe mencionar

que la simetria romboédrica es la mas comun.

En la Tabla 1.2 se puede apreciar el valor de los pardmetros de red a y c, asi como el
tipo de simetria de diferentes hidrotalcitas naturales, en algunas especies sintetizadas a altas

temperaturas la simetria de red es hexagonal (Trifiro y Vacari, 1996).

OH-

r B A|3+’ Mg2+
CERTETE
OH-
C
Py
c=3d
Celda unitaria romboédrica
B
W considerando  los  arreglos

superficiales.

\

Figura 1.7. Representacion de la hidrotalcita con simetria romboédrica.

e

c=2d B
Celda  unitaria  hexagonal
c considerando  los  arreglos

\ superficiales.

Figura 1.8. Representacion de la hidrotalcita con simetria hexagonal.
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Tabla 1.2. Pardmetros de red de compuestos tipo hidrotalcita.

Parametro de | Parametro de

Nombre Férmula quimica | celda unitaria | celda unitaria c Simetria
a(A) (A)
] _ MgsAl2(OH)16CO3- o
Hidrotalcita 3.054 22.81 Romboédrica
=4H,0
) MgeAl2(OH)16COs-
Manacita 3.100 15.60 Hexagonal
=4H,0
) ) MgsFe2(OH)16CO3- o
Piroaurita 3.109 23.41 Romboédrica
=4H,0
) ) MgsFe2(OH)16CO3-
Siogrenita 3.113 15.61 Hexagonal
=4.5H,0
NigAl2(OH)16CO3- .
Tacovita 3.325 22.59 Romboédrica
=4H,0
) ) MgsAl2(OH)16(OH) o
Meixnerita 3.046 22.92 Romboédrica
284H,0

1.2.4 Propiedades de los cationes
La estructura de las hidrotalcitas permite modificar un gran nimero de variables, tales
como la naturaleza y relacién molar entre cationes, tipo de aniones en la interlaminar,

cantidad de agua interlaminar, morfologia y tamafio de cristales.

Los metales divalentes y trivalentes que aparecen en la hoja octaédrica de la
hidrotalcita son principalmente los del tercer y cuarto periodo del Sistema Periddico, como

se muestra en la Tabla 1.3.
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Tabla 1.3 Radios i6nicos de algunos cationes (A).

Mg | Cu Ni Co Zn Fe
065 | 0.69 072 074 | 0.74 0.76
Al Ni Co Fe Mn | Cr

M 3+
054 062 063 064 0.66  0.69

M 2+

1.2.5 Propiedades de los aniones

En cuanto al tipo de aniones, en principio no hay limite respecto a la naturaleza de los

mismos, el unico requerimiento es que no formen complejos con los cationes presentes. Sin

embargo, puede haber problemas en la preparacion de compuestos con aniones diferentes al

carbonato, debido a la dificultad de eliminar completamente el CO,, presente en las

soluciones acuosas y en la atmosfera.

Durante la formacion de la estructura laminar o bien por intercambio anidnico

posterior, se puede situar entre las laminas una gran variedad de especies anionicas. Estos

aniones pueden ser:

+

Aniones inorganicos (Rives y col., 1999): F, CI, Br, I, (ClO4), (NO3), (OH),
(SO4)?%, (CrO4)%, [Fe(CN)6]*, [Fe(CN)s]*,[PdCl4]*

Oxoaniones no metalicos: (BO3)*, (CO3)*, (NOs), etc.

Polimeros anidnicos (Challier y col., 1994, Oriachi y col., 1996): poli(vinilsulfonato),
polianilina, poli(etilen glicol), poli(acrilato).

Aniones organicos (Carlino, 1997, Prevot y col., 2001): carboxilatos, fosfonatos,
alquil sulfatos, gliceratos, tintes organicos, oxalatos, malonato.

Aniones bioquimicos (Choy y col., 2000, Aisawa Y col., 2006): aminoacidos, ADN,
ATP, proteinas.

Ligantes macrociclicos y sus complejos metalicos (Xiong y col., 2002): Derivados de

porfirina y ftalocianinas.
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Se han estudiado las propiedades de retencidén aniénica de los compuestos tipo
hidrotalcitas y se ha comprobado que existe una fuerte dependencia entre la distancia
interlaminar, el tamafio y la carga de los aniones intercalados. La capacidad de intercambio,
por lo tanto depende, de las interacciones electrostaticas entre la carga positiva de la lamina
y la del anion intercambiado.

1.2.6 Estabilidad térmica de los compuestos tipo hidrotalcita

La temperatura de calcinacion tiene un efecto muy importante sobre las hidrotalcitas
provocando diversos cambios en sus propiedades fisico-quimicas (Canavi y col., 1991). Los
estados de transformacion de las hidrotalcitas al someterse a un tratamiento térmico son los

siguientes (Mascolo y Marino, 1980):

a. A temperaturas menores de 150 °C se expulsan las moléculas de agua
interlaminar sin alterar la estructura laminar;

b. Entre 275 y 450 °C, tiene lugar la deshidroxilacién de las laminas y la
descomposicion del carbonato, que trae consigo el colapso del arreglo
laminar;

c. Entre 450 y 600 °C se forma una solucion sélida de Mg(Al)O y

d. A temperaturas superiores a 600 °C se produce MgO libre y la espinela
MgAI,Oa.

Una de las propiedades més interesantes que presentan los materiales con estructura
de hidrotalcita es que después de someterse a calcinacion pueden recuperar su estructura
original al ponerse en contacto con disoluciones que contienen el anién inicial u otro diferente
asi como en fase gaseosa y condiciones ambientales (Canavi y col., 1991). A este proceso se

le conoce como “efecto memoria”.

1.2.7 Métodos de sintesis
Las hidrotalcitas se pueden preparar empleando diferentes metodos de sintesis, como

pueden ser:
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a) Coprecipitacién o precipitacion a pH constante

Est4 basado en la adicion lenta de una solucion de sales de cationes divalentes y
trivalentes a un reactor que contiene agua o una disolucién del anién que se desee incorporar.
Una segunda disolucién (disolucidn alcalina) se afiade al reactor para mantener el pH a un
determinado valor que permita la precipitacion simultanea de los hidréxidos a partir de las

dos sales metalicas.

Esta ruta sintética es a menudo el método de eleccion para la preparacion de aniones

organicos que son dificiles de obtener por otra via (Cavani y col., 1991).

b) Intercambio anidnico

La estructura laminar de los compuestos tipo hidrotalcita permite el apilamiento de
las ldaminas positivas reteniendo especies en su interior, siendo muy facil la difusion de
aniones. Miyata ha propuesto la siguiente secuencia de selectividad de iones monovalentes y
divalentes (Miyata, 1983).

OH >F>CI'>Br>NOs > 1I
CO3% > C19HaN20sS?% > SO

Las selectividades de los iones divalentes resultan mayores que las de los
monovalentes. De acuerdo a esto, las hidrotalcitas que contienen nitrato y cloruro son los
mejores precursores para las reacciones de intercambio.

Las reacciones de intercambio se llevan a cabo por agitacién de una suspension de
hidrotalcita en presencia de un exceso de sal del anion que se desea introducir. Un factor
importante es el pH de intercambio, ya que ademas de favorecer el intercambio, no debe de

afectar el material laminar de partida ni su naturaleza del anidn que va a ser intercalado.

¢) Reconstruccion estructural o efecto memoria
La obtencion de estos materiales utilizando este método esta basada en el denominado
efecto memoria de los materiales tipo hidrotalcita, que les permite, tras haber sido sometidos

a calcinacion, regenerar la estructura, cuando se les pone en un medio adecuad (Erickson y
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col., 2005). Asi, cuando el producto de calcinacion a 530 °C de la hidrotalcita se pone en
disolucion basica, se regenera complemente la estructura laminar (Yamaoka y col., 1989),
incluso cuando el material se mantiene en contacto con la atmosfera por espacio de tiempo
prolongado obteniendo compuestos tipo hidrotalcita (Chibwe y col., 1989). Este método se
emplea cuando se desea intercalar moléculas grandes.

El efecto memoria se reduce, con el aumento de la temperatura de calcinacién ya que
provoca la difusién en el estado sélido de cationes divalentes en posiciones tetraédricas,

dando como resultado la formacién progresiva de espinela.

d) Sol-gel

Este procedimiento consiste en la formacién de redes o cadenas de atomos que se
forman por la dispersion de alcoxidos metalicos de AI** y Mg 2* en un liquido (sol), para
formar una fase en la cual se obtienen un liquido disperso en un solido (gel) que se somete a
un tratamiento térmico por varias horas, obteniendo compuestos cristalinos (Lépez y col.,
1996).

e) Irradiacion con microondas

Con este procedimiento se obtienen hidrotalcitas de buena cristalinidad y tamafio.
Tiene la ventaja de disminuir los tiempos de reaccion entre 5 y 10 minutos (Fetter y col.,
2001; Tichit y col., 2002; Rivera y col., 2007) para conseguir la cristalizacién, mientras que
por otros métodos se requiere tiempos de reaccion de aproximadamente 20 horas 0 més
(Cavani y col., 1991, Zhao y col., 2002).

f) Delaminacion

Debido a la carga positiva de la capa, la exfoliacion de Ht's produce suspensiones
coloidales de nanolaminas cargadas positivamente. La delaminacion de Ht's se puede realizar
usando diferentes técnicas de intercalacion con disolventes. La ruta mas conocida es la
exfoliacion con formamida utilizando ultrasonido o agitacion mecanica. También se ha
informado de exfoliacion con otros disolventes tales como butanol, acrilatos, y tolueno
(Wener y col., 2013).

21



Cualquier material candidato para la exfoliacion debe tener la capacidad de
intercambiar sus especies de capa intermedia por otros en solucion, el aumento en el espacio
basal debilita la atraccion electrostatica entre las capas haciéndolas susceptibles a la
cizalladura originando un intercambio de aniones, dando origen a la exfoliacion (Manohara
y col., 2010). La delaminacion en hojas o en paquetes individuales ha facilitado el uso de

solidos laminares como precursores en la produccién de nanocompuestos.

1.2.8 Adsorcién y desorcion

La adsorcion es un proceso por el cual &omos, iones 0 moléculas son atrapados o
retenidos en la superficie de un material. El resultado es la formacién de una pelicula liquida
0 gaseosa en la superficie del cuerpo sélido o liquido.

La desorcidn es el fendmeno por el que una molécula adsorbida en la superficie de un
solido, se desprende de la superficie y vuelve al seno del fluido. En algunos casos la adsorcion
es un fenémeno perfectamente reversible y las moléculas sufren una desorcion en
condiciones exactamente iguales a la adsorcion previa.

La adsorcion de proteinas en materiales laminares, tiene importantes aplicaciones en
los ecosistemas de suelos, farmacos, bioquimica, etc. Los mecanismos de interaccion
sugieren un intercambio idnico, interacciones electrostaticas, interacciones hidrofébicas/

hidrofilicas, puentes de hidrogeno y fuerzas de Van der Waals (Hua y col., 2013).
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1.2.9 Aplicaciones

Las arcillas aniénicas, como tales o, especialmente, después de su descomposicion

térmica, presentan muchas aplicaciones industriales.

Los compuestos tipo hidrotalcita encuentran aplicaciones como intercambiadores de
aniones y adsorbentes (Miyata, 1983, Reichle, 1986, Das y col., 2004), ya que presentan una
mayor capacidad de intercambio que las resinas tradicionales ademas de una mayor

resistencia al calentamiento.

El llamado “efecto memoria” hace que estos compuestos sean especialmente
interesantes debido a su reciclabilidad. Asi, la hidrotalcita intercalada con la especie
contaminante se calcina a 500 o 600 °C, liberdndose la especie contaminante. Posteriormente,
el tratamiento del 6xido formado con una suspensién de agua permite la recuperacion de la
estructura laminar tipo hidrotalcita, y con ello sus propiedades como adsorbente (Ulibarri y
col., 1995).

Las hidrotalcitas como adsorbentes se han empleado en la eliminacion de arseniato,
cromato, selenito o vanadato en aguas residuales (Zhang y col., 2003, Carriazo y col., 2007),
asi como contaminantes organicos, como los fenoles, etc., (Hermosin y col., 1993, Klumpp
y col., 2003).

Las hidrotalcitas se emplean en catélisis heterogénea, ya sea como catalizadores,
precursores 0 como soporte de catalizadores. Teniendo importancia en procesos como

reacciones de polimerizacion de olefinas (Cavani y col., 1991).

También son una alternativa interesante en reacciones de hidrogenacion, mediante la
utilizacion de metales de transicidn en forma de 6xidos mixtos. Entre los procesos catalizados
se encuentran la hidrogenacion del acetileno (Monzon y col., 1999), de nitrilos (Medina y
col., 1997), nitrocompuestos (Auer y col., 1999), y de grupos carbonilo (Castignoli y col.,
1995).
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Los compuestos tipo hidrotalcita calcinados también se han utilizado como soporte
de metales nobles, tales como paladio o platino, para la conversion de n-hexano en

hidrocarburos aromaticos (Gandao y col., 1996, Palomares y col., 2003).

Este tipo de compuestos también encuentran numerosas aplicaciones en medicina: se

han utilizado como antiacidos, contra la anemia, como soportes de farmacos, etc.

Los compuestos tipo hidrotalcita también presentan otras aplicaciones en diversos sectores
de la actividad humana. Una de las aplicaciones de mayor repercusion industrial es su uso
como componente en los materiales de PVC, lo que hace que se mantenga la fuerza y
blancura del PVC durante mas tiempo (Wang, X., Zhang, Q., 2004, Kaluskova y col., 2004).

Otra aplicacion muy interesante es su uso como retardante de la combustion y aislante

de cables con cierta resistencia al calentamiento (Camino y col., 2001).

Los distintos cationes 0 aniones presentes en su estructura proporcionan la capacidad
de absorber radiacion infrarroja o ultravioleta, caracteristica que ha sido aprovechada para la
fabricacion de peliculas protectoras usadas en agricultura (Zhao y col., 2002), en la
preparacion de protectores solares (He y col., 2004), bolsas para alimentos, etc., (Watanabe
y col., 1997).

Debido a su capacidad de liberar de forma controlada los aniones interlaminares
mediante procesos de intercambio, se han utilizado en fertilizantes para la liberacion
controlada de nitratos (Komarneni y col., 2003), en la obtencién de tintes utilizados en
procesos de tefiido lento (Hussein y col., 2004).
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CAPITULO 2
DESARROLLO EXPERIMENTAL



2. DESARROLLO EXPERIMENTAL

2.1 Materiales

En la Tabla 2.1 se presentan las caracteristicas de los reactivos empleados en la

sintesis de los materiales.

Tabla 2.1 Propiedades de los reactivos utilizados en la sintesis de muestras.

) Peso molecular %
Nombre de reactivo Foérmula Marca
g/mol Pureza
Nitrato de aluminio ) )
. Al(NO3)3*9H,0 375.14 Sigma -Aldrich 98
nonahidratado
Nitrato de magnesio Mg(NO3)2=6H> ) )
_ 256.41 Sigma -Aldrich 99
hexahidratado @)
Nitrato de hierro ) )
) Fe(NO3)3=9H,0 404.00 Sigma-Aldrich 98
nonahidratato
Hidroxido de sodio NaOH 40.00 Merck 99
Hemoglobina de )
R e e Aldrich | -------
bovino
Fosfato de potasio
. KH2PO4 136.09 Monterrey 99.5
monobasico
Fosfato de potasio
o K2HPO4 174.18 Monterrey 99
Dibasico
Formamida CHs3NO 45.04 Sigma-Aldrich 99.5
Agua descarbonatada

y desionizada
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2.2 Sintesis de hidrotalcitas

En la Tabla 2.2 se especifican las condiciones de sintesis de las hidrotalcitas.

Tabla 2.2. Condiciones de sintesis de hidrotalcitas por irradiacion con microondas.

Condiciones de sintesis
o Relacion pH : T (°C)
Clave Composicion o T t Potencia
molar | sintesis | . de secado
(°C) | (min) | (W)
MgFe
3:1
S-MgFe-F
MgFe 4 Mag/Fe 4:1 60
MgFe 3 3:1
10 80 10 200
MgFe 2 2:1
MgAI 4 4:1
MgAI 3 Mg/Al 31 70
MgAl 2 2:1

2.2.1 Hidrotalcitas Mg?*/M3* (M3*= Al o Fe) con diferente x

La sintesis de las hidrotalcitas iniciales de diferente composicion Mg2*/M"' (M"! =
Al o Fe) y diferente relacion metélica molar (x = 2, 3 y 4), fueron preparadas por el método
de coprecipitacién. Las disoluciones de nitratos de un par de metales a una concentracién 2.5
M (Mg/Al o Mg/Fe) se precipitaron gota a gota en 50 mL de agua desionizada bajo agitacion
vigorosa, a pH constante de 10 controlado por una solucion de NaOH 2 M. Las muestras
obtenidas se envejecieron por irradiacion con microondas (MIC-I, Sistemas y Equipos de
Vidrio S.A. de C.V) por 10 minutos a 80 °C, operando a 2.5 GHz y a una potencia de 200
W. Los solidos fueron recuperados después de varios lavados (250 mL de agua por gramo de
muestra) y secados. Las muestras MgFe de diferente relacion molar se secaron a 60 °C por
24 horas, mientras las muestras MgAl se secaron a 70 °C, las muestras MgFe 4, MgFe 3,
MgFe 2, MgAl 4, MgAl 3 y MgAl 2.
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2.2.2 Sintesis por coprecipitacion

Se sintetiz6 5 g de hidrotalcita MgFe 3:1, bajo atmdsfera de nitrdgeno, las sales de
Mg/Fe de concentracion 2.5 M se coprecipitaron sobre 20 mL de agua descarbonatada bajo
agitacion vigorosa, a pH constante de 10 controlado por una solucién de NaOH 2M. La
muestra obtenida se envejecio por irradiacion con microondas con las mismas condiciones
previamente descritas. Los solidos fueron lavados con agua descarbonatada y centrifugados
(1500 rpm por 10 min), recuperados y secados a 60 °C por 24 horas, muestra MgFe.

2.2.3 Sintesis de hidrotalcita MgFe con formamida

Se realiz0 la sintesis simultanea de 5 g de hidrotalcita MgFe 3:1 con formamida. Las
disoluciones de nitratos Mg/Fe de concentracion 2.5 M y 6 mL de formamida se precipitaron
gota a gota en 20 mL de agua descarbonatada bajo agitacion vigorosa, a pH constante de 10
controlado por una solucion de NaOH 2 M. Las muestras obtenidas se envejecieron por
irradiacion con microondas por 10 minutos a 80 °C y a una potencia de 200 W, los sélidos
fueron recuperados por varios lavados con agua descarbonatada y centrifugacion (1500 rpm
por 10 min) y secados a 60 °C por 24 horas, muestra S-MgFe-F.

NOTA: La descarbonatacion del agua se llevo a cabo por ebullicion de agua desionizada para
expulsar el CO; disuelto y posterior enfriamiento con burbujeo de gas N2 (Manohara y col.
2012).

2.3 Preparacion de hibridos hidrotalcita-hemoglobina

Para la obtencion de hibridos se emplearon tres diferentes procedimientos: por
coprecipitacion, por delaminacion y por adsorcion. Para el método de coprecipitacion y
delaminacién se emplearon las muestras de MgFe y para la adsorcion de hemoglobina se

utilizaron muestras de MgFe y MgAl.
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2.3.1 Obtencion de hibridos por el método de coprecipitacion

Se realiz0 la sintesis simultanea de 5 g de hidrotalcita MgFe 3:1 con hemoglobina
bovina (BHb) bajo atmdsfera de nitrogeno. Se pesaron 7.29 g de hemoglobina y se
disolvieron en 224 mL de agua descarbonatada a una concentracion 0.05 M. Sobre esta se
precipitaron las sales de MgFe bajo agitacion vigorosa, a pH constante de 10 controlado por
una solucion de NaOH 2M. La muestra obtenida se envejecio por irradiacion con microondas
por 10 minutos a 40 °C y a una potencia de 200 W. Los sélidos fueron recuperados después
de varios lavados con agua descarbonatada, centrifugados (1500 rpm por 10 min) y secados
a 60 °C por 24 horas, muestra S-MgFe-BHb.

2.3.2 Sintesis por coprecipitacion con hemoglobina y formamida

Se realiz6 la sintesis de 2 g de una hidrotalcita MgFe 3:1 con formamida y
hemoglobina. Se pesaron 1.60 g de hemoglobina y se disolvieron en 49.41 mL de agua
descarbonatada obteniendo una concentracion de 0.05 M, sobre esta se precipitaron las sales
de Mg/Fe de concentracién 2.5 M y 2.5 mL de formamida bajo agitacion vigorosa, a pH
constante de 10 controlado por una solucion de NaOH 2M. Las muestras obtenidas se
envejecieron por irradiacion con microondas por 10 minutos a 40 °C y a una potencia de 200
W. Los solidos fueron recuperados después de varios lavados con agua descarbonatada
centrifugados (1500 rpm por 10 min) y secados a 60 °C por 24 horas, muestra S-MgFe-F-
BHb.

2.3.3 Sintesis de hibrido hidrotalcita-hemoglobina por delaminacion

Se pes6 1 g de la muestra de MgFe y se esparcid sobre 300 mL de formamida teniendo
un pH de 10.03, se dej6 en agitacidn por 24 horas en atmosfera de nitrégeno a temperatura
ambiente, hasta formar una solucién coloidal sobre esta se precipité una soluciéon de
hemoglobina 0.05 M (1.007 g BHb en 31 mL de agua descarbonatada) gota a gota con
agitacion teniendo un pH de 9.61, posteriormente se quitd la agitacion y se dejo por 48 horas
en reposo bajo atmosfera de nitrégeno los solidos se recuperaron por centrifugacion a 1500
rpm por 30 minutos posteriormente se le realizaron varios lavados con agua descarbonatada

centrifugados (1500 rpm por 10 min) y secado a 60 °C por 24 horas, muestra D-MgFe-BHb.
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2.3.4 Preparacion de hibridos por adsorcion

La adsorcion de hemoglobina sobre hidrotalcitas se realiz6 por el método batch a
temperatura ambiente, 1 g de hidrotalcita (Mg?*/ Fe®* o AP* de x= 2, 3 y4.) se activé en una
estufa a 150 °C por 24 horas, pasado ese tiempo se retir0 de la estufa y se pesé nuevamente
para determinar el porcentaje de perdida de agua (10 % aprox. del peso de la muestras). La
muestra obtenida se puso en contacto con 15 mL de una solucién buffer de fosfato (0.05 M,
pH 7.1) conteniendo hemoglobina a una concentracién de 0.1449 mg/mL. La mezcla se
mantuvo en agitacion por 100 min, tiempo en el cual se alcanz6 el equilibrio. La
concentracion inicial y de equilibrio de la hemoglobina se midié en un espectrofotémetro de
UV-vis (Perkin EImer Lambda 35) a 405.6 nm (Banda de Soret). La cantidad de hemoglobina

adsorbida (qe) sobre las particulas de hidrotalcita fue calculada por la ecuacion:

o= ¥ @

Donde ge ¥ Ce son las concentraciones de la hemoglobina en la solucion inicial y
sobrenadante, respectivamente (mg/mL); V el volumen de la suspension (mL); y m la
cantidad del adsorbente (mg). Las muestras se recuperaron por sedimentacion, se retird el

sobrenadante y secaron a 40 °C por 24 horas.

En la Tabla 2.3 se resumen las condiciones de sintesis de todas las muestras de

hidrotalcita-hemoglobina sintetizadas.
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Tabla 2.3 Condiciones de sintesis hibridos hidrotalcita-hemoglobina.

) Condiciones de sintesis
_ .. | Relacion o i
Muestra | Composicion Sintesis T t Potencia
molar pH | ]
(°C) | (min) | (W)
S-MgFe-
BHb
coprecipitacion | 10 | 40 10 200
S-MgFe-F-
3:1
BHb
D-MgFe- L
Delaminacion
BHb
Mg/Fe
ads-MgFe
4:1
4/BHb
ads-MgFe
3:1
3/BHb
ads-MgFe
2:1
2/BHb
Adsorcion
ads-MgAl
4:1
4/BHb
ads-MgAl
Mg/Al 3:1
3/BHb
ads-MgAl
2:1
2/BHb

2.3.5 Desorcion de hemoglobina

Para la desorcion de hemoglobina bovina se pesaron 0.025 g de cada muestra de
hidrotalcita-hemoglobina, se pusieron en contacto con 5 mL de solucion buffer de fosfato en
agitacion. El sobrenadante fue analizado por espectroscopia UV-vis a 405.6 nm para
determinar la cantidad de hemoglobina.
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La desorcion (%) se calcul6 empleando la siguiente ecuacion (Sreenivasan y col.,
2013):

000 V80 &%) = %21 100 3)

Donde My (mg/mg) cantidad de hemoglobina desorbida y Ma (mg/mg) cantidad de

hemoglobina adsorbida sobre la hidrotalcita.
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2.4 Diagramas de flujo

En las Figuras 2.1 a la 2.6 se

materiales obtenidos.

NaOH

(2M)

|

Mg(NO3z)26H,0
Fe(NOz)39H,0
(2.5 M)

v

Coprecipitacion

|

Mg(NOs)26H,0

representan los diagramas de flujo de sintesis de los

NaOH

AI(NOs) 9H,0

(2M)

1

Coprecipitacion

pH 10 pH 10
Irradiacidon con
microondas
10 min, 80 °C, 200 W
Lavado y decantado
agua desionizada
0.4Ll/g
Muestras Muestras
MgAl 2 70°C 60°C MgFe 2
e— Secado —
MgAl 3 MgFe 3
MgAl 4 MgFe 4

Figura 2.1. Diagrama de flujo del proceso de sintesis de las muestras base.
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Mg{NOs)»6H,0 NaOH
Fe(NO3)39H,0 — (2 M)
(2.5 M)

L—p | Coprecipitacion pu—
pH 10

!

Irradiacidn con

microondas
Atmodsfera de N,

10 min, 80 °C, 200 W

$

Lavado y centrifugacion

(1500 rpm, 10 min)

agua descarbonatada

Muestra

Secado 60 °C —)

MgFe

Figura 2.2. Diagrama de flujo del proceso de sintesis de hidrotalcita por coprecipitacion.
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NaOH
(2 M)

Formamida

6 mL

Coprecipitacion
pH 10

3

Irradiacion con
microondas

10 min, 80 °C, 200 W

.

Lavado y centrifugacion
(1500 rpm, 10 min)

Agua descarbonatada

4

Secado 24 hrs

60 °C

Mg(NOs)2'6H,0
Fe(NOs)39H,0
(2.5 M)

Muestra

S-MgFe-F

Figura 2.3. Diagrama de flujo del proceso de sintesis de la muestra S-MgFe-F.
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Nitratos

Mg/Al (2.5 M)

NaOH

Atmosfera
de Nz

l

Coprecipitacién
hemoglobina (0.05 M)
pH 10

Nitratos

Formamida

Mg/Fe (2.5 M)

¥

hemoglobina (0.05 M)

Coprecipitacion

pH 10

10 min, 40 °C, 200 W

Irradiacidn con

microondas

4

Lavado y centrifugacion
(1500 rpm, 10 min)

agua descarbonatada

L

Secado

24 horas

60 °C

Muestras
S-MgFe-BHb

S-MgFe-F-BHb

Figura 2.4. Diagrama de flujo del proceso de sintesis de hibridos hidrotalcita-hemoglobina

por coprecipitacion.
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Formamida 300 mL

MgFe
(CH3NO)

lg

Atmosfera de N,

]

Mezclado Secado 40 °C Muestra
(agitacion 24 h) 24 horas » D-MgFe-BHb
Atmadsfera de N3 '
l Lavados por centrifugacion
Precipitaciéon (1500 rpm, 10 min) agua
hemoglobina (0.05 M) descarbonatada

Reposo 48 h - Recuperacion de solidos
(1500 rpm, 30 min)

Figura 2.5. Diagrama de flujo del proceso de sintesis de hibrido hidrotalcita-hemoglobina por

delaminacion.
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Solucion de hemoglobina
bovina (buffer fosfato)

Muestras

MgFe 2
MgFe 3
MgFe 4 Recuperacién y
‘ Cinética2 h q secado a 40 °C

MgAl 2
MgAl 3
MgAl 4

HT deshidratadas
(150 °C)

Desorcion -

2h

Hibridos Hb/LDHs

Figura 2.6. Diagrama de flujo del proceso de sintesis de hibridos hidrotalcita-hemoglobina

por adsorcion y desorcion.
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2.5 Técnicas de caracterizacion

Las muestras sintetizadas en este trabajo se caracterizaron mediante diversas técnicas
analiticas: difraccion de rayos X (DRX), espectroscopia de infrarrojo (FTIR), fisisorcion de

nitrogeno y espectroscopia ultravioleta visible (UV-vis).

2.5.1 Difraccién de rayos X: en el analisis de las muestras se utilizé un difractometro Bruker
D8 DISCOVER, con un detector linx eye, acoplado a un tubo de rayos X con anodo de cobre
(A= 1.54056 nm) empleando un monocromador de haz difractado para seleccionar la

radiacion Ka.

2.5.2 Espectroscopia de Infrarrojo (FT-IR): para este analisis se emple6 un
espectrofotometro Nicolet modelo Magna FT-Infrarrojo 750. Las muestras se prepararon con
KBr puro (99.999%, Merck) y se analizaron en forma de pastilla. El rango de trabajo para la

obtencion de los espectros fue de 4000 a 400 cm™ con una media de 32 scans.

2.5.3 Fisisorcion de nitrogeno: la medicion de las areas especificas se realizé mediante el
método BET en un equipo Micromeritics ASAP 2020, las muestras fueron tratadas
previamente a 150 °C durante 12 h en alto vacio.

2.5.4 Espectroscopia ultravioleta visible (UV-vis): la técnica se utilizd para la
identificacion y cuantificacion de la molécula de hemoglobina bovina (BHb), empleando un
espectrofotometro Pekin Elmer Lambda 35. La velocidad de escaneo fue de 480 nm/min con

un ancho de rendija de 1 nm, empleando celdas de cuarzo de 1 cm de ancho.
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3. RESULTADOS Y DISCUSION

Se emplearon distintas técnicas de caracterizacion para los materiales sintetizados, las
cuales nos proporcionan informacion de la composicién y estructura de las hidrotalcitas, asi

como la interacién entre las hidrotalcitas y la molécula de hemoglobina (hibridos).

3.1. Difraccién de rayos X

Se presentan en la Figura 3.1 los difractogramas de rayos X de las muestras iniciales
de diferente composicion Mg?/M3* (M3'= Al o Fe) y de diferente relacion molar M?*/M3*

X =2, 3y 4, sintetizadas por coprecipitacion y tratadas con microondas.

Se observa que todas las muestras presentan los planos caracteristicos de una
hidrotalcita cuyos picos aparecen en los angulos 11, 22, 33° en 26 con indices de Miller en
003, 006 y 009 respectivamente (JCPDS -022-0700). Los picos de difraccion cuyos indices
de Miller son 110 y 113 se presentan en los angulos 60 y 61° en 26 que corresponden al orden
de los cationes presentes en las laminas de hidrotalcita. Sin embargo los picos cuyos indices
de Miller son 003 y 006 se deben al acomodo de las ldminas. En la mayoria de las muestras
la distancia interlaminar doos se encuentra en el rango de 7.9 A a 8.0 A. Esto indica que los
nitratos se encuentran en mayor proporcion como aniones de compensacion en la regién
interlaminar (Canavi y col., 1991; Rives y Ulibarri, 1999) a excepcion de la muestra S-MgFe-
F que tiene una distancia interlaminar en doos de 7.7 A, indicando una mayor presencia de
carbonatos como anion de compensacion. En las muestras de Mg/Al se observa que si la
relacion metélica molar es igual a 4, el pico 003 es estrecho y bien definido, conforme cambia
la relacion metélica molar se observa en las muestras MgAl 3 y MgAl 2 que el pico 003 es

menos estrecho debido a una baja cristalinidad en las muestras.

Las muestras Mg/Fe presentan caracteristicas muy similares a las Mg/Al, en
cuanto al comportamiento con respecto a la relacion metélica molar, estos difractogramas se
observan menos definidos debido a que el hierro presenta fluorescencia con el &nodo de cobre

empleado en el analisis de las mismas.
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Para la muestras MgFe se observan picos definidos en los angulos 11, 22 y 33°
en 20, a diferencia de la muestra S-MgFe-F que presenta picos casi en la misma proporcion,
debido a que aparentemente las Iaminas de la hidrotalcita estdn bien formadas pero estan
ligeramente desencajadas unas respecto a otras; a este efecto se le conoce como
turbostraticidad (Rivera y col., 2006), esto puede atribuirse a la presencia de la formamida

en la estructura.

3.2 Espectroscopia de infrarrojo

Para la identificacion de los grupos funcionales presentes en las muestras sintetizadas
se empleo la espectrocopia de infrarrojo. En la Figura 3.2 se observa que las hidrotalcitas
sintetizadas presentan bandas de absorcion alrededor de 3600 cm™ y 3400 cm™ que se
atribuyen a movimientos de los grupos 0g¢ de las laminas (estructurales), las bandas que
aparecen en la region de 1700 cm™ a 1600 cm™ corresponden a la deformacion angular de
los grupos H-O-H de las moleculas de agua interlaminar (Iglesias y col., 2005). La presencia
de bandas en 1384 cm correponden a la vibracion del ion nitrato interlaminar y las bandas
en 569 cm™ a 793 cm™ correponden a la vibracion del i6n nitrato. Sin embargo estas bandas
podrian traslaparce con las vibraciones de los carbonatos libres estudiados por Miyata, 1975,
los cuales poseen los siguientes modos de vibracion: v = 1050 cm™, v,= 850 cm™ a 880 cm-
! vs=1350 cm™a 1380 cm™, v4= 670 cm™*a 690 cm™. Las bandas que aparecen de 449 cm™ a
874 cm™ se pueden asociar a vibraciones de deformacion de los enlaces entre el cation y el
oxigeno (O-Mg, O-Al y O-Fe) o con las superposiciones de vibraciones de deformacion de
los enlaces Mg-OH y AI-OH (Cavani y col., 1991). En la muestra MgAl 2 se observa un
desdoblamiento de la banda entre 1384 cm™ y 1359 cm™ debido a la presencia de nitratos y

carbonatos en la estructura laminar.
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Figura 3.1. Patrones de difraccion de rayos X de las muestras iniciales MgAl 4, MgAl 3,
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3.3 Fisisorcion de nitrégeno

En la Figura 3.3 se pueden observar las isotermas de adsorcion y desorcion de las
muestras iniciales. Todas las isotermas son del tipo IV segun la clasificasion de la IUPAC
caracteristicas de s6lidos mesoporosos Yy lazos de histéresis H3 caracteristicos de materiales

laminares, con morfologia tipo rendija.
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Figura 3.3. Isotermas de adsorcion-desorcion de nitrogeno de las muestras iniciales.
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En la Figura 3.4 se observa la distribucion del tamafio de poro de las muestras
iniciales. Para S-MgFe-F, MgFe 3 y MgFe se encuentran picos en 20 A y otros picos de 50 A
a 200 A y 400 A respectivamente, lo que indica la presencia de mesoporos de igual modo las
muestras MgFe 4 y MgFe 2 tambien presentan mesoporos. En la Tabla 3.1 se presentan las

superficies especificas (BET) y el tamafio de poro.

0.0006 -

0.0004 -

Volumen de poro (cm’/g)

0.0002 —

0.0000

Diametro de poro (A)

Figura 3.4. Distribucion de tamafio de poro de las muestras iniciales.

Tabla 3.1. Superficies especificas de las muestras iniciales.

Muestra SeeT (M?/g Ht) Dprom (A)
MgFe 4 60 120
MgFe 3 76 71
MgFe 2 92 145

MgFe 31 73
S-MgFe-F 57 54
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3.4 Caracterizacion de los hibridos hidrotalcita-hemoglobina

3.4.1 Difraccion de rayos X

En la Figura 3.5 se presentan los patrones de difraccion de rayos X de los hibridos

(hidrotalcita-hemoglobina) preparados por delaminacién y coprecitacion simultanea.

En los difractogramas de rayos X se observa que todas las muestras siguen
presentando los picos caracteristicos de una hidrotalcita. La muestra S-MgFe-BHb presenta
un ensanchamiento de picos en comparacion con la muestra inicial, como resultado de un
acomodo irregular de las laminas y una dooz = 7.8 A, lo que indica que esta intercalada con
nitratos y carbonatos, sin embargo esta irregularidad se debe a la insercién de la hemoglobina
en la region interlaminar o en los bordes de las laminas. Para la muestra S-MgFe-F-BHb a
diferencia de la muestra inicial, presenta un mejor acomodo de las ld&minas y un pequefio
corrimiento en el espacio interlaninar en dooz =7.8 A. Esta distacia sugiere que esta intercalada
con nitratos y carbonatos y, por tanto, la hemoglobina no se encuentra en la region
interlaminar pero si en la superficie. La muestra D-MgFe-BHb presenta muy buen acomodo
de las laminas y por lo tanto mejor critalinidad en la estructura en comparacion con las dos
muestras anteriores no presentd corrimiento en el pico dooz en comparacion con la muestra

inicial, por lo cual la hemoglobina puede encontrarse en superficie.

3.4.2 Espectroscopia de infrarrojo

El espectro de infrarrojo de la hemoglobina, Figura 3.6, presenta bandas en 3430
cm? y 1100 cm™ que se atribuyen a vibraciones del OH y COO-H de los carboxilatos del
grupo hemo, las bandas presentes en 2900 cm™ y 3000 cm™ y entre 1300 cm™ y 1500 cm?
corresponden a vibraciones de grupos CH2-CHp, las vibraciones de 1436 cm™ a 1400 cm™ se
atribuye al enlace CH3-C=C. Las bandas que aparecen en 1650 cm? y 1535 cm’
corresponden a las vibraciones C=N-C, C=N y C=C del grupo hemo (Skoog y col., 2001).

Aproximadamente a 3400 cm™ se observa una banda ancha y bien definida representativa de
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los enlaces N-H y O-H de los aminoéacidos de la globina en la hemoglobina, la vibracion en

632 cm™* se atribuye al hierro (Pavia y col., 2001).

Como se observa en los espectros de infrarrojo de la Figura 3.6, todas las muestras
presentan bandas en 2900 cm™ aproximadamente que se atribuyen a la vibracion de CH,-
CH, y a 1500 cm™* correspondientes a la vibracion de C=N-C, C=N y C=C del grupo hemo.

La muestra S-MgFe-BHb presenta absorcion en 1082 cm™ que se puede asociar con
las vibraciones de los grupos OH- de los carboxilatos del grupo hemo y en 1440 cm™ que se
atribuye al enlace CHs-C=C. La muestra D-MgFe-BHb también presenta la absorcion en
1081 cm™ del OH de los carboxilatos del grupo hemo, lo cual sugiere la presencia de
hemoglobina en las hidrotalcitas; sin embargo para todos los casos las demas bandas se

traslapan con las correspondientes a la hidrotalcita.

En la muestra S-MgFe-BHb se observa que a 1380 cm™ la intensidad de la banda es
menor en comparacion con las demas muestras, esto se debe a que hay una menor presencia

de carbonatos debido al procedimiento de sintesis.
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3.4.3 Fisisorcién de nitrégeno

En la Figura 3.7 se presentan las isotermas de adsorcion y desorcion de las
hidrotalcitas con hemoglobina. La muestra D-MgFe-BHb manifiesta una isoterma del tipo
IV segun la clasificasion de la IUPAC caracteristica de sélidos mesoporosos, y presenta lazo
de histéresis H3 propio de materiales compuestos por particulas laminares con morfologia
tipo rendija en consecuencia la hemoglobina solo es retenida en la superficie del material lo
cual se corrobora con el patrén de difraccion de rayos X que muestra una estructura con un
buen ordenamiento de las laminas y con una distribucion de tamafio de poro propia de este
tipo de histéresis. En cambio la muestra S-MgFe-BHb exhibe una isoterma de tipo V donde
las interacciones entre adsorbato adsorbente son debiles debido a la presencia de
microporosos, a bajas presiones presenta un lazo de histéresis H1 debido a la presencia de
poros muy angostos o a la presencia de aglomerados de particulas esféricas de tamafio y
distribuciones aproximadamente uniformes. La presencia del lazo de histeresis a bajas
presiones se debe a la hinchazon de las particulas que acompafian la adsorcion lo cual provoca
la distorcién de la estructura y ya que esta no es perfectamente elastica algunas moléculas
quedan atrapadas y son liberadas muy lentamente o no del todo durante la desorcién
provocando que el lazo de histéresis no cierre, por tanto la hemoglobina se encuentra
intercalada en las laminas de la hidrotalcita formando aglomerados y a su vez bloqueando las

bocas de las laminas.

En la Figura 3.8 se observa la distribucién del tamafio de poro de los hibridos
hidrotalcita-hemoglobina formados por delaminacién y coprecipitacion. La muestra S-
MgFe-BHb no presenta porosidad, por otro lado para D-MgFe-BHb presenta un méximo en

20 A, otro en 33 A y uno bien definido en 200 A propia de mesoporos.

Para las muestra S-MgFe-BHb y S-MgFe-F-BHb resultardn areas pequefias, cerca de
1 m?/g siendo mucho menor que el area especifica de la muestra inicial debido a la
intercalacién de la hemoglobina en la hidrotalcita. Sin embargo, para la muestra D-MgFe-
BHb el area especifica es el doble de la muestra MgFe lo que indicando que la hemoglobina

se encuentra en superficie.

45



1.5

-
o
T

o
o
T

S-MgFe-BHb

Volumen adsorbido (cm*/g STP)

D-MgFe-BHb

0.0 0.5

Presion relativa (P/Pg)

Figura 3.7. Isotermas de adsorcion-desorcion de nitrogeno de las muestras D-MgFe-BHb y

S-MgFe-BHb.

46



0.0012 -
0.0010 |

0.0008 |

0.0006 | \

o000t —«— D-MgFe-BHb
— S-MgFe-BHb

Volumen de poro (cmslg)

0.0002

0.0000 T

T T T T T 1
o 100 200 300 400 500 600

Diametro de poro (A)

Figura 3.8. Distribucién de tamafio de poro de las muestras: S-MgFe-BHb y D-MgFe-BHb.

47



3.4.4 Adsorcidn-desorcion de hemoglobina en hidrotalcitas

Para realizar la adsorcion de hemoglobina en hidrotalcitas de composicion Mg /M3
(M** = Mg o Fe) con diferente relacion metalica molar se realizo una curva de calibracion
con estandar conocidos, empleando un espectrofotdmetro de UV-vis a una A max = 405.6 nm
como se observa en la Figura 3.9, teniendo un valor de R?= 0.996. Todas la mediciones se
realizaron por triplicado con una desviavion estandar de 0.098 y un intervalo de confianza
del 95 %.

14.49 mg/ mL
7.24 my/ mL
3.6z mg/ mL
1.81 mg/mL
0.9C mg/mL
0.45 mg/mL

0.2z mg/mL

0.11 mg/mL
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0.0z mg/mL
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Absorbancia

0.0 / T T T T T T T 1
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Concentracion (mg/mL)

Figura 3.9. Curva de calibracion de hemoglobina bovina con buffer de fostato pH 7.
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Las curvas de adsorcion de hemoglobina sobre las diferentes hidrotalcitas se presenta
en la Figura 3.10. Se puede apreciar que la adsorcion de BHb en todas las muestras de
hidrotalcita de diferente composicion (Fe** o APPY) y diferente relacion metalica molar,
retienen en su superficie alrededor de 1.40 mg BHb /mg Ht. Ademaés los tiempos en los que
se alcanza el equilibrio varia, como se observar en la Tabla 3.2. La muestra ads-MgFe 4/BHb
alcanza el equilibrio a los 30 minutos en comparacion con las muestras ads-MgFe 3/BHb y
ads-MgFe 2/BHb que alcanzan el equilibrio a los 60 y 80 minutos respestivamente, este
comportamiento se debe a la diferencia en la densidad de carga de las laminas, ya que al
aumentar la relacion metalica molar disminuye la densidad de carga generada por el exceso
de carga positiva en las laminas. Asi, la cantidad de iones interlaminares es menor lo que
genera un mayor espacio libre por lo tanto tiende a saturarse mas rapido que las otras muestras
(Riveray col., 2006). Las muestras ads-MgAl 4/BHb, ads-MgAl 3 /BHb y ads-MgAl 2/BHb
presentan un comportamiento similar que las muestras anteriores, aun asi se observa que se
las muestras que contienen aluminio se saturan mas rapido que las que contienen hierro (Fe

%) en su composicion.

Tabla 3.2 Cantidad de hemoglobina retenida (ge) y tiempo de equilibrio.

Muestra ge (mg BHb/mg Ht) | tiempo (min)
ads-MgFe 4/BHb 1.45 30
ads-MgFe 3/BHb 1.45 60
ads-MgFe 2/BHb 1.44 80
ads-MgAl 4/BHb 1.47 20
ads-MgAl 3/BHb 1.47 30
ads-MgAl 2/BHb 1.43 40
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En la Figura 3.11 se observa que el espectro de UV-vis de la hemoglobina cambio
especialmente en el intervalo de 270-325 nm, lo que indica que existe una interaccion entre
superficie de la hidrotalcita y la hemoglobina (Wang y col., 2008), debido a que los
aminoacidos de la globina estan interaccionando con los grupos hidroxilos de la lamina de

hidrotalcita asi como con la carga superficial de la misma (Hua y col., 2013).

75—7 —&— MgAl 4
o —<— MgAIl 3
= —£— MgAl 2
E —&— MgFe 4
o —— MgFe 3
S —=— MgFe 2
oF
20 T g o) T GO T O T TPO

tiempo (min)

Figura 3.10. Adsorcion de hemoglobina sobre hidotalcitas: MgFe 4, MgFe 3, MgFe 2, MgAl
4, MgAl 3y MgAl 2.
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Figura 3.11. Interaccién de la hemoglobina con la hidrotalcita.

En todas las muestras obtenidas por adsorcion se realizo el proceso de desorcion de
hemoglobina, los datos se presentan en la Tabla 3.3, donde las muestras de hidrotalcita con
relacion metalica molar 4:1 y de diferente composicion (AIP* o Fe**) desorben menor
cantidad de hemoglobina, en comparacion con las otras muestras que desorben alrededor del
9-8 % de la concentracion retenida, por tanto la muestra ads-MgAl 4/BHb libera una menor

cantidad de hemoglobina.

Tabla 3.3 Desorcion de hemoglobina.

Muestra Desorcion (%o)
ads-MgFe 4/BHb 7.5
ads-MgFe 3/BHb 8.3
ads-MgFe 2/BHb 8.3
ads-MgAl 4/BHb 6.8
ads-MgAl 3/BHb 7.7
ads-MgAl 2/BHb 9.5
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En la Figura 3.12 se puede observar que el espectro de UV-vis de la hemoglobina no
presentd modificaciones a la lambda de 405.6 nm caracteristica del grupo hemo (Wang y
col., 2008) al ser desorbida de las muestras de hidrotalcita, por lo tanto la hemoglobina es

estable en el material.

ads- MgAl 2/BHb
- ads- MgAl 3/BHb
= ads- MgAl 4/BHb
2
2 ads- MgFe 2/BHb
Qo
< ads- MgFe 3/BHb
ads- MgFe 4/BHb
1 N 1
350 400 450

Longitud de onda (nm)

Figura 3.12. Estabilidad de la hemoglobina en los hibridos hidrotalcita-hemoglobina.

3.4.4.1 Espectroscopia infrarrojo

En los espectros de las muestras con hemoglobina que se presentan en la Figura 3.13,
se observa que son muy similares a las muestras iniciales, debido a que las bandas de los
hibridos (hidrotalcita-hemoglobina) se traslapan con las de la hidrotalcita sin hemoglobina.
Sin embargo se aprecia que cerca de 2900 cm™ se presenta una sefial débil en todos los

hibridos que se puede asociar a la vibracion de CH2-CH> del grupo hemo.

En todas las muestras se observa una vibracion entre 1044 cm™ y 1070 cm™ que se
atribuye a la presencia del ion fosfato (POs *) (Hua y col., 2013) proveniente del buffer
empleado en la adsorcion, por tanto estas bandas tambien se asignan a las vibraciones de los

carbonatos presentes en las hidrotalcitas.
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En la muestra ads-MgFe 4/BHDb se observa una banda de absorcion en 1643 cm™ que
se asocia a la vibraciones de: C=N-C, C=N y C=C del grupo hemo (Skoog y col. 2001).
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Figura 3.13. Espectro de infrarrojo de la hemoglobina y de la hibridos hidrotalcita-
hemoglobina por adsorcion.
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3.4.4.2 Difraccion de rayos X

Los difractogramas de las muestras ads-MgFe 4/BHb, ads-MgFe 3/BHb, ads-MgFe
2/BHb, ads-MgAl 4/BHb, ads-MgAl 3/BHb y ads-MgAl 2/BHb, se presentan en la Figura
3.14.

La distancia interlaminar de los hibridos sintetizados por adsorcion es dooz = 7.9 A a
excepcion de la muestra ads-MgAl 2/BHb que tiene una doos = 8.2 A. Cuando la distancia
interlaminar es de doos = 7.9 A, el espacio interlaminar es de 3.1 A considerando un espesor
de la lamina de 4.8 A. Este valor corresponde a hidrotalcitas que tienen carbonatos en la
region interlaminar cuyo tamario aproximado es de 3.0 A. Cuando la distancia interlaminar
es de doos = 8.2 A, el espacio interlaminar es igual a 3.45 A, por lo tanto el espacio
interlaminar se encuentran nitratos y carbonatos. Considerando el diametro elipsoidal de la
hemoglobina que es de 75 A x 55 A x 50 A y el espacio interlaminar que se calculo se puede
inferir que la hemoglobina se queda en superficie debido al tamafio de esta. Los hibridos
resultantes presentan una coloracién marron muy tenue. En los difractogramas también se
observa la formacién de otra fase identificada como KMgPO46 H.O (JCPDS 35-0812), esta
fase se presenta debido a que hay una interaccion entre el i6n potasio (K*) y el grupo fostato
del buffer con el magnesio (Mg?*) presente en las laminas, esta fase se observa en las
muestras ads-MgFe 4/BHb, ads-MgFe 3/BHb, ads-MgFe 2/BHb y en menor cantidad en la
muestra ads-MgAl 4/BHb, no habiendo presencia en las muestras ads-MgAl 3/BHb y ads-
MgAl 2/BHb.
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Figura 3.14. Difractogramas de los hibridos hidrotalcita-hemoglobina sintetizados por
adsorcion.
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+ Se logré inmovilizar y estabilizar la molécula de hemoglobina en hidrotalcitas por

diferentes métodos de sintesis: adsorcion, coprecipitacion y delaminacion.

+ Por difraccion de rayos X se determin6 que la hemoglobina es retenida en la superficie
de los solidos al emplear el proceso de delaminacion, mientras que los hibridos
obtenidos por coprecipitacion con formamida y coprecipitacion sin formamida la

hemoglobina fue intercalada en las laminas de la hidrotalcita.

+ Por espectroscopia infrarroja se observa la presencia de los grupos funcionales de la
hemoglobina, junto con las de los materiales empleados para la sintesis de los

hibridos, con lo cual se confirmo la presencia de la molécula de hemoglobina.

+ Los resultados de fisisorcion de nitrégeno de los materiales hibridos comprueban la
insercion de hemoglobina en la estructura laminar, dado que el comportamiento de

adsorcion-desorcion es diferente para las muestras con y sin hemoglobina.

+ Los resultados obtenidos por UV-vis indican que la molécula de hemoglobina se

inmoviliza rapido y tiene una fuerte interaccion con el material.

+ Todos los materiales resultaron desorber poca hemoglobina (maximo 10%) indicando

una fuerte interaccién entre la hemoglobina y la hidrotalcita.

+ Las hidrotalcitas con relacion metalica molar 4:1 resultaron ser mas estables ya que

desorben una menor cantidad de hemoglobina.

+ Con el estudio de desorcion se confirmé que la hemoglobina es estable en los
compuestos tipo hidrotalcita sin importar la composicion asi como la relacion

metalica molar.
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+ Por difraccion de rayos X se confirmé que las hidrotalcitas de composicion MgAl
resultaron ser mejores soportes en la adsorcion de hemoglobina en buffer de fosfato

de sodio ya que presentan poca o nula interaccion con los iones fosfato del buffer.
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