Universidad Nacional de Ingenieria

Facultad de Ciencias

TESIS

“Sintesis, caracterizacion y evaluacion de un polimero

molecularmente impreso (MIP) selectivo a curcumina”

PARA OBTENER EL TiTULO PROFESIONAL DE

Licenciado en Quimica

ELABORADO POR

Sergio André Espinoza Torres

0000-0002-2586-9007

ASESORA

MSc. Rosario Cristina Lopez Cisneros

0000-0002-8420-497X

LIMA — PERU

2023



Citar/How to cite

Referencia/Reference
Estilo/Style:

IEEE (2020)

Espinoza Torres [1]

[1] S.Espinoza Torres, “Sintesis, caracterizacion y evaluacion de
un polimero molecularmente impreso (MIP) selectivo a
curcumina” [Tesis de pregrado]. Lima (Perd): Universidad

Nacional de Ingenieria, 2023.

Citar/How to cite

Referencia/Reference
Estilo/Style:

APA (7maed.)

(Espinoza, 2023)

Espinoza, T. (2023). Sintesis, caracterizacion y evaluacion de un polimero
molecularmente impreso (MIP) selectivo a curcumina. [Tesis de
pregrado, Universidad Nacional de Ingenieria]. Repositorio
Institucional UNI.




A mi familia,
Por motivarme y ensefiarme que con esfuerzo y
dedicacion todo es posible.
A mi compaiiera de vida, por su intenso apoyo y
tantas desveladas luchando juntos por nuestros

suefios. Vamos por mas en nuestra vida cientifica.



Agradecimientos

Es grato agradecer a las diferentes personas que hicieron posible el desarrollo de la
presente tesis, empezando por mi asesora la Msc. Rosario Lopez quien me brindé su
apoyo durante todo este tiempo de trabajo en el laboratorio, en la organizacion de

resultados y en las redacciones.

Agradezco también al Dr. Gino Picasso por la confianza al permitirme ser parte de este

importante proyecto y guiarme en este trabajo de investigacion.

A mi co-asesora la Dra. Pilar Taboada, quien me orient6é en la toma de decisiones y me

motivéd a seguir adelante en cada etapa de investigacion.

También agradezco al Dr. Sabir Khan pues su apoyo constante ha sido muy importante
para lograr la difusion de este trabajo de investigacién a través de una publicacion

cientifica.

A mis compafieros y profesores integrantes del Grupo de Investigacion TecMARA
(Tecnologia de Materiales para Remediacion Ambiental), por los diferentes momentos
compartidos, su predisposicion a siempre ayudar, por compartir sus conocimientos, por su
apertura al trabajo en equipo y el apoyo brindado, ha sido un gusto conocerlos y trabajar

junto a ustedes.

Finalmente, agradecer a CONCYTEC a través del programa PROCIENCIA quienes
financiaron el presente trabajo de tesis en el marco del concurso “PROYECTOS DE
INVESTIGADORES INCORPORADOS”, segun contrato o convenio [023-2019-

FONDECYT-BM-INC.INV].



Resumen

Un polimero molecularmente impreso (MIP) selectivo a curcumina fue sintetizado mediante
polimerizacién en bulk, empleando curcumina como template, acrilamida como monémero
funcional, dimetacrilato de etilenglicol como mondmero estructural, ABCV como radical
iniciador y acetonitrilo como solvente porégeno. Se lavé el polimero con una mezcla de
metanol:acido acético en proporciones 7:3y 9:1, para remover la curcumina. Los espectros
FT-IR para el MIP y NIP fueron similares, y presentaron picos caracteristicos de EGDMA
en 1722 y 1143 cm? de los enlaces C=0 y C-O, respectivamente. El TGA reflej6é la
estabilidad del polimero hasta 240°C en atmadsfera inerte. El analisis de superficie sefialo
mayor area superficial BET en el MIP (28.5 m? g?) frente al NIP (18.5 m? g1). En el estudio
de adsorcion mediante espectrofotometria UV-Vis, se obtuvieron los pardmetros éptimos:
60 minutos (tiempo de interaccién), 2 mg (masa de adsorbente), 20 mg L (concentracion
de adsorbato) y mezcla de metanol-buffer (a pH 6). La cinética de adsorcion fue de pseudo-
segundo orden con un valor de Q. =16.2 mg g* (R? = 0.999) similar al experimental; y el
proceso de adsorcién se ajusté al modelo de Freundlich con 1/n = 0.61 y K; =1.96 para el
MIP. El estudio de selectividad proporcioné un factor de separacion (a) de 15.8, el factor
de impresion (I) de 1.63 y el factor de selectividad especifica de 1.56, indicando buena
selectividad del MIP frente a interferentes. Los ensayos en muestras reales de alimentos

mostraron porcentajes de recuperacion superiores al 70%.

Palabras claves: Polimero molecularmente impreso (MIP), polimerizacion en bulk,

adsorcioén, colorante, curcumina.



Abstract

A curcumin-selective molecularly imprinted polymer (MIP) was synthesized by bulk
polymerization using curcumin as template, acrylamide (AM) as functional monomer,
ethylene glycol dimethacrylate (EGDMA) as structural monomer, ABCV as initiating radical,
and acetonitrile as porogen solvent. The polymer was washed with a mixture of
methanol:acetic acid in proportions 7:3 and 9:1, to remove the curcumin. The FT-IR spectra
for MIP and NIP were similar, and presented characteristic peaks of EGDMA at 1722 and
1143 cm of the C=0 and C-O bonds, respectively. The TGA reflected the stability of the
polymer up to 240°C in an inert atmosphere. The surface analysis indicated a greater BET
surface area in the MIP (28.5 m? g'!) compared to the NIP (18.5 m? g1). In the adsorption
study using UV-Vis spectrophotometry, the optimal parameters were obtained: 60 minutes
(interaction time), 2 mg (mass of adsorbent), 20 mg L? (adsorbate concentration) and
methanol-buffer mixture (at pH 6). The adsorption kinetics were pseudo-second order with
a value of Qe=16.2 mg g* (R? = 0.999) similar to the experimental one; and the adsorption
process was adjusted to the Freundlich model with 1/n = 0.61 and K; =1.96 for the MIP. The
selectivity study provided a separation factor (a) of 15.8, the printing factor (1) of 1.63 and
the specific selectivity factor of 1.56, indicating good selectivity of the MIP against

interferents. Tests on real food samples showed recovery percentages greater than 70%.

Keywords: Molecular imprinted polymer (MIP), bulk polymerization, adsorption, dye,

curcumin.
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Prélogo

La presente tesis esta constituida por 4 capitulos, el contenido de cada capitulo se presenta a
continuacion:

El capitulo | presenta la problematica, justificacion social y cientifica, los objetivos principales de la
investigacion y, por ultimo, los antecedentes relacionados al desarrollo de polimeros de impresion
molecular y sus aplicaciones, especialmente en curcumina.

En el capitulo Il se desarrollan los conceptos indispensables para el desarrollo de la presente tesis.
En el capitulo Il se presenta la metodologia propuesta, el procedimiento experimental
desarrollado y las técnicas de caracterizacion empleadas para el estudio de los polimeros
sintetizados.

En el capitulo IV se presentan y justifican los resultados experimentales obtenidos de las
caracterizaciones a los polimeros, ademas de los resultados de los ensayos de adsorcion para la
optimizacion de parametros; estudio cinético y de modelo de adsorcion; la selectividad del MIP
frente a otros compuestos y el analisis en muestras de alimentos reales de curcumina.

Finalmente, se presentan las conclusiones de la tesis desarrollada.
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Capitulo I: Introduccion

1.1. Descripcién del problema de investigacion

En las Ultimas décadas, el consumo de productos naturales para tratar
enfermedades o infecciones a la salud humana ha ido incrementandose. Uno de los
productos naturales con mayores beneficios a la salud es la curcumina, colorante que
proviene de la planta carcuma longa. Diversas investigaciones han mostrado los
beneficios de su consumo en pacientes con enfermedades como Alzheimer
(Voulgaropoulou et al., 2019), Parkinson (Obulesu, 2021), artritis reumatoide
(Ebrahimzadeh et al., 2021), entre otras; lo que ha logrado posicionar a este producto
natural con un importante costo en el mercado. La curcumina esta presente en algunos
productos de consumo humano diario como fideos, golosinas, o harinas, sin embargo,
suele ser adulterada con otros colorantes altamente toxicos como: metanil yellow
(Dhakal et al., 2016a) y cromato de plomo (II) (Paranthaman et al., 2021a).

De esta manera, en el presente trabajo de tesis se pretende aportar una solucion
a la problematica descrita, mediante la elaboracién de un nuevo polimero de impresién
molecular selectivo y especifico al colorante curcumina con el fin de identificar el

contenido real en alimentos y comprobar si un producto esté adulterado (ver Figura 1).

Figura 1
Descripcion esquematizada del problema de investigacion
COLORANTE NATURAL COLORANTES ARTIFICIALES

Planta de Circuma

Curcumina y circuma Metanil yellow Cromato de ploma (II)

Estructura ie lapcurcumma e o) p

./‘q,/»:«.)-\./‘kf« /ﬁ\\l Ca Ey o

”c./\‘;;'/‘ e (] $
oo, oo, 2 3, o

MIP selectivo



1.2. Justificacién cientifica

En el Perd, el interés por el consumo de productos naturales se ha incrementado
en los ultimos afos. La curcumina es uno de los productos que ha recibido gran interés
gracias a que presenta propiedades medicinales (Fu et al., 2021). Por lo tanto, el
presente trabajo aborda la probleméatica descrita en 1.1 mediante la preparacion de
polimeros con cavidades de reconocimiento especificas a curcumina. Los polimeros
molecularmente impresos son un claro ejemplo de esto pues son sintetizados usando la
molécula de interés y luego retirandola, dejando cavidades en la estructura del polimero
con enlaces afines a dicha molécula.

Los polimeros de impresidon molecular han ganado un lugar como sistemas de
reconocimiento de compuestos en diversas matrices complejas gracias a que cuentan
con tres caracteristicas Unicas: estructura definida, reconocimiento especifico y
aplicacion en diversas areas cientificas, esto les ha permitido ser usados en: purificacion
de aguas contaminadas, degradacién de compuestos, catalisis en anticuerpos
artificiales, entre otros, debido a su alta estabilidad fisica, sencilla preparacion, notable
robustez y bajo coste (Chen et al., 2016).

Esta investigacion se realiza en tres etapas principales: (1) la sintesis de un
polimero molecularmente impreso (MIP) selectivo a curcumina mediante polimerizacion
en bulk, donde se disefiara la estructura del polimero y sus interacciones con la molécula
de curcumina. Este es un método de sintesis rapido que produce polimeros de alta
pureza; (2) la formacion de cavidades selectivas mediante la extraccién de curcumina
de la estructura del polimero sintetizado, dicha extraccidon se realiza usando solventes
como metanol u otros afines a la curcumina; y (3) la readsorcion de curcumina de
diferentes matrices para su deteccion y cuantificacion con las cavidades formadas en la

etapa 2. En esta Ultima etapa se evaluara la selectividad del polimero frente a otros



analitos diferentes a la curcumina. Cada una de estas etapas son importantes para la
correcta elaboracion de un polimero molecularmente impreso selectivo.

Cabe resaltar que la readsorcion del colorante debe tener especial cuidado con
el pH pues la curcumina tiene en su estructura tres oxigenos protonados por lo que
presenta tres valores pKa: 8.38, 9.88 y 10.55. Esto se ve reflejado en el cambio de color
del colorante y su degradacion frente a la luz.

El correcto funcionamiento del polimero MIP sintetizado es respaldado por los
andlisis de éarea superficial, porosidad, estructura y morfologia, asi como por sus
resultados de selectividad frente a interferentes donde se logra comprobar su capacidad
selectiva hacia la curcumina.

Los MIPs elaborados nos permiten cuantificar la curcumina en alimentos y
bebidas, de esta manera, poder evaluar su presencia real en ciertos alimentos, para
comprobar que no se haya adulterado; y su contenido, para verificar que se cumpla con
la cantidad ofrecida en el etiquetado o que no se sobrepase del limite permisible en

determinados alimentos.



1.3. Objetivos del estudio

1.3.1. Objetivo general

» Desarrollar un polimero molecularmente impreso selectivo a curcumina.

1.3.2. Objetivos especificos

» Sintetizar un polimero molecularmente impreso (MIP) selectivo a la curcumina
por el método de polimerizacion en bulk.

» Caracterizar los polimeros sintetizados (MIP y NIP) mediante las técnicas de
Espectroscopia FT-IR, Termogravimetria (TGA) y Fisisorcion de No.

» Evaluar y optimizar la capacidad de adsorcion del MIP frente a un polimero de
control (NIP) mediante Espectrofotometria UV-vis.

» Estudiar la cinética de adsorcion y su modelo de isoterma de adsorcion.

» Evaluar la selectividad del polimero (MIP) frente a otros interferentes.

» Cuantificar la capacidad de adsorcion del MIP en muestras de alimentos reales

de curcumina.



1.4. Estado del arte

La curcumina es el colorante principal de la planta curcuma longa, un alimento
gue presenta muchos beneficios para la salud humana, como sus propiedades
antiinflamatorias, anticanceringenas, antivirales, etc. Su gran importancia ha llevado a
emplear diversos métodos para su deteccién y cuantificacién tales como: HPLC
(Rodriguez et al., 2021; Su et al., 2011), espectrofotometria UV-visible (Jasim & Ali,
1988a; Sharma et al., 2012a), fluorescencia (Guo et al., 2022; Petrova et al., 2016),
electroquimica (Ahmed et al., 2022), entre otros. El método méas usado es la
espectrofotometria UV-visible debido a su simplicidad, alta eficiencia y buena
confiabilidad. Sin embargo, debido a la baja concentracion de curcumina en alimentos
(Codex Alimentarius, 2019) resulta dificil el uso de la espectrofotometria UV-visible por
lo complicado del tratamiento previo en las matrices complejas de estos alimentos (X.
Liu et al., 2016a). Frente a estas complicaciones surge el desarrollo de materiales de
reconocimiento sintéticos capaces de unirse a moléculas especificas para su deteccion
o eliminacién de matrices complejas. Estos materiales presentan una similar interaccion
que los anticuerpos y enzimas, pero cuentan con una gran estabilidad y robustez en
diversas condiciones ambientales y quimicas (De Middeleer et al., 2016). Entre los
receptores sintéticos que poseen una capacidad de reconocimiento especifica, el
polimero con impresion molecular (MIP) es uno de ellos. Sus principales ventajas son
su adsorcion selectiva, alta estabilidad estructural y resistencia a la degradacion
(Soylemez et al., 2021).

Los polimeros molecularmente impresos han sido estudiados ampliamente como
sistemas de deteccion especificos desde hace muchos afios. En la Figura 2,

recopilamos el numero de las publicaciones desde el afio 2010 mediante la busqueda



simples en Web of Science (WoS), donde se observa que el interés cientifico hacia los

MIPs tiene un incremento afio a afno.

Figura 2
Publicaciones de polimeros de impresion molecular desde 2010. Fuente: Science Direct (octubre 2022)
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Una de las aplicaciones de los MIPs es su uso para la deteccion de farmacos
comunmente consumidos: entre ellos, la amoxicilina en agua mediante un MIP
sintetizado via sol-gel obteniendo una capacidad de adsorcion 16 veces mayor que el
NIP (Ayankojo et al., 2018). El ciprofloxacino también ha sido analizado como
contaminante en leche, fue detectado mediante un MIP magnético que fue sintetizado
usando acido acrilico y 1-vinilimidazol como co-mondémeros obteniendo un porcentaje
de adsorcion alrededor del 87% (Silva et al., 2021). Otro farmaco muy consumido es el
paracetamol, el cual ha sido analizado en plasma humano mediante un sensor
electroquimico con nanoMIPs con la técnica de voltametria de pulso diferencial
obteniendo un 98% de recuperacién y rapida respuesta en un rango lineal entre 0.1y 1

mM (Alanazi et al., 2021).



Su aplicacion en aguas contaminadas por colorantes textiles fue estudiada por
Luna Quinto et al., quienes en el 2020 desarrollaron un MIP para la determinacion del
colorante acid violet 19. La cuantificacion fue realizada mediante espectrofotometria UV-
visible obteniendo una capacidad de adsorcion para el MIP de 6.93 mg g-1 y area
superficial BET 229.6 m? g, 3y 7 veces superior al NIP respectivamente (Luna Quinto
et al., 2020a). Otro colorante estudiado fue el acid green 16 donde se obtiene un 83%
de adsorcién para el MIP, 6.91 de factor de impresién y cerca del 100% de porcentaje
de recuperacion (Foguel et al., 2017a). Ademas, en colorantes naturales en alimentos
(Villa et al., 2021) como congo red o metanil yellow (F. Liu et al., 2015; Shereema et al.,
2018).

En este trabajo, se da especial atencién a los polimeros de impresion molecular
con aplicaciones en alimentos, las cuales representan la aplicacion con mas del 50% de

investigaciones realizadas desde el 2010, como se observa en la Figura 3.

Figura 3
Distribucion porcentual de las publicaciones sobre Polimeros Molecularmente Impresos selectivos a

colorantes textiles, alimentos y otros, desde 2010. Fuente: Science Direct (octubre 2022)
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En la Figura 4, se muestra en crecimiento del nimero de publicaciones de MIPs
enfocados en alimentos desde el 2010, lo que evidencia una linea de investigacion

importante en ciencias que crece afio a afio.



Figura 4
Numero de publicaciones sobre polimeros de impresion molecular para alimentos desde 2010. Fuente:
Science Direct (octubre 2022)
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Algunas de estas investigaciones fueron la aplicacion de MIPs para la deteccién
acido caféico en matrices complejas de manzana, papaya, kiwi y cereza donde se
obtuvieron valores de adsorcién menores que 1 pug g* (Fan et al., 2016). También fueron
desarrollados MIPs para la deteccion de acido caféico en matrices complejas como
muestras de jugo de naranjay jugo de manzana obteniendo una capacidad de adsorcién
de 14.84 mg gy limites de deteccién menores que 0.01 mg L? (Xiang et al., 2017).

El estudio de colorantes amarillos toxicos como el colorante sunset yellow fue
desarrollado empleando MIP soportados en nanotubos de carbono. Con estos
polimeros se detectaron los colorantes en muestras de caramelos, chocolates, jugos de
durazno y mermeladas mediante voltametria de pulso diferencial en el rango lineal de
0.05 — 100 pM, obteniendo un limite de deteccion de 0.005 uM (Arvand et al., 2017).

Otro grupo de colorantes estudiados ha sido el Sudan | — IV para lo cual se
prepararon MIP por el método RAFT. El tiempo de adsorcion para los ensayos de
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adsorcion fue de solo 18 minutos, obteniendo como limite de deteccién 21 —55ng Lt al
analizar salsa de tomate y salsa de aji picante mediante SPME acoplado con
cromatografia liquida y espectrometria de masas (Hu et al., 2012).

Dada la importancia biologica de la curcumina, han sido preparados diferentes
tipos de polimeros de impresion molecular (MIP). El primero de estos fue un MIP
monodispersivo donde usaron metacrilamida y 4-vinilpiridina como co-mondémeros
funcionales, divinilbenceno como monémero estructural en un medio de tolueno. Se
obtuvieron tamafios de particula de 3.3+0.09 um y buena selectividad para la deteccion
de curcuminoides (Kitabatake et al., 2013).

También fueron preparados MIP magnéticos (MMIP) para curcumina usando
acido metaacrilico, TRIM y AIBN para la sintesis de MIP sobre nanoparticulas de
magnetita (Fes0,) para aplicar en muestras de curry y ginger usando espectrofotometria
UV-vis obteniendo resultados del rango lineal entre 1y 8 ug mL* y limite de deteccién
(LOD) de 1.31 ug mL* con porcentajes de recuperacion superiores al 80% (X. Liu et al.,
2016a).

Por otro lado, fue preparado una clase de polimeros de impresion molecular
termosensible con nanoparticulas magnéticas, la capacidad de adsorcién obtenida fue
77 mg g* con una rapida respuesta en 10 minutos, se obtuvo un factor de impresién de
2.4, con buena selectividad en presencia de moléculas de estructuras analogas como
benzofenona y ftalimida; y facil separacion mediante un campo magnético externo
(Sedghi et al., 2018).

En las Tablas 1y 2 se resumen los métodos empleados y sus resultados en la

deteccion de curcumina y otros colorantes, respectivamente.



Tabla 1

Métodos de deteccién de curcumina en diferentes matrices

Método de o Rango lineal y Limite
o Descripcion y Autores
deteccion de deteccién (LOD)
i MMIP para curcumina en 1-8pugmL? .
UV-Vis ] (X. Liu et al., 2016b)
curry y ginger 1.31 pg mL?
i ) ) 0.01 -15mgL? ) )
UV-Vis Especias de curcumina (Jasim & Ali, 1988b)
1mglL?
. . 1-7 g mL?
UV-Vis Curcumina en farmacos (Sharma et al., 2012b)
0.05 yg mL?!
Deteccion de curcumina 5.04 — 1260 ng mL?
HPLC (Suetal., 2011)
en plasma de ratas 1.51 ng mL?
Curcuminoides en 0.1-20 ug mL*
HPLC

(Rodriguez et al., 2021)

microemulsiones 3ngmL?
. . 0.15-18 uM
Fluorescencia Extracto de curcumina (Guo et al., 2022)
0.04 uM
) Suplementos de 1-10puM
Fluorescencia ) (Petrova et al., 2016)
curcumina 0.3 uM
Voltametria de pulso ) . 1-180 uM
) ) Curcumina en turmeéricos (Ahmed et al., 2022)
diferencial 0.04 uM
Tabla 2
Métodos de deteccidn de otros colorantes en diferentes matrices
Método de o Rango lineal y Limite
. Descripcion Autores
deteccion

de deteccion (LOD)

Espectroscopia FT-IR
y espectroscopia

Raman

HPLC

Fluoro-espectrometria

HPLC —

electroquimica

Voltametria de pulso

diferencial

Deteccion de colorante
sunset yellow en

alimentos

MIP para colorante

Congo red en alimentos

MMIP para Rodamina B
en alimentos
Deteccion de

curcuminoides en
curcuma longa
Deteccion de metanill
yellow en muestras

adulteradas de curcuma

5% en masa (5 — 30%)

(Dhakal et al., 2016a)
1% en masa (1 — 30%)

0.1-6.0mM

(F. Liu et al., 2015)
0.07 ug/kg

0.04 — 1.4 pg/mL

(X. Liu et al., 2014)
1.05 pg/L

0.208 — 41.6 yM

(Long et al., 2014)
0.0416 uM

0.06 — 40 pM

(Shereema et al., 2018)
0.03 uM
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Capitulo II: Marco Teorico

2.1. Curcumina
La curcumina es el principal pigmento responsable de la coloracion amarilla en

productos de la planta de familia Zingiberaceae (Lestari & Indrayanto, 2014a) (Figura 5).

Figura 5
Planta de carcuma longa

Es un compuesto polifenol natural que se encuentra en rizomas de cdrcuma,
presenta amplias propiedades medicinales como anticancerigena, antiviral,
antiinflamatoria, antioxidante, antibacterial y antidiabética, ademas ayuda a disminuir los
efectos del COVID-19 (Babaei et al., 2020; Kunnumakkara et al., 2017). La curcumina
tiene también grandes beneficios en el tratamiento del Alzheimer como potenciador
cognitivo evitando la neurotoxicidad y degradacién de las células cerebrales
(Voulgaropoulou et al., 2019). Otros beneficios que presenta el consumo de curcumina
son sus propiedades antiartriticas, antiateroescleréticas, antidepresivas y

antienvejecimiento (Aggarwal et al., 2013) (Figura 6).

Figura 6
Esquema de los beneficios del consumo de curcumina
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Sus beneficiosas propiedades han hecho que sea ampliamente consumida en la
industria alimentaria en bebidas de ginger, en especias con jengibre y curry en polvo
(Silva-Buzanello et al., 2015) (Figura 7). Ademas, en la industria farmacéutica y

cosmética también se ha empleado este colorante (Lucas et al., 2020).

Figura 7

Productos comerciales que poseen curcumina en su contenido

Pure Matural

Debido a los grandes beneficios que ofrece, la curcumina suele ser adulterada
con compuestos que presentan apariencia similar pero que son altamente tdéxicos como
el metanil yellow y el cromato de plomo (II) (Figura 8) (Dhakal et al., 2016b; Paranthaman

et al., 2021b).

Figura 8

Metanil yellow (izquierda) y cromato de plomo (ll) (derecha)

El uso de curcumina en la industria alimentaria presenta ciertas restricciones o
limites maximos permisibles como aditivos en alimentos, como se muestra en la Tabla

3 (Codex Alimentarius, 2019).
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Tabla 3

Regulacion de curcumina en alimentos (Codex Alimentarius, 2019)

Dosis maxima
Producto . ) Vigencia desde
(mg de aditivo/kg de alimento)

Bebidas lacteas liquidas aromatizadas 150 2017
Dulces (duros y blandos), turrones 300 2019
Goma de mascar 300 2019
Decoraciones de pasteleria 500 2019
Pastas y fideos precocidos 500 2019
Sopas y caldos 50 2015

La curcumina es un polifenol lipofilico insoluble en agua, pero soluble en
solventes organicos como etanol y acetona, es insoluble en pH acido y neutro y un poco
soluble en medio basico o extremadamente 4cido (Slika & Patra, 2020).

Estructuralmente se clasifica dentro de la familia de los diarilheptanoides,
productos naturales cuyas estructuras poseen dos restos arilo, hidroxi u oxo sustituidos
unidos entre si a través de una cadena carbonada de 7 4tomos que posee una funciéon
1,3-dicarbonilica y diversas insaturaciones (Gonzalez-Albadalejo et al., 2015) como se

observa en la Figura 9.

Figura 9

Estructura quimica de la curcumina

Ha‘CO - ~ OCHs,

HO OH
Otras caracteristicas estructurales importantes en la curcumina son su
tautomeria ceto-enol (Figura 10) y su isomeria cis-trans que depende de la acidez de la

solucién. A pH acido y neutro predomina la forma ceto, en cuyos valores la curcumina
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tiende a donar &tomos de hidrégeno gracias al &tomo de carbono altamente activo
presente en su enlace de heptadienona entre los dos anillos de metoxifenol. Dicho
carbono tiene enlaces C-H débiles pues los electrones no apareados de los oxigenos
adyacentes estan deslocalizados (Manolova et al., 2014).

Por otro lado, a pH bésico la forma enol predomina generando que la curcumina
done electrones. Hay que notar que hay dos formas enol idénticas, dependiendo del
carbonilo que se enoliza, fenébmeno comun con la acetilacetona (pentano-2,4-diona) y
con el dibenzoilmetano (1,3-difenilpropano-1,3-diona). El enlace de hidrégeno presente
en esta forma enol estabiliza su estructura (Slika & Patra, 2020).

En la curcumina, la enol es predominante principalmente en solvente apolares
(n-hexano, cloroformo, etc) donde se forma un enlace de hidrogeno intramolecular. Por
otro lado, en solventes polares (acetonitrilo, etanol, etc) cambia parcialmente a forma

ceto (Kazakova et al., 2022).

Figura 10

(a) Tautomeria ceto-enol, forma ceto y (b) forma enol de la curcumina (Slika & Patra, 2020)

Dada su estructura, la curcumina presenta tres diferentes valores de pKa que

provienen de los dos grupos OH fendlicos y del hidrogeno endlico (Figura 11).
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Figura 11
Estructuras quimicas de la curcumina a diferentes pKa
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La estabilidad de la curcumina depende del pH (Figura 12), esto se ve reflejado
en el cambio de color a diferentes valores de pH. A pH < 1 las soluciones de curcumina
son de color rojo debido a la presencia de la forma protonada; a pH en el rango de 1 a
7, las soluciones son amarillas con la mayoria de las moléculas en su forma neutra; vy,
por ultimo, a pH > 7 las soluciones cambian a color anaranjado rojizo (Lestari &
Indrayanto, 2014b). A niveles de pH basicos, como con buffer de fosfato 0.1 M, a pH 7.2

se degrada un 90% en aproximadamente 30 minutos (Y. J. Wang et al., 1997).

Figura 12
Estabilidad de la curcumina segun el pH (Wang et al., 1997)
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Por otro lado, es importante el uso de vidrio ambar para el almacenaje de
curcumina pues evita su degradacion ya que dicho material solo permite el paso de luz
con longitud de onda mayor a 500 nm donde la curcumina no tiene adsorcion. Los
estudios acerca de la fotodegradacion de la curcumina mostraron que en solucion
acuosa se descompone dando como subproductos de degradacién &cido ferdlico,
ferulolil metano, aldehido ferulico y acido vanilico. Asimismo, en solventes organicos
como metanol y etanol, las soluciones con curcumina presentan una mayor estabilidad
al ser expuestas a la luz solar hasta por 120 horas (Lestari & Indrayanto, 2014b), luego
de lo cual presentaron vanilina, p-hidroxibenzaldehido, aldehido ferulico, acido p-
hidroxibenzoico, acido vanilico y acido ferdlico como productos de degradacién como
se muestra en la Figura 13 (Zheng & McClements, 2020). En ambientes neutros y
ligeramente acidos, puede sufrir reacciones de ciclacion, por ejemplo, en un derivado

de biciclopentanodiona (Pawelski et al., 2021).

Figura 13

Productos obtenidos en la degradacion de curcumina (Zheng & McClements, 2020)
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Algunos productos de degradacion en medio basico y fotodegradacion si

presentan una elevada toxicidad como el feruloilmetano (Wen et al., 2022). El acido
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ferdlico, vainillina, &cido vainilico y biciclopentanodiona, no presentan toxicidad, pero

como productos de degradacién disminuyen ampliamente los beneficios ofrecidos por

la curcumina (Ho et al., 2011; Zhu, 2016).

La curcumina presenta un espectro de absorcion que varia ligeramente con cada

solvente empleado. Con la mayoria de los solventes la banda de adsorcién esta en el

rango de 350 a 450 nm (Figura 14), estos se pueden dividir en cuatro diferentes regiones

de longitudes de onda: (1) ciclohexano y hexano; (2) agua; (3) THF, N-butyronitrilo, 1,4-

dioxano, acetonitrilo, DCM, metanol, etanol, DCB y DMF; y (4) DMSO (Patra & Barakat,

2011).

Figura 14

Espectros de absorcion de curcumina en diferentes solventes (Patra & Barakat, 2011)
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Asimismo, la intensidad de la banda de maxima absorcién disminuye a pH acidos

(ver Figura 15) debido a la baja solubilidad de la curcumina en esas condiciones (Zsila

et al., 2004).

17



Figura 15
Espectros de absorcion de curcumina en soluciones etanol-agua a diferentes pH (Zsila et al., 2004)
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Respecto a su estabilidad térmica, la curcumina es estable hasta 70°C durante
10 minutes, por encima de esa temperatura empieza a descomponerse. A 100°C la
degradacion se incrementa exponencialmente, de modo que, el 32% se degrada en tan

solo 20 minutos (Suresh et al., 2007).

2.2. Polimero Molecularmente Impreso (MIP)

Los polimeros molecularmente impresos son receptores poliméricos altamente
entrecruzados que estan diseflados para una interaccion con analitos especificos
mediante adsorcién a nivel molecular, dichas interacciones se ven facilitadas por
cavidades de caracteristicas semejantes a la molécula o especie en cuestion (Lowdon
et al.,, 2020) (ver Figura 16). Su gran selectividad permite también la deteccion y
extraccion algun analito de interés en muestras complejas (Foguel et al., 2017b). El uso
de un método de sintesis en especifico afectara la morfologia y la estabilidad

fisicoquimica del MIP (Belbruno, 2019).
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Figura 16

Diagrama de sintesis de un polimero de impresion molecular
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Asi, un método comun de sintesis es la polimerizacion por precipitacion, en este
método la molécula molde, el mondmero funcional y el monémero estructural son
agregados de forma conjunta formando una solucién con el solvente porogénico. Es
decir, solo se emplea una etapa para la sintesis (Masumoto et al., 2021). Este tipo de
sintesis requiere un exceso de solvente para producir particulas uniformes cuyo tamafio
puede verse afectado por la polaridad del solvente, la temperatura y la velocidad de
agitacion (Refaat et al., 2019).

Otro método empleado es la polimerizacién en bulk, a diferencia del método
anterior, esta emplea 3 etapas para la sintesis del polimero. En primer lugar, la
formacion de un complejo de pre-polimerizacion entre la molécula molde y el monémero
funcional, seguido de la polimerizacién de la molécula template usando un agente
entrecruzante, y, por ultimo, remocién de la molécula template para la formacion de
cavidades (Villa et al., 2021).

Por su parte la polimerizacion por emulsion se caracteriza por tener dos fases:
una fase acuosa y una fase dispersa. Este tipo de sintesis emplea agentes

entrecruzantes, monémeros funcionalizados con el template y un agente tensoactivo en
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una fase acuosa donde se emulsionan los demés componentes mediante agitacion o
sonicacion. Mientras que en la fase dispersa cuenta con un coestabilizador como
dodecilsulfato de sodio (SDS). La reaccién de polimerizacion es llevada a cabo en tres
etapas: i) formacion de particulas; ii) crecimiento de particulas en presencia de las gotas
de monoémero; Yy iii) polimerizacion del monémero remanente en las particulas de
polimero hinchadas con mondmero. Como resultado de la sintesis se obtienen
emulsiones estables de tamafio de gota homogéneo (Wackerlig & Lieberzeit, 2015).

La polimerizacion por suspension da como resultado particulas esféricas, a partir
del uso de una suspensién en fase organica en agua que consta de monoémeros,
entrecruzantes, moléculas de impresion y pordégeno, todos estos componentes deben
ser insolubles en agua. En sistemas de dos fases, es recomendable el uso de
perfluorocarbonos liquidos en lugar de agua como fase continua ya que el agua puede
tener un efecto perjudicial sobre el complejo no covalente entre los monémeros y la
molécula de impresion (Yan & Kyung, 2006a). La Figura 17 presenta graficamente los
métodos de impresion molecular descritos y la Tabla 4 resume las ventajas y

desventajas de estos métodos.

Figura 17
Algunos métodos de sintesis de MIP (Bitas & Samanidou, 2018)
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Tabla 4

Ventajas y desventajas de diferentes métodos de sintesis de MIPs

Método de impresion Ventajas Desventajas
o Rapidez en la preparacién. Alta Particulas de forma y tamafio
Polimerizacion en bulk ) )
pureza en los MIPs producidos. irregular.
Polimerizacion por Una sola etapa de preparacion. Emplea eleva cantidad de template
precipitacion Particulas esféricas y uniformes. y alto factor de dilucion.
Polimerizacion por Particulas esféricas. Alta Requiere surfactantes especiales.
suspension reproducibilidad. Agua es incompatible.
Polimerizacion por F&cil de controlar. Agua como

y ) ) y Baja pureza en los MIPs producidos
emulsion medio de dispersion.

Nota: Masumoto et al., 2021; Villa et al., 2021; Wackerlig & Lieberzeit, 2015; Yan & Kyung, 2006.
Como mencionamos previamente, el método bulk es uno de los mas usados, por
lo tanto, veremos la importancia de cada uno de los componentes empleados en la

sintesis de polimeros mediante dicho método.

2.2.1. Mondémero funcional

La eleccién del monémero funcional es un punto clave en el disefio de los
polimeros molecularmente impresos pues depende de esto la unién selectiva de la
molécula molde y en la Figura 18 se muestran algunos de los principales monémeros
funcionales para los MIP. El correcto posicionamiento de los grupos funcionales
permitira una interaccion 6ptima con la molécula molde y su posible unién a varios sitios
de interaccion del polimero impreso. El rol del monémero funcional es el de formar el
complejo de pre-polimerizacion con el template, proporcionando grupos funcionales.
Esto es importante para seleccionar un adecuado monoémero funcional que pueda
interactuar fuertemente con el template y formar complejos donador-receptor o
anticuerpo-antigeno para la polimerizacién. Sus interacciones con las moléculas molde
formaran los sitios de reconocimiento selectivos para la adsorcion (Boukadida et al.,

2022a).
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Figura 18

Estructura quimica de los principales monémeros funcionales
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El &cido metaacrilico (MAA) ha sido usado como un monémero funcional acido
principalmente por sus fuertes interacciones con moléculas basicas y su capacidad de
donador de enlaces de hidrégeno (Sellergren & Hall, 2001). Por otro lado, la acrilamida
(AM) ha sido empleada como mondémero funcional débilmente 4cido para la preparacion

de MIPs selectivos a amina u otras especies fuertemente basicas (Urraca et al., 2006).

2.2.2. Monomero estructural o agente entrecruzante

En un polimero molecularmente impreso, un agente entrecruzante (Figura 19)
cumple tres principales funciones: (1) importante en el control de la morfologia de la
matriz polimérica; (2) estabilizar sitios de impresién; y (3) proporciona estabilidad
mecanica a la matriz polimérica, formando asi un polimero rigido altamente reticulado
incluso después de la eliminacién del template (Yan & Kyung, 2006b). El tipo y la
cantidad de entrecruzante tienen profundas influencias sobre la selectividad y la
capacidad de union de las MIP. Por lo general, una cantidad demasiado baja de

entrecruzante resultard en propiedades mecanicas inestables debido al bajo grado de
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entrecruzamiento, y una cantidad extremadamente alta reducird el nimero de sitios de

reconocimiento por unidad de masa de MIP (Shahar et al., 2016).

3
A Sk

o
Trimetacrilato de trimetilolpropano (TRIM)

Figura 19

Estructuras quimicas de los principales monémeros estructurales

Dimetacrilato de etilenglicol (EGDMA)

2.2.3. Iniciador de polimerizacién

La gran mayoria de MIPs son preparados por polimerizacion con radicales libres,
fotopolimerizacion y electropolimerizacion. La polimerizacion por radicales libres puede
iniciarse térmicamente por efecto de grupos funcionales y estructuras de plantillas.
Ademas de los compuestos peroxi, los compuestos azo se utilizan ampliamente como
iniciadores. Es importante sefialar que para lograr una correcta polimerizacién se
empleara un inerte como el nitrdgeno. Los iniciadores mas usados son:
azobisisobutironitrilo (AIBN) cuya temperatura de descomposicion es entre 50-70°C,
peroxido de benzoilo (BPO) y persulfato de potasio (KPS) y sus derivados (Chen et al.,

2016) (Figura 20).

Figura 20

Estructuras quimicas de los radicales iniciadores
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El proceso de polimerizacion de entrecruzante por radicales libres se lleva a cabo
en etapas: (a) iniciacion y (b) propagacion (Figura 21) (Foguel, 2015).

Figura 21
Mecanismo de polimerizacion de EGDMA usando AIBN como generador de radicales libres en etapas de:

(a) Iniacién y (b) Propagacion.

2.2.4. Solvente porégeno

Juega un papel importante en la polimerizacion pues generalmente actian como
medios de dispersién y agentes formadores de poros en el proceso de polimerizacion.
Usualmente, los solventes utilizados para la sintesis de MIP son metanol,
tetrahidrofurano (THF), acetonitrilo, dicloroetano, cloroformo, N,N-dimetilformamida
(DMF) y tolueno (Chen et al., 2016).

La naturaleza del solvente porégeno afecta las interacciones no covalentes e
influye en la morfologia del polimero, por lo tanto, es importante resaltar que el solvente
elegido debe permitir lo siguiente: (1) que la molécula molde, monémero funcional,
agente entrecruzante e iniciador sean solubles; (2) deben producir grandes poros; y (3)

deben tener baja polaridad (Yan & Kyung, 2006b).
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La polaridad de los porégenos puede afectar la interaccion entre la molécula de
la plantilla y el monémero funcional, por lo tanto, las propiedades de adsorcion de los
MIP, especialmente en sistemas de interaccion no covalentes. Por lo que el solvente
apropiado es aquel que tiene menos interferencia con las interacciones entre el
monomero funcional y el template (Foroughirad et al., 2021). Los disolventes organicos
no polares y menos polares, como el tolueno, el acetonitrilo y el cloroformo, se utilizan
a menudo para la impresién no covalente para obtener una buena eficiencia de
impresion, ya que las propiedades de adsorcion y la morfologia de los polimeros
dependen de los tipos de disolventes utilizados. Es importante el uso de célculos
tedricos para evaluar los procesos de seleccibn de monémeros y solventes para la
impresion molecular y también para tener una idea de la selectividad MIP (Chen et al.,
2016).

En la Figura 22 se muestran los principales solventes porogénicos polares

usados en las sintesis de MIPs.

Figura 22

Estructuras quimicas de los principales solventes porogénicos polares para sintesis de MIPs.
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2.3. Caracterizacion de MIP

2.3.1. Espectrofotometria UV-visible

Para la determinacion de la adsorcion de polimeros se emplea la
espectrofotometria UV-visible (ver Figura 23). Esta es una técnica basada en la
absorcion de luz por una sustancia 0 una muestra. La muestra es iluminada con
radiacion electromagnética de varias longitudes de onda (rango visible, UV o IR

cercano). Segun el tipo de sustancia, la luz es parcialmente absorbida, la luz trasmitida
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es registrada en funcion de la longitud de onda mediante un detector adecuado

generando el espectro UV-visible de la muestra (A. De Caro, 2015).

Figura 23

Espectro de absorbancia (izquierda) y linealizacion (derecha)
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El resultado de todas las interacciones de la molécula con la radiacion absorbida

esta determinado por la ley de Lambert-Beer, que relaciona la intensidad de la absorcion

con la concentracion y el espesor de la cubeta (Picollo et al., 2019).
A= ebc= —logT = log (%) Q)
A: absorbancia e: Absortividad molar T: transmitancia
c: Concentracién b: espesor de la muestra
El rango mas adecuado para mediciones 6ptimas es donde la absorbancia es
directamente proporcional a la concentracion. Este rango de absorbancia es 0.3 < A <
2.5. Por ello se sugiere evitar valores de absorbancia muy altos (A > 2.5) y muy bajos

(A < 0.3) pues la calibraciéon puede tener un comportamiento no lineal (A. De Caro,

2015).

2.3.2. Espectroscopia FT- IR
La espectroscopia infrarroja (IR) es una técnica ampliamente usada que tiene
por objeto la identificacién de diversos de grupos funcionales especificos en materiales

en estado sélido, liquido y gaseoso mediante la absorcidn de radiacion infrarroja por los
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enlaces de la molécula estudiada (Khan et al., 2018), diferentes grupos funcionales
absorben la radiacién a diferentes rangos de numeros de onda originando picos
espectrales caracteristicos descritos en graficas de transmitancia (%) vs ndmero de
onda (cm™) (Novais et al., 2019).

Los espectros de absorcion en la region del infrarrojo tienen lugar como
consecuencia del bombardeo de radiacion infrarroja sobre una muestra. La muestra
absorbe la luz y crea varios modos de vibracién (ver Figura 24). Esta absorcion se

relaciona con la naturaleza de los enlaces en la molécula.

Figura 24
Modos de vibracion molecular de la espectroscopia IR
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El espectro de absorcién generado en el rango de 4000 a 400 cm diferentes
tipos de vibraciones de los enlaces presentes en la molécula, los cuales permiten
identificar los grupos funcionales asociados (ver Figura 25).

Cada radiacion IR es absorbida por un enlace en particular de una molécula pues
cada enlace tiene su propia frecuencia de vibracién. Por ejemplo, una molécula que
contiene los enlacesC-C,C-H,C -0, 0 —-Hy C =0 se absorbe a una longitud de
onda especifica sin afectarse el uno al otro. Por lo tanto, dos moléculas con diferente
estructura no tienen el mismo espectro infrarrojo (Khan et al., 2018).

Los numeros de onda a las que suelen aparecer los enlaces mas comunes de

las moléculas se muestran en la Figura 25.
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Figura 25
NuUmeros de onda de los modos de vibracién mas comunes
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2.3.3. Analisis termogravimétrico (TGA)

Es una técnica de analisis térmico usada para determinar el cambio en las
propiedades fisicas y quimicas. La medicion se realiza en funcién del aumento de
temperatura con una velocidad de calentamiento constante, o en funcién del tiempo
considerando la pérdida de masa y temperatura constante. De esta manera, se pueden
evaluar los fendbmenos como cambios de fase, vaporizacion, desorcion,
descomposicién, deshidratacion, etc. También se pueden determinar las pérdidas de
masa producto de la descomposicién, degradacion, oxidacion, pérdida de compuestos
volétiles, etc (Parameshwaran et al., 2018). Dichas mediciones se realizan en aire o
atmaosfera inerte como helio o argén (Rajisha et al., 2011). Por ejemplo, el analisis
mostrado en la Figura 26, presenta la degradacion de curcumina al calentar a 10°C/min
en atmésfera de nitrdgeno. La temperatura a la que se inicia la pérdida de masa es
aproximadamente a 193°C. Por debajo de esta temperatura la pérdida de masa se debe

a la pérdida de humedad (Medina-Franco, 2019).
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Figura 26

TGA de curcumina humeda (Medina-Franco, 2019).
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2.3.4. Fisisorcion de Nz por el método BET

El analisis de superficies permite obtener informacion sobre el area superficial y
porosidad, para ello se desarrollan isotermas de adsorcion y desorcidon que se obtiene
al graficar la cantidad adsorbida de N: (gas) versus la presion relativa (P/Po) a una
temperatura constante de 77 K. A partir de dicha isoterma se calcula el area superficial
especifica mediante la ecuacion de Brunauer-Emmett-Teller. El calculo del area se
realiza a presiones relativas entre 0.01 y 0.3. Este método es el procedimiento mas

utilizado para evaluar el area superficial de materiales porosos y finamente divididos.

P 1 + C-1 (L) (2)

V(Po—P)  VmC = VmC \P,

P: presion en el equilibrio Po: presion de saturacion de N

V: volumen adsorbido de N2 (cm?® g?) a presion P

Vm: volumen adsorbido en la monocapa

Las isotermas obtenidas de la fisisorcibn son clasificadas en 6 tipos

principalmente y diferentes bucles de histéresis asociados a la etapa de condensacion
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capilar (ver Figura 27). Cada tipo de isoterma e histéresis puede definir la porosidad de
los materiales y su proceso de adsorcidon-desorciéon. También puede analizarse el
tamafio de poros (mesoporos) mediante las ecuaciones modificadas de Kelvin

propuesto por Barrett, Joyner y Halenda (BJH) (Thommes et al., 2015).

Figura 27

(a)Tipos de isoterma y (b) tipos de histéresis (Thommes et al., 2015)
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Capitulo Ill: Desarrollo del trabajo de investigacion

3.1. Materiales y equipos

Para la sintesis y estudios de adsorcion y selectividad desarrollados en el
presente trabajo, fueron utilizados los siguientes reactivos: Curcumina de curcuma longa
(C21H2006, 266.5% (HPLC), para ensayo), acrilamida (CsHsNO, =299%, para
electroforesis), dimetacrilato de etilenglicol (EGDMA, CioH1404, 98%), acido 4,4’-
azobis(4-cianovalérico) (ABCV, Ci2H1sN4O4, 298.0%) de marca Sigma Aldrich; etanol
absoluto (EtOH, C,HsOH, para andlisis EMPARTA® ACS), acetonitrilo (CHzCN, 299%,
para cromatografia LiChrosolv®), metanol (MeOH, CHsOH, para cromatografia liquida
LiChrosolv®), acido acético glacial (CH3COOH, 299.8%, para analisis ACS, EMSURE®),
ivermectina (290%) sunset yellow (90%), tartrazina (=285%), y acid blue 29 (240%).

Todas las soluciones acuosas fueron preparadas en agua desionizada obtenida
de Milli-Q Direct-0.3 (Millipore). Las muestras de raiz de cdrcuma y de condimento de
curcuma fueron obtenidas de un mercado local en Lima, Per.

Los equipos empleados fueron: un espectrofotometro UV-Visible Genesys 10S
Thermoscientific, para espectroscopia FT-IR se emple6 un equipo Platinum ATR de la
marca Alpha, la técnica usada para los analisis de las muestras es ATR en el software
OPUS 7.0; para analisis de superficies se us6é un equipo de fisisorciébn Micromeritics
2370 GEMINI VII (serie t) para los andlisis de area superficial BET y porosidad con
software GEMINI VII 2390 V1.02 (Figura 28) y un equipo de termogravimetria STA 6000
de la marca Perkin Elmer con software Thermal andlisis Pyris (Figura 29).

El desarrollo experimental y las caracterizaciones fueron realizadas en el
Laboratorio de Investigacién de Tecnologias Materiales para Remediacion Ambiental

TecMARA de la Facultad de Ciencias de la Universidad Nacional de Ingenieria.
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Figura 28

Equipos de (a) espectroscopia FT-IR y de (b) fisisorcion de N2

I

Figura 29
Equipo para analisis de termogravimetria.

3.2. Propuesta metodolégica

El presente trabajo de tesis consta de cinco etapas fundamentales: (i) la eleccién
del monémero funcional de mayor afinidad con la curcumina en el medio de sintesis
mediante una simulacién computacional; (ii) la sintesis de los polimeros de impresién
molecular (MIP y NIP) por el método de polimerizacién en bulk en medio homogéneo y
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sus caracterizaciones; (iii) los ensayos de adsorcion para determinar los pardmetros
optimos y la prueba de selectividad en sunset yellow (colorante alimentario naranja),
tartrazina (colorante artificial amarillo), acid blue 29 (colorante textil azul) e ivermectina
(farmaco), empleando espectrofotometria UV-visible a una longitud de onda de 430 nm;
(iv) estudio de cinética de adsorcion y del modelo de isoterma adecuado al proceso de

adsorcion realizado; y, por ultimo, (v) ensayos en muestras reales de alimentos.

3.3. Parte experimental

3.3.1. Seleccién del monémero funcional y monémero estructural

Previo a la sintesis del polimero, es importante la seleccién del monémero
funcional, para ello se realiza una simulacion computacional que consiste en
optimizaciones de su geometria y calculos de energia para determinar la mejor
interaccion entre curcumina y mondémeros comunmente utilizados en la sintesis de MIPs
(Marestoni et al., 2016). Asi, fueron evaluadas las interacciones entre la curcumina y
diversos mondémeros funcionales (Tabla 5). Para ello, se emplearon los programas
descritos a continuacion:

a. Avogadro 1.2.0: empleado para el modelamiento de las estructuras de las
moléculas que serdn empleadas en la sintesis del MIP.

b. Gabedit: software capaz de calcular estructuras y propiedades de sistemas
moleculares, asi como diferentes tipos de simulaciones.

c. Hyperchem 8.0.5: para generar las moléculas y minimizarlas

d. OpenEye: es un conjunto de sotfwares que proporcionan los posibles errores de
ligacion entre atomos, estabiliza las moléculas llevandolas a su estado de menor
energia.

e. Vmd: programa para analizar grandes sistemas biomoleculares en 3D y con

secuencias de comandos integradas.
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f.  PuTTY 0.74: programa empleado para controlar de modo remoto servidores
capaces de realizar la simulacion computacional de todos los monémeros.

La simulacién computacional fue desarrollada a cargo de la Dra. Maria del Pilar

Taboada Sotomayor y su grupo de investigacion en el Instituto de Quimica de la

Universidad Estadual Paulista (UNESP — Brasil).

Tabla 5

Mondmeros para la simulacién computacional

Sigla Mond6mero

MP1 bis-acrilamida de N,N-metileno
MP2 Acido imidazol-4-acrilico
MP3 Etil éster de imidazol-4-acrilico
MP4 Acido acrilico

MP5 Acrilamida

MP6 Acroleina

MP7 Alilamina

MP8 Acrilonitrila

MP10 2-(cianoetilamino)etilmetacrilato
MP12 Acido metacrilico

MP15 Estireno

MP16 1-vinilimidazol

MP17 2-vinilpiridina

MP18 4-vinilpiridina

MP19 Acido 2-acrilamido-2-metil-1-propano-sulfénico
MP20 2-hidroxietil metacrilato

Luego de la seleccion del mondémero funcional mas adecuado, es necesario
establecer un agente de reticulacion apropiado y su relacion molar con respecto a la

molécula molde. La designacién de un agente reticular y la razén adecuada son
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fundamentales para la preparacion de un MIP, que debe ajustarse al grado de

flexibilidad de la estructura del polimero.

3.3.2. Sintesis del MIP selectivo al colorante curcumina

Figura 30

Diagrama experimental de la sintesis de MIP para curcumina
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+ Calentar a 70°C en barfio de aceite
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Los MIP de curcumina fueron sintetizados por el método de polimerizacién en
bulk, en un medio homogéneo, segun el procedimiento esquematizado en la Figura 30.
La reaccién fue realizada en un frasco sellado que contenia, inicialmente, analito
(template), mondmero funcional y solvente porogénico. Esta mezcla fue llevada a
agitacion durante 2 horas para permitir la interaccion entre el analito y el monémero.
Luego de ese tiempo, la mezcla fue burbujeada con Nx(g) durante 10 minutos.
Posteriormente, se afiadié el monémero estructural y nuevamente se burbujed con N2(g)
por 10 minutos. Se afadi6 el radical iniciador e inmediatamente después fue llevado a
bafio maria a 70°C por 2 horas. Las cantidades y proporciones molares de reactivos que

fueron usadas en las sintesis se muestran en la Tabla 6.
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Tabla 6

Cantidades de reactivos usados para la sintesis de MIP

Relacién molar Curcumina Acrilamida EGDMA ABCV Solvente
Template : MF : ME (mmol) (mmol) (mmol) (mg) porogénico
Acetonitrilo
1:4:50 0.05 0.2 25 100
(20 mL)

Podemos observar que la cantidad de monémero estructural es 50 veces mas
que la cantidad de template. Esta proporcion esta respaldada en la influencia del tipo y
cantidad de entrecruzante empleado en la sintesis. Un porcentaje alrededor del 10% no
produce selectividad en el polimero y genera cavidades con muy poca estabilidad; por
encima del 10% hay un incremento estable en la selectividad. Entre el 50 y 66% el
incremento en selectividad es bastante alto, especialmente al emplear dimetacrilato de
etilenglicol (EGDMA) frente a otros entrecruzantes como divinilbenceno (DVB) o
dimetacrilato de butileno (Sellergren, 2001). El polimero no impreso (NIP) fue sintetizado
de la misma manera que el MIP, usando las mismas cantidades de la Tabla 6, con las

mismas etapas de lavado, pero donde no se utiliza la molécula molde (Figura 31).

Figura 31
Sintesis de MIP y NIP en bafio de aceite a 70°C
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Una vez sintetizados, los polimeros fueron lavados con metanol utilizando un
sistema de filtracion al vacio. La coloraciéon amarilla del MIP se debe a la presencia de
curcumina en la sintesis, en cambio el NIP es blanco pues fue sintetizado sin curcumina.
Fueron secados a 70°C por 24h. La formacion de cavidades se dara en la siguiente
etapa, donde se realiza el lavado empleando un soxhlet para retirar la curcumina del
MIP (Figura 32).

Figura 32
Polimeros sintetizados MIP (izquierda) y NIP (derecha)

Figura 33
Sistema de lavado en soxhlet: (a) MIP empacado y solvente en balén, (b) solvente retira el colorante, (c)
cambio de solvente para continuar la extraccion

- ' AL I i

El MIP y NIP ya sintetizados fueron lavados utilizando un soxhlet (Figura 33), con

una mezcla de metanol-acido acético en proporcion 9:1 (v/v). Este lavado fue realizado
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hasta asegurar que la molécula template sea retirada totalmente de la estructura del

polimero, las mediciones fueron realizadas usando un espectrofotémetro UV-visible.

Figura 34

(a) MIP antes de lavado y (b) después de lavado en soxhlet

(@) (®)

3.3.3. Evaluacién del MIP por reinsercion del colorante curcumina a diferentes

condiciones

Para la evaluacion del desempefio del MIP sintetizado frente al colorante
curcumina se realizan isotermas de adsorcion: Dichas isotermas representan la cantidad
de un analito adsorbido por una superficie adsorbente (Q) en funcién a parametros

como: pH, masa, concentracion y tiempo.

_ (c—cpxv

Q=" (3)
C: Concentracion inicial Cs: Concentracion final
V: Volumen de adsorbato m: Masa de polimero

El primer parametro por optimizar es el tiempo de adsorcion para lo cual se fijan los otros
parametros: masa de material adsorbente, concentracion de curcumina y pH. Una vez
obtenido el tiempo 6ptimo de maxima adsorcién, se evalia la masa de MIP, la
concentracion de curcumina y, por ultimo, el pH todos ellos éptimos para la adsorcion.
Los andlisis de adsorcion se realizaron por triplicado para cada muestra, segun el

proceso mostrado en la Figura 35.
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Figura 35

Proceso de prueba de adsorcion
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20 mgL? + adsorbato - adsorbente Espectrofotometria UV-vis
Volumen de

Buffer BR solucién

Una vez finalizado los ensayos de optimizacion de polimero estos pueden ser
utilizados para encontrar el modelo cinético adecuado y su isoterma de adsorcion.

Los ensayos de selectividad se realizan para cuatro moléculas diferentes:
ivermectina (farmaco), acid blue 29 (colorante textil) sunset yellow y tartrazina
(colorantes amarillos) utilizando los pardmetros de adsorcién obtenidos en los ensayos

previos de optimizacion.

3.3.4. Estudio de selectividad

La selectividad se evalla mediante ensayos de adsorcion empleando diferentes
compuestos llamados interferentes estos pueden ser otros colorantes, farmacos o
compuestos de estructura analoga o diferente del template. Para ello, es necesario
conocer los parametros de selectividad y factor de impresion. A continuacién de
describen dichos parametros.

El primer pardmetro es el coeficiente de particion del adsorbato (Kp), este
relaciona las concentraciones inicial y final del compuesto (template o interferente)

mediante la ecuacion:

Kp = ¢ @

Q: Concentraciéon de compuesto por gramo de polimero (mg g?)

C: Concentracion final de compuesto en el sobrenadante (mg mL™?)
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Por otro lado, el factor de separacion (a) hace referencia a la selectividad de una
molécula frente a otra. Se calcula mediante la relacién de los coeficientes de particion
(Kp) del template (curcumina) y de un interferente tanto para el MIP como para el NIP,
siguiendo la ecuacién 5. Si el factor de separacién es mayor que 1, indica que el MIP
tiene una mayor afinidad por la molécula molde y, por lo tanto, exhibe una mayor
selectividad. En cambio, si el factor de separacion es cercano a 1, el MIP no muestra
una clara preferencia por la molécula objetivo en relacion con los interferentes, lo que

indica una menor selectividad. (Marestoni et al., 2016).

K
o = Kpcurmip) (5)
KpunT/MIP)

Otro pardmetro importante es el factor de impresion (1), dicho factor compara los
efectos de impresién de los compuestos relacionando los coeficientes de distribucion

del MIP y NIP de cada compuesto (Marestoni et al., 2016) mediante la ecuacion:

| = Kpm1p) (6)
Kp(nip)

Empleando la ecuacion anterior podemos encontrar el factor de selectividad
especifico (S) el cual relaciona los factores de impresién del MIP y NIP del conjunto

template-intereferente (Spivak, 2005):

s = lur @)

IINT

3.3.5. Estudio en muestras reales

La curcumina es el colorante responsable de color en la cdrcuma y su contenido
en alimentos es menor del 10%. El andlisis en muestras reales consta de una etapa
previa para determinar el contenido de curcumina en la muestra de circuma a analizar.
Para ello, se emplea el método de adicion estandar, el cual consiste en agregar
soluciones con un estandar de analito (curcumina) con alicuotas de solucién de muestra
desconocida (curcuma) (Kahl et al., 2018) (ver Figura 36).
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Figura 36
Preparacion de soluciones por el método de adicién estandar
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A continuacién, se mide la absorbancia mediante espectrofotometria UV-visible
para obtener la concentracién de la muestra desconocida, cuyo valor es el intercepto de
la recta con el eje de abscisas (Figura 37).

Una vez obtenida la concentracion de curcumina en la muestra desconocida, se
realizan los ensayos de adsorciéon empleando el MIP sintetizado con los parametros

6ptimos de adsorcion siguiendo el procedimiento mostrado en la Figura 35.

Figura 37
Curva de adicién estandar (Kahl et al., 2018)
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Capitulo IV: Andlisis y discusion de resultados

4.1. Simulacién computacional

La interaccion entre el mondémero funcional y la molécula de curcumina es un
factor crucial en la sintesis de un polimero de impresién molecular, por lo tanto, la
simulacion computacional se enfoca en evaluar la interaccion del colorante curcumina
con los 20 monémeros comerciales mas usados para sintesis de MIPs mediante una

grafica de energia de ligacion entre el colorante y cada mondémero (Figura 38).

De esta manera, los mondmeros acrilamida y acido metaacrilico presentan
mayor energia de ligacion, es decir, tienen mayor interaccion con el analito. Las
interacciones no covalentes evaluadas para la determinacién de la energia de ligacion
curcumina-monomero son del tipo electrostética, puente de hidrogeno, van der Waals y

dispersién de London (Meier et al., 2012).

Figura 38

Simulacion computacional
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A partir de las estructuras de la curcumina y del 4cido metaacrilico, podemos
notar que son moléculas polares debido a grupos fenol y carbonilo en la curcumina y al
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grupo carboxilo del &cido metaacrilico. Dicho grupo carboxilo con una carga negativa,
mientras que los grupos fendlicos presentan carga parcial positiva permitiendo una
interaccion electrostatica. Asi mismo, estdn presentes interacciones tipo puente de

hidrégeno entre los grupos carboxilo y fendlicos (Boukadida et al., 2022b) (Figura 39).

Figura 39

Interaccién no covalente curcumina — MAA

1 I
H H

Por su parte, la acrilamida presenta interacciones electrostaticas mas fuertes

debido a que es més polar que el acido metaacrilico. Ademas, el grupo amida contiene
un atomo de nitrégeno y uno de oxigeno, ambos de alta electronegatividad y que pueden
actuar como aceptores de hidrégeno formando puentes de hidrégeno con la curcumina
(Figura 40). A diferencia del acido metaacrilico (MAA) que presenta un atomo de
oxigeno y uno de hidrogeno acido que actua como donador y no como aceptor

(Patyukova et al., 2018).

Por lo tanto, el grupo funcional amida es el mas adecuado para la formacién de

puentes de hidrégeno (ver Figura 40).
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Figura 40

Interaccién no covalente curcumina — AM

4.2. Caracterizacion de los polimeros sintetizados
4.2.1. Caracterizacion FTIR

Para la caracterizacion estructural del polimero molecularmente impreso se

utilizé la técnica de espectrometria de infrarrojo por transformada de Fourier.

La Figura 41 muestra los espectros FTIR de la curcumina, EGDMA, MIP y NIP,
donde observamos, en primer lugar, los picos caracteristicos de la curcumina en: 3508
cm correspondiente a la vibracién de estiramiento del OH fendlico, 1597 cm™ de la
vibracién del anillo aromatico, 1509 cm™ de las vibraciones de estiramiento del C=0 y
C=C de la cadena, 1428 cm™ de la vibracion de flexién de C-H de los alquenos, 1278
cm? de la vibracion de estiramiento del C-O del C aromatico y 1024 de la vibracién de
estiramiento del C-O-C (Ismail et al., 2014). También podemos notar las similitudes entre
el EGDMA y los polimeros MIP y NIP (en menor intensidad): 1722 cm™ correspondiente
al enlace C=0 y 1143 cm™ que corresponde al enlace C-O, ambos enlaces del grupo
éster del monémero estructural. Estas bandas son predominantes en los espectros de
los polimeros pues estan compuestos principalmente por EGDMA en su estructura. Por
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otro lado, el descenso de la intensidad de la banda a 1637 cm™*del C=C es una evidencia
de que la polimerizacion fue llevada a cabo pues el radical iniciador rompe el doble

enlace en la reaccién de polimerizacion (Foguel, 2015).

Para evaluar la presencia de curcumina en el MIP después de la extraccion del
template podemos analizar las bandas caracteristicas a 810 cm asignada a la vibracion
del C — H del anillo bencénico y 1420 cm™ del estiramiento del enlace C = C aroméatico
presentes en el espectro de la curcumina pero no en el MIP y NIP (Suwanwong et al.,
2014). La similitud de los espectros del MIP y NIP pueden evidenciar también que

superficialmente la curcumina ha sido removida del MIP dejando las cavidades en el

polimero.

Figura 41
Espectros FT-IR de la curcumina, EGDMA, MIP y NIP
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Tabla 7

Bandas del espectro FT-IR de la curcumina

Enlace NGmero de onda (cm™)

OH fenol 3508 estiramiento

C = O éster 1722 estiramiento

c=cC 1637 estiramiento

C=0y C=C aromaticos 1509 vibracion

C=C aromatico 1420 estiramiento
C-O aromatico 1277 vibracion y estiramiento

C — O éster 1143 estiramiento

4.2.2. Analisis termogravimétrico (TGA)

El andlisis de estabilidad de los polimeros fue realizado por termogravimetria en
las siguientes condiciones: atmésfera inerte (N2), flujo de N2 de 20 mL/min, rampa de
temperatura de 20°C/min, rango de temperatura de 35 a 600°C, como se observa en la

Figura 42.

A temperaturas menores a 240°C, los polimeros presentaron una pérdida de
masa menor al 5% producto de los residuos de solvente. Por otro lado, en el rango de
240°C a 450°C la pérdida de masa alcanza el 90%, dicha temperatura corresponde a la
descomposicién del agente entrecruzante (EGDMA) y, en menor medida, a la
acrilamida, con una temperatura ligeramente mayor (250°C) para el MIP debido a la
presencia de algunas moléculas de curcumina que incrementan la temperatura de
descomposicién de este polimero incrementando asi su estabilidad (Luna Quinto et al.,
2020b). De esta manera, podemos resaltar la estabilidad térmica de los polimeros hasta

temperaturas de 240°C.
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Figura 42

Analisis termogravimétrico de polimeros MIP y NIP
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4.2.3. Analisis de fisisorcion de N2 por el método BET

El andlisis de superficies fue realizado por el método BET, para ello se realizé la
desgasificacion de una muestra de 15 mg de polimero aproximadamente a temperatura
de 80°C por 2 horas en atmésfera inerte.

Los resultados obtenidos de este andlisis se muestran en la Tabla 8, se resaltan
los valores de area microporosa y area mesoporosa. El primero hace referencia a
polimeros con diametro de poro menor a 2 nm y que pueden adsorber moléculas
pequefias como gases o vapores (Cao et al., 2021). Por otro lado, el area mesoporosa
es caracteristica de polimeros con diametro de poro entre 2 y 50 nm que adsorben
moléculas mas grandes como la curcumina (Asefa & Dubovoy, 2017) (Tabla 9). Esto se
vera reflejado en una mayor capacidad de adsorcion del MIP pues presenté mayor area
mesoporosa y muy baja microporosidad, en cambio, el NIP present6 menor area
mesoporosa y mayor microporosidad. La formacion de los mesoporosos esta

relacionada con las cavidades generadas en la sintesis del MIP.
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De acuerdo con la clasificacion de materiales porosos (Tabla 9), tanto el MIP
como el NIP son clasificados como mesoporosos pues tienen un didmetro de poro

alrededor de 50 nm.

Tabla 8

Parametros obtenidos por el método BET para el MIP y NIP

) o i ) Area Diametro de
Area superficial BET  Area microporosa
Polimero mesoporosa poro
m2 -1 m2 -1
(m2g?) (m2g?) . )
MIP 28.5 0.7 27.8 4.3
NIP 18.5 6.2 12.3 4.6
Tabla 9
Clasificacién de poros segun IUPAC
Clasificacion Diametro de poro (nm)
Microporo d<2
Mesoporo 2<d<50
Macroporo d>50

Las isotermas BET del MIP y NIP son de tipo 1V, dicha isoterma es caracteristica
de solidos micro-mesoporosos. Los ciclos de histéresis muestran que las curvas de
adsorcion y desorcion son diferentes debido al fendmeno de condensacion capilar, tanto
el MIP como el NIP presentaron histéresis del tipo H3 con poros en forma de placas
paralelas y en forma de cufia (Z. Wang et al., 2020). Ademas, el MIP presenta mejor
adsorcion que el NIP segun se observa en la Figura 43a. Por otro lado, la figura 43b
muestra la heterogeniedad del didmetro de poro de los polimeros en valores entre 2 y
10 nm. En una distribucién heterogénea de poros, algunos poros pueden estar

blogqueados o inaccesibles para las moléculas de la solucion, lo que limita la capacidad
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de adsorcion del polimero impreso (Cordero et al., 2002; Rojas et al., 2002). Ademas, la
cinética de adsorcién puede verse afectada ya que las moléculas de la solucion se
deben difundir a través de los poros disponibles para alcanzar los sitios de

reconocimiento en el polimero.

Figura 43
(a) Isotermas BET para MIP y NIP; (b) BJH desorcion
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4.3. Estudio de la adsorcion de los polimeros

4.3.1. Espectros de absorbancia

Para la determinacion de la longitud de onda de maxima absorcion del colorante
curcurmina, se realizaron espectros de absorbancia entre 200 y 700 nm. El medio de
adsorcion usado fue la mezcla metanol:buffer BR pH 6 (1:1), en este medio, las
soluciones presentaron una coloracion amarilla brillante correspondiente a la banda de
absorcion principal intensa a 430nm (Figura 44) que se asocian a la excitacion T—11* de
baja energia del croméforo (Van Nong et al., 2016). Este estado excitado es altamente
polar debido a la transferencia de carga intramolecular desde el anillo del grupo fenilo
hacia el grupo carbonilo (Kim et al., 2013). La transicion n—1* prohibida del dipolo

electrénico débil del grupo carbonilo de la curcumina se encuentra en algun lugar por
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encima de los 300 nm, pero no se puede identificar debido al fuerte efecto de

enmascaramiento de la banda de absorcion vecina (Zsila et al., 2004).

Figura 44

Soluciones de Curcumina en metanol:buffer BR pH 6 (1:1)
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La curva de calibracidén obtenida a partir de las absorbancias de soluciones de

curcumina en el rango de concentraciones de 1 a 25 mg L™ muestra un coeficiente de

correlacion de 0.9993 y limite de deteccién (LOD) de 0.699 mg L, tal como se muestra

en la Figura 45.

Figura 45

Espectro de absorbancia de curcumina en solucion metanol:buffer BR pH 6 y curva de calibracion
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4.3.2. Remocién de lamolécula de curcumina de la estructura del MIP

Los polimeros sintetizados MIP y NIP fueron lavados en el sistema de soxhlet
para retirar los restos de mondmeros sin reaccionar y, principalmente, retirar la
curcumina del polimero. Los solventes para lavado usados fueron mezclas de
metanol:acido acético en proporciones 7:3, 9:1 y metanol puro. Durante este proceso,
fue evaluada la absorbancia de la solucion de lavado mediante espectrofotometria UV-
visible, para ello, se registraron los resultados de espectros de absorcién cada 12 horas
(Figura 46) de manera periddica hasta no obtener sefial de absorbancia de la curcumina

como se observa en el MIP luego de 48 horas cuya absorbancia es 0 a 430 nm,

obteniendo asi, las cavidades libres listas para la posterior re-insercién del analito
curcumina.
Figura 46

Espectros de absorbancia obtenidos en el lavado de MIP y NIP durante diferentes tiempos
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4.3.3. Céalculo del pKa del colorante curcumina

La curcumina es un colorante sensible al cambio de pH, de modo que puede
alterar su estabilidad y color, asi como su estructura. Para encontrar sus valores de pKa

preparamos soluciones de 20 mg L de curcumina en una mezcla de metanol y buffer
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BR a diferentes pH (1:1), dichas soluciones fueron medidas mediante

espectrofotometria UV-visible a 430 nm donde la forma diceto es predominante.

Figura 47
Grafica de absorbancia a 430 nm en funcion del pH
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La primera derivada de la curva de absorbancia en funcion de pH nos muestra
los valores experimentales de pKa; = 8.0 y pKaz = 11.4. Dado que nuestra region de

interés es a pH acido — neutro, observemos sus respectivas estructuras:

Figura 48

Estructura de curcumina en funcion del pKa experimental (a) forma ceto (b) forma enol (c) forma béasica
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Dada la inestabilidad de la curcumina en la forma desprotronada (Figura 48c),
en valores por debajo del pKa; si se mantiene estable su estructura, esto nos indica que
el rango de pH de trabajo debe ser menor que 8. Es importante resaltar también el pKa
del monémero funcional pues su interaccion con la curcumina es responsable de la

formacion de las cavidades. Asi, los valores de pKa de la acrilamida son 0.0026 y 15.3.

4.3.4. Prueba de degradacién a diferentes pH

Antes de iniciar con el estudio de la adsorcion veremos el medio de adsorcion.
Se eligi6 como medio a la mezcla metanol:buffer BR (1:1), el pH sera elegido mediante
una prueba de degradacion del colorante. Como vemos en la Figura 49 los valores de
absorbancia a 430 nm de las soluciones a pH menores que 8 se mantienen constantes
durante al menos 60 minutos, sin embargo, al aumentar el pH notamos un descenso
rapido de la absorbancia, esto indica que a pH mayores la curcumina es inestable y

tiende a degradarse.

Figura 49
Prueba de degradacion de curcumina a diferentes valores de pH
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Los resultados de la degradacion del colorante a diferentes pH mostraron que el

posible rango de trabajo es a pH 2, 3, 4, 5, 6 y 7. Este resultado confirma que la forma
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enol es quimicamente mas labil que la forma ceto, lo que explica la pobre estabilidad
gquimica de la curcumina en soluciones basicas (Zheng & McClements, 2020).
A partir de estas consideraciones podemos proponer el mecanismo de

interaccion del colorante curcumina y el monémero funcional acrilamida (Figura 50).

Figura 50
Propuesta de mecanismo de sintesis y adsorcion del MIP

©-mm—z
© —mem—i

o] NH, o] NH, o NH, o NH,
[} 0
O~

—Haw[\ /‘OCHB

H,CO.

(o] o]

O==-T—0

Curcumina y acrilamida j/ \E
= =

(Template y mondmero funcional)

Interaccion template-mondmero

Polimerizacién

Readsorcién
de template

——
< e—

Remocion
de template

La interaccion ocurre gracias al enlace de hidrégeno entre el oxigeno del grupo
amida del monoémero y el hidrégeno fendlico del colorante, también entre el oxigeno
cetdnico del colorante y el hidrégeno del grupo amida del monémero.

El proceso de readsorcion de curcumina en el polimero no presenta diferencia

en cuanto a la interaccién de los grupos funcionales del MIP y la curcumina, esto debido
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a que el pH del medio es 6 y la estructura de la curcumina se mantiene estable entre pH
2y 7 (Lestari & Indrayanto, 2014).

4.3.5. Isotermas de adsorcion

La isoterma de adsorcion representa la cantidad de un determinado soluto ligado
a un adsorbente (Q), en funcion de la concentracién de equilibrio de soluto. Para cada
pardmetro estudiado se realiz6 una isoterma de adsorcion en la que se comparo la
capacidad de adsorcion de MIP frente al NIP, estableciendo un medio de equilibrio. Los
parametros evaluados por separado fueron: pH del medio de adsorcién, tiempo de

interaccion, masa de adsorbente, concentracion de colorante en la solucién, y solvente.

Dado que el pH del medio juega un papel importante en la estabilidad de la
curcumina, el primer pardmetro evaluado fue el pH, para lo cual se realizaron
mediciones empleando como medio de adsorcion una mezcla de metanol y buffer BR a
valores de pH 2, 4, 6, 8; fijando el resto de los parametros: 60 minutos; 2 mg de polimero;
2 mL de adsorbente; y 20 mg L* de concentracién de adsorbente.

Figura 51

Isoterma de adsorcion para el pH éptimo
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La Figura 51 presenta los resultados de adsorcion obtenidos donde destacan
valores constantes de adsorcion a pH 2, 4y 6, y un descenso a pH 8; estos resultados
pueden asociarse a la estabilidad de la curcumina a pH menores que 8, mencionada en
el estudio de su degradacion (ver 4.3.4.). Dada la mayor diferencia entre MIP y NIP, el

pH elegido fue 6.

El siguiente pardmetro trabajado fue el tiempo, para lo cual se realizaron
mediciones desde 30 hasta 240 minutos. Este tiempo incluia 10 minutos de
centrifugacion a 15000 rpm para la separacion del polimero de la solucién con colorante.
Los otros parametros fueron fijados: 2 mg de polimero; 2 mL de adsorbente; 20 mg L*

de concentracién de adsorbente; medio metanol:buffer BR pH 6 (1:1).

Figura 52
Isoterma de adsorcién para el tiempo éptimo
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Como se observa en la Figura 52, los valores de adsorcion del MIP fueron
mayores que los del NIP. Podemos notar un ascenso en la capacidad de adsorcion de

30 a 90 minutos, seguidos de valores constantes para tiempos mayores a 90 minutos.
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La mayor diferencia en la adsorcion del colorante entre el MIP y NIP fue a 60 minutos.
Por lo tanto, el tiempo de interaccion fijado para los siguientes experimentos fue 60
minutos.

La siguiente prueba realizada fue para evaluar la masa 6ptima de polimero, las
condiciones de adsorcion fueron las mismas que la primera prueba (Tiempo = 60 min;
Concentracion = 20 mg L; Volumen = 2 mL; pH = 6). Se emplearon masas de polimero
de 2, 4, 6, 8 mg.

Figura 53

Isoterma de adsorcién para la masa éptima
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Notamos que al aumentar la masa la capacidad de adsorcion de los polimeros
MIP y NIP disminuyen (Figura 53). A partir de 4 mg la diferencia entre estos se reduce
6 veces respecto a 2 mg. Por lo tanto, se fij6 2 mg como masa para los siguientes
ensayos.

Posteriormente, se evalud la concentracion éptima de la solucién de curcumina,
los resultados muestran un aumento de la capacidad de adsorcién con la concentracion

y una mayor diferencia entre MIP y NIP a 20 mg L de concentracién (Figura 54).
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Figura 54

Isoterma de adsorcién para la concentracion optima
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Fue evaluada la respuesta de los polimeros frente a solventes orgénicos polares
considerando la estabilidad de la curcumina en dichos solventes. Las soluciones
empleadas fueron mezclas de metanol, etanol y acetonitrilo cada una con buffer BR pH

6 en igual proporcion.

Figura 55
Estudio de la adsorcion en diferentes solventes
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Como se observa en la Figura 55, hay una diferencia significativa en la capacidad
de adsorcién usando la solucién de metanol respecto a las otras dos soluciones. La
interaccion de la curcumina frente a etanol y metanol es del tipo puente de hidrégeno,
aungue la mayor polaridad del metanol puede ser un factor importante para su mayor
capacidad de adsorcién. Por otro lado, la interaccién con acetonitrilo es del tipo dipolo-
dipolo, lo que explicaria la baja capacidad de adsorcién en ese medio.

De esta manera, obtenemos los pardmetros éptimos (ver Tabla 10) que seran
empleados para el estudio de selectividad frente a interferentes, y el andlisis en

muestras reales de alimentos.

Tabla 10

Condiciones 6ptimas para el proceso de adsorcién de Curcumina

Parametro Valor 6ptimo
pH 6.0
Tiempo 60 min
Masa 2.0mg
Concentracion 20mg L?
Medio de adsorcién Metanol:buffer BR pH 6 (1:1)

4.4. Cinéticade adsorcion de MIP y NIP

La evaluacion de la cinética quimica resulta importante para obtener informacion
de sobre el control de la velocidad y el mecanismo de union en la adsorcion. Para ello,
los datos previos obtenidos en los ensayos de optimizacion de polimeros son ajustados
modelos cinéticos de pseudo-primer orden y pseudo-segundo orden (Tabla 11) (He et

al., 2022).

Tabla 11

Ecuaciones cinéticas de pseudo-primer y pseudo-segundo orden

Orden de reaccién Modelo matematico

Pseudo primer orden log(Q. — Q) = log(Q.) — k; '5303

t 1 t

Pseudo segundo orden —_— = 4+
’ % ho e
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Figura 56

Modelo cinético de adsorcion de (a) pseudo-primer orden y (b) pseudo-segundo orden para el MIP y NIP
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La Tabla 12 muestra los valores de las constantes de velocidad y R? para el MIP
y NIP. Notamos que el valor de R? para la cinética de pseudo-segundo orden (R? > 0.99)
es mayor que para el pseudo-primer orden, por su parte, el valor de Qe calculado,
siguiendo una cinética de pseudo-segundo orden, fue 16.353 mg g* es cercano al valor

experimental mostrado en la Figura 56 (Qe = 16.441 mg g1).

Tabla 12

Resultados de ajustes cinéticos de adsorcion de pseudo-primer y pseudo-segundo orden

Modelo cinético de pseudo-primer orden

Polimero
R? Qe (Mg g?) ks (min)
MIP 0.9590 3.631 0.0209
NIP 0.7810 4.786 0.0228
Modelo cinético de pseudo-segundo orden
Polimero
R? Qe (Mg g?) kz (min)
MIP 0.9987 16.353 0.0252
NIP 0.9984 14.834 0.0075

Por lo tanto, el proceso de adsorcion de curcumina por los MIPs sigue una
cinética de pseudo-segundo orden donde se asume que la velocidad de adsorcién esta
influenciada por la interaccion de dos moléculas: una molécula objetivo (curcumina) y

un sitio de unién en el MIP. Este modelo asume que el proceso de adsorcion es limitado
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por la disponibilidad de sitios de unién en el MIP, lo que puede conducir a una adsorcién
mas lenta a medida que los sitios se saturen (Zhu et al.,, 2017). Ocurre un rapido
aumento de la capacidad de adsorcion (asociado a un alto gradiente de concentracion
de soluto y poros vacios) hasta la saturacion, después del cual dicho proceso se vuelve
lento y constante, debido a que los sitios de adsorcidon superficiales se encuentran llenos

(Khatibi et al., 2021).

4.5. Modelamiento de isoterma de adsorcion

Las isotermas de adsorcibn mostraron una mayor capacidad de adsorcién del
MIP frente al NIP gracias a las cavidades impresas y la afinidad de los sitios de unién
del MIP. A partir de esto, evaluamos la capacidad de adsorcién del MIP y NIP mediante

los modelos de adsorcion de Langmuir y Freundlich (He et al., 2022).

Tabla 13
Modelo de isoterma de adsorcién segin Langmuir y Freundlich
Isoterma de adsorcion Modelo matematico
Langmuir Ce ! Ce

Q_e= kL'Qm+a

. 1
Freundlich InQ, = InK; + o InC,

Figura 57

Isotermas de adsorcién del modelo de Langmuir (izquierda) y de Freundlich (derecha)
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Los términos K. y K hacen referencia a las constantes de Langmiur y Freundlich
respectivamente, y 1/n es el factor de heterogeneidad de la superficie que muestra la
intensidad de la adsorcion que indica la distribucion relativa de energia y la
heterogeneidad de los sitios de adsorbato. Cuando el valor de dicho factor es 1 se
asume un comportamiento tipo Langmuir. Un valor mayor que 1 indica interacciones
débiles adsorbato-adsorbente, en cambio, un valor menor que 1 indica interacciones
fuertes, es decir, una adsorcién favorable (Al-Ghouti & Daana, 2020; Cardozo et al.,
2011).

Los ajustes lineales obtenidos de la Figura 57 muestran valores de R? mayores
a 0.98 siguiendo el modelo de Freundlich y el valor de 1/n menor que 1 que se atribuye
a la heterogeneidad de los sitios de adsorcién. Ademas, el MIP presenté un mayor valor
de la constante K;, esto indica su fuerte afinidad hacia la curcumina (ver Tabla 14). De
esta manera los resultados de adsorcién de curcumina se ajustan mejor al modelo de
isoterma de Freundlich, asociada a adsorcién no covalente caracteristica de MIPs en

sistemas heterogéneos (Zhang et al., 2013; Zhu et al., 2017).

Tabla 14

Resultados de ajustes lineales de las isotermas de adsorcion

. Parametros de la isoterma de Langmuir
Polimero

R? Qmax (Mg g1) KL (L mg™?)
MIP 0.9794 24.68 0.0511
NIP 0.9676 22.82 0.0456
Parametros de la isoterma de Freundlich
Polimero
R? 1/n Kr (mg g1) (L mgt)¥n
MIP 0.9850 0.6102 1.9676
NIP 0.9959 0.6029 1.7415

4.6. Estudio de selectividad del MIP para curcumina

Se realizaron pruebas para evaluar la selectividad de las cavidades del MIP
usando: un farmaco (ivermectina), un colorante anaranjado (sunset yellow), un colorante

azul (acid blue 29) y un colorante amarillo (tartrazina) (Figura 58).
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Figura 58
Estructuras quimicas de los interferentes usados para los andlisis de selectividad
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El primer interferente evaluado fue ivermectina, su banda de absorbancia es a

244 nm (Abs = 0.009 + 0.036 Civer).

Figura 59
Espectros de absorbancia de Ivermectina en metanol:buffer BR (1:1) a pH 6, y la curva de calibracion

obtenida con sus parametros respectivos
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El segundo interferente evaluado fue el colorante sunset yellow, su banda de

absorbancia a 485 nm del color anaranjado caracteristico (Abs = — 0.087 + 0.043 Csy).

Figura 60

Espectros de absorbancia de sunset yellow en metanol:buffer BR (1:1) a pH 6, y la curva de calibracion

obtenida con sus parametros respectivos
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El siguiente interferente evaluado fue el colorante acid blue 29, su banda de

absorbancia es a 604 nm. (Abs = - 0.012 + 0.031 Cag29)

Figura 61

Espectros de absorbancia de Acid blue 29 en metanol:buffer BR (1:1) a pH 6, y la curva de calibracion

obtenida con sus parametros respectivos
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El dltimo interferente evaluado fue tartrazina, presenta tres bandas de

absorbancia: 210, 258 y 430 nm, este Ultimo en la misma regién de la curcumina.

Figura 62
Espectro de absorbancia de Tartrazina en metanol:buffer BR (1:1) a pH 6, y la curva de calibracién obtenida
con sus parametros respectivos
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La prueba de selectividad fue realizada utilizando 2 mg de polimero, 2 mL de

curcumina, 20 mg L* de interferente, 60 minutos de interaccion y pH 6 (Figura 63).

Figura 63

Capacidad de adsorcion de interferentes en el estudio de selectividad

15

I VP
12- B NP

Q(mgg?)

65



Tabla 15

Resultados obtenidos de selectividad con interferentes

C Q Kp
Polimero a S
(mgL?)  (mgg")  (mLg?)

CURC 6.79 13.2 1.94
MIP 15.81 CURC 1.63
IVER 17.81 2.19 0.12
1.33
CURC 9.13 10.87 1.19
NIP 11.89 IVER 1.23
IVER 19.98 2.00 0.10
CURC 6.79 13.2 1.94
MIP 19.18 CURC 1.63
SY 18.15 1.84 0.10
1.67
CURC 9.13 10.87 1.19
NIP 11.50 SY 0.98
SY 18.94 1.96 0.10
CURC 6.79 13.2 1.94
MIP 11241 CURC 1.63
AB29 19.66 0.34 0.02
1.04
CURC 9.13 10.87 1.19
NIP 107.59 AB29 1.56
AB29 19.88 0.22 0.01
CURC 6.79 13.2 1.94
MIP 484.06 CURC 1.63
TART 19.92 0.08 0.004
1.22
CURC 9.13 10.87 1.19
NIP 396.07 TART 1.34
TART 19.96 0.06 0.003

Kp: Coeficiente de particion; a: Factor de separacion; I: Factor de impresion; S: Factor de selectividad

Los resultados de concentracion final (C) y capacidad de adsorcién (Q) nos
permitieron calcular los valores de los diferentes pardmetros de selectividad (Tabla 15),
de acuerdo con las ecuaciones 3, 4, 5y 6 (indicadas en 3.3.5):

e Coeficiente de particion del adsorbato (k;), cuyo valor de 1.94 frente a la curcumina
es desde 16 veces superior que frente a los interferentes mostrando asi una mayor

afinidad del MIP hacia la curcumina.
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o Factor de separacién (a), cuyos valores (>15) muestran gran afinidad del MIP frente
a la curcumina, reflejando una mayor selectividad a medida que este valor aumenta
como frente a AB29 y TART que supera el valor de 100.

e Factor de impresion (1), su valor mayor que 1 indica la formacion de cavidades de
reconocimiento especifica.

e Factor de selectividad especifica (S), los resultados son ligeramente superiores a
1, que puede verse afectado al no poder distinguir de manera adecuada a los

interferentes.

4.7. Aplicacion del MIP en muestras comerciales de curcuma

Fueron analizadas muestras de circuma empleando los polimeros sintetizados
para evaluar su eficiencia de adsorcion. Para ello, se realizan curvas de adicion de
estandar y curvas de calibracion para la obtencién de Q de adsorcion. Las muestras

analizadas fueron: Circuma Raiz (CR) y Carcuma Condimento (CC).

Tabla 16
Datos experimentales empleados y obtenidos en los ensayos de adicion estandar de CR
Concentraciéon de curcumina Vol. alicuota afiadido )
(Mg LY mL) Absorbancia (u.a.)
0 2 0.153
5 2 0.853
10 2 1.600
15 2 2.324
20 2 2.972

La primera muestra analizada fue CR. Se realiz6 una curva de adicion estandar
la identificar el contenido de colorante curcumina en la muestra. Se prepararon

soluciones de curcumina de concentraciones de 0 a 20 mg L agregando una alicuota

10 mg de circuma

de 2 mL de solucién de curcuma ( ) a todas las soluciones de curcumina

20 mL de volumen

en un volumen total de 10 mL (ver Tabla 16).
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Mediante el ajuste lineal, a partir de la grafica de adicion estandar (ver Figura 64)
obtenemos que la concentraciéon de curcumina afiadida es 1.1 mg L. Por lo tanto, el

porcentaje de curcumina en la carcuma (raiz) es 1.1 %.

Figura 64
Curva de adicién estandar de clrcuma (raiz)
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De la misma manera, para la curva de adicion estandar de la muestra de circuma

(condimento) se prepararon soluciones de curcumina de 0 a 20 mg L* agregando una

10 mg de curcuma

alicuota de 0.2 mL de solucién de carcuma ( ) a todas las soluciones de

20 mL de volumen

curcumina en un volumen total de 10 mL (Tabla 17).

Tabla 17
Datos experimentales empleados y obtenidos en los ensayos de adicion estandar de CC.
Concentracioén de Vol. alicuota )
curcumina (mg L) afiadido (mL) Absorbancia (u.a.)
0 0.2 0.017
2.5 0.2 0.388
5.0 0.2 0.774
7.5 0.2 1.170
10 0.2 1.534
12.5 0.2 1.880
15.0 0.2 2.305
20 0.2 2.888
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Mediante la grafica de adicién estandar encontramos que la concentracion de la
solucién de clrcuma afadida es 0.26 mg L. Por lo tanto, el porcentaje de curcumina

en la circuma (condimento) es 0.26% (Figura 65).

Figura 65
Curva de adicién estandar de circuma (condimento)
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Con los resultados obtenidos de porcentajes de curcumina en las muestras de
curcuma realizaremos los ensayos de con los polimeros MIP y NIP. Los parametros
empleados son los ya optimizados: 60 minutos de tiempo, 2 mL de volumen, 2 mg de
masa de adsorbente, 20 mg L de concentracién, pH 6. Los resultados obtenidos se

muestran en la Tabla 18.

Tabla 18

Resultados de adsorcion de curcumina en muestras naturales

Muestra % Curcumina Qaps (Mg g?) % Recuperacion
Curcuma
(Raiz) 1.1 15.82 79.1
Curcuma
0.26 14.09 70.5

(Condimento)
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Estos resultados indican que el MIP es capaz de reconocer curcumina en
muestras reales de curcuma gracias a la formacién de cavidades selectivas. Ademas,

se resaltan los porcentajes de recuperacion superiores al 70%.
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Conclusiones

Se logré sintetizar un polimero molecularmente impresos (MIP) selectivo a
curcumina sintetizado por el método bulk.

Los espectros FT-IR del MIP y NIP resaltan los picos caracteristicos del
mondmero estructural. El analisis de sorcion de N2 mostrd polimeros mesoporosos con
area superficial BET mayor para el MIP (28.5 mg g?) respecto al NIP (18.5 mg g?)
importante para la mayor capacidad de adsorcion del MIP. Su andlisis termogravimétrico
reflej6 la alta estabilidad térmica de los polimeros alcanzando los 240 °C.

Los resultados de los ensayos de adsorcion nos permitieron definir los
parametros 6ptimos: 60 minutos de interaccién, 20 mg g*' de concentracion de
curcumina, 2 mg de masa de polimero y mezcla metanol:buffer BR pH 6 como medio de
adsorcion.

El estudio cinético de adsorcion dio como resultado que el proceso de adsorcion
de curcumina sigue una cinética de pseudo-segundo con un valor de R? = 0.9987 que
indica una buena linealidad. Ademas, el modelo de adsorcién sigue el modelo de
isoterma de Freundlich que es caracteristico de procesos de adsorcién no covalentes y
de sistemas heterogéneos.

Se obtuvo un MIP con alta selectividad por la curcumina frente a interferentes,
respaldado por los parametros obtenidos: 15.8 de factor de separacion (a), 1.63 de
factor de impresion (1) y 1.56 de factor de selectividad especifica.

Los andlisis realizados en muestras reales de circuma dieron los resultados de
adsorcion de QCR = 15.82 mg g (Curcuma raiz) y QCC = 14.09 mg g* (Clrcuma

condimento). Ademas de porcentajes de recuperacion superiores al 70%.
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Recomendaciones

El desarrollo de polimeros de impresion molecular por el método bulk ha
permitido resaltar la importancia de sistemas de reconocimiento selectivos con la
finalidad de que estos puedan ser aplicados en diversos campos como alimentacion,
medio ambiente y salud.

Para complementar este trabajo pueden realizarse pruebas de deteccion vy
cuantificacion de curcumina en méas alimentos comunmente consumidos, ademas de
realizar un estudio de la reusabilidad del MIP.

Con el fin de mejorar la capacidad de adsorcion del MIP puede emplearse el
método core-shell para la preparacion de un MIP con cavidades superficiales selectivas
a fin de facilitar la etapa de remocion del template generando particulas mas
homogéneas y cavidades mejor definidas.

Sistemas avanzados como los MIP-optodos pueden ser desarrollados a partir de
los resultados obtenidos en la presente investigacion, aplicando la sintesis en bulk
directamente sobre una fibra Optica para la elaboracion de sensores 6pticos selectivos

gue mejorarian ampliamente la capacidad de deteccion de analitos.
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Abstract: Curcumin is the main colorant of the curcuma longa plant, a food with many benefits for
human health. This work aims to synthesize a novel molecularly imprinted polymer (MIP) for the
selective detection of curcumin in real samples obtained from the local market of Peru. MIPs were
synthesized via bulk polymerization using curcumin, acrylamide, ethylene glycol dimethacrylate,
ABCV, and acetonitrile. FTIR spectra showed equal spectra for MIP and NIP. Ny physisorption
analysis presented a higher value BET surface for the MIP (28.5 m* g !) compared to the NIP
(18.5m? g 1). The adsorption capacity of the MIP was evaluated using UV-vis spectrophotometry
in the band around 430 nm. The adsorption kinetics found were of pseudo-second-order and a Q.
value of 16.2 mg g . Furthermore, the adsorption process resembles the Freundlich adsorption
model with a heterogeneity factor of less than 1 (0.61) and Kf greater for MIP (1.97). The selectivity
test indicated that MIP is more selective for curcumin (Q = 13.20 mg g~ ') than against interferents
(Q=219mg g 1). The specific selectivity factor (S) obtained for the interferents was greater than
1 which indicates a good selectivity. Finally, the application of MIP in real samples using UV-vis
spectrophotometry yielded a recovery value greater than 70%.

Keywords: curcumin; MIP; bulk polymerization; adsorption

1. Introduction

Curcumin is the main colorant of the Curcuma longa plant [1], a food that has many
benefits for human health, such as its anti-inflammatory, anticancer, antiviral, antioxidant,
antibacterial, antidiabetic properties, and its ability to decrease the effects of COVID-19 [2,3],
as well as its antiarthritic, antiatherosclerotic, antidepressant, and antiaging properties [4].
Curcumin also has great benefits in the treatment of Alzheimer’s [5]. Its beneficial proper-
ties have made it widely consumed in the food industry in ginger drinks, ginger spices, and
curry powder [6] and in the pharmaceutical and cosmetic industry [7]. However, curcumin
is often adulterated with other highly toxic dyes such as methanyl yellow [5] and lead
chromate (II) [9]. Therefore, various detection and quantification methods are employed,
such as HPLC [10,11], UV-visible spectrophotometry [12,13], fluorescence [14,15], electro-
chemistry [16], etc. The most widely used method is UV-visible spectrophotometry due to

Polymers 2023, 15, 3332. https:/ /doi.org /10.3390/ polym15163332
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5.1 Precipitation polymerization

Natural and synthetic polymers are widely used in various biomedical, electronic,
industrial, remediation, and sensor applications. The versatility of polymeric materi-
als is related to their availability as a resource, their reproducibility, and their ability
to be functionalized in a specific way. Natural polymers are generally available
from biological sources, being used in biomedicine for their inherent biocompatibil-
ity. However, its use may be limited due to the variability from one batch to
another, the risk of infections among others. Synthetic polymers, on the other hand,
are reproducible and with a wide range of polymerization methods [1]

The principal methods of syntheses for the preparation of polymers are emulsion
polymerization, suspension polymerization, Shirasu porous glass membrane emulsifi-
cation with postpolymerization, and precipitation polymerization. Precipitation polymer-
ization is one of the most important methods applied in chemical synthesis. This is
because it does not need any additive in the polymerization process and the obtaining
nanoparticles are uniform in size with a surface, free of unwanted agents on the poly-
mer surface as well as for its wide applications in biological and medical field [2].
Precipitation polymerization involves nucleation reaction in a first stage and then a
growth reaction, generating morphological and microenvironmental changes. According
to Flory-Huggins theory, nucleation is a desolvating process of polymer chains. In the
first step, the polymer chain gradually propagates up to the critical degree of polymeri-
zation, subsequently agglomerates to form primary nuclei through phase separation.
Finally, the particles could grow from the nuclei giving the growth process [3].

The polymerization by precipitation based on free radicals to obtain polyurea
microspheres (PU) generally has low production efficiency in the process due to the
low concentrations of the monomers that allow maintaining the stability of the

Smart Polymer Nanocomposites. DOI: hitps:/doiorg 10, 1016/B978-0-323-9161 1-0.00022-0
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9.1 Introduction

The world"s freshwater reservoirs become suffering being of developing populations and
large-scale agricultural and industrial activities. A massive number of people on the planet
are going through the impacts of water and water-borne diseases (Devanathan, 2017). On
the large-scale, the color is given to make the products attractive, which causes many colors
to gointo lakes and rivers, and water becomes dirty (Foguel et al., 2017). A significant number
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