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INTRODUCCION

La tecnologia de impresién molecular permite sintetizar polimeros con sitios de unién
especificos hacia una molécula utilizada como plantilla, mediante la formacién de una matriz
polimérica entrecruzada alrededor de dicha molécula (Rico-Yuste y Carrasco, 2019). Estos
materiales se han propuesto para amplia variedad de aplicaciones, incluyendo la extraccion
en fase sélida, como fases estacionarias en HPLC y el desarrollo de sensores quimicos, entre
otras (Nematollahzadeh y col., 2013).

Las proteinas presentan gran complejidad estructural y su mayor tamafo dificulta la
penetracién en el polimero molecularmente impreso (MIP) para acceder a los sitios de union
(Idil'y Mattiasson, 2017). La técnica de impresién molecular de superficie permite resolver esta
limitacidn mediante la polimerizacién de mondmeros funcionales en la superficie de diferentes
sustratos. Asi, las proteinas pueden acceder facilmente a los sitios de reconocimiento del MIP.
La dopamina es un monomero funcional soluble en agua con excelente compatibilidad
biolégica. La autopolimerizacion de la dopamina por oxidacion en medio basico sobre distintos
sustratos permite preservar la integridad conformacional de las proteinas durante la sintesis
de los materiales.

OBJETIVOS

Sintetizar microparticulas de CaCOs; y emplearlas como soportes de MIPs basados en
polidopamina para el reconocimiento selectivo de albiumina de suero bovino (BSA).
Caracterizar los MIPs a fin de determinar sus propiedades morfologicas, estructurales y de
reconocimiento de la proteina empleada como modelo.
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para Aplicaciones en Materiales, Energia y Agroquimicos de Bajo Impacto Ambiental”

Instrumento: CAID (Codigo: 50620190100093LI)

Ano convocatoria: 2020

Organismo financiador: UNL

Directora: Dra. Diana Estenoz

: liled[.:_n_i_c@ i UNIVERSIDAD
Inversitaria MACIOMAL oo LITORAL
el Litoral




]
Encuentro
I de Jovenes
Investigadores
METODOLOGIA

Sintesis de las microparticulas de carbonato de calcio

Las microparticulas de CaCOs; se sintetizaron mediante el método de precipitaciéon quimica a partir
de soluciones acuosas saturadas de carbonato de sodio y nitrato de calcio. Para tal fin, se afadio
gota a gota 40 mL de solucién de nitrato de calcio a 40 mL de solucién de carbonato de sodio, bajo
agitacion continua a 9000 rpm y en bafo de hielo. La dispersion resultante se agitdé durante 1 h. Las
particulas se separaron por centrifugacion, se lavaron con agua destilada y se secaron a 90 °C.

Sintesis de los MIPs basados en polidopamina

Se prepararon soluciones acuosas de BSA conteniendo dopamina para su posterior polimerizaciéon
sobre la superficie de las microparticulas de CaCO;. La polimerizacion de la
dopamina se inicidé mediante la adicion de buffer Tris (0,01 M, pH = 8,5) a 25 °C, y la mezcla se dejé
reaccionar durante diferentes tiempos. Las estructuras obtenidas se lavaron con etanol y agua
destilada. Posteriormente, la molécula plantilla de BSA se elimind mediante lavados sucesivos con
solucién de NaCl 0,5 M. A modo de control, se prepararon estructuras poliméricas no impresas (NIPs),
es decir, sintetizadas en ausencia del analito de interés.

Caracterizacion de los sistemas particulados

Las microparticulas se analizaron por microscopia 6ptica en medio acuoso para estudiar la morfologia
y el tamafio de particula.

El analisis termogravimétrico de las microparticulas se realiz6 utilizando un analizador
termogravimétrico (instrumento Q500 TA) bajo una atmésfera de nitrégeno a un caudal de 80 mL/min.
Se calentaron muestras de aproximadamente 5 mg de 10 a 800 °C a una velocidad de calentamiento
de 10 °C/min.

Para conocer la capacidad de reconocimiento de los MIPS se realizaron experimentos de adsorciéon
incubando los MIPs y NIPs en soluciones acuosas de BSA hasta alcanzar el equilibrio. Luego las
microparticulas se centrifugaron y se determiné la concentracion remanente de BSA en el
sobrenadante de las muestras mediante espectroscopia UV, siguiendo el método de Bradford. Para
la cuantificacion se prepararon soluciones patrones de BSA de concentracioén variable. La eficiencia
de impresion del polimero (El) se calculé como el cociente entre las capacidades de reconocimiento
de los MIPs y NIPs.

RESULTADOS

La Figura 1 muestra una micrografia optica de las particulas sintetizadas. Las mismas exhibieron una
morfologia esférica, y los resultados del tamafio de particula indicaron una distribucién de tamafo
con un diametro medio de particula de 1,64 + 0,61 um.
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Figura 1. Imagen de microscopia éptica de las microparticulas de CaCO3

Los resultados de TGA de las particulas de CaCO3; se presentan en la Figura 2. Los termogramas
revelaron un primer proceso de descomposicion que comienza a 110 °C relacionado con la pérdida
de agua adsorbida. Las particulas de CaCOs3 presentan una alta estabilidad térmica en el rango de
temperatura de 25 a 600 °C. La pérdida de peso observada entre 600 y 720 °C corresponde a la
descomposicion térmica del CaCOs en o6xido de calcio y diéxido de carbono. El analisis de las
muestras recubiertas con MIPs a 500 °C a diferentes tiempos de reaccién indico que el recubrimiento
polimérico exhibe mayor pérdida de masa a medida que aumenta el tiempo de reaccion. A partir de
estos resultados es posible concluir que el espesor del recubrimiento polimérico es mayor a mayores
tiempos de reaccion, obteniéndose resultados similares para las muestras de 5 y 24 h de reaccion.
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Figura 2. Termogramas de TGA de las microparticulas de CaCOs recubiertas con MIPs

Se realizaron experimentos de capacidad de adsorcion para determinar las propiedades de unién de
los MIPs y NIPs hacia la BSA. La Tabla 1 presenta las capacidades de adsorciéon de las muestras a
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diferentes tiempos de reaccion. Los resultados mostraron que las capacidades de unién de los MIPs
son notablemente mayores en comparacion con los NIPs, indicando una mayor interaccion con la
proteina debido a los sitios de unidén especificos generados durante la sintesis del material. Este
comportamiento no fue observado en el caso de las muestras obtenidas luego de 1 h de reaccion,
debido posiblemente a que no se completd la polimerizacion de la dopamina para generar los sitios
especificos de union a la BSA. La eficiencia de impresion (El) fue mayor para el caso de las muestras
sintetizadas durante 24 h de reaccion.

Muestra Q (mg BSA/g muestra) El
MIP-1h 44 +37 -
NIP-1h 79+6,2
MIP-5h 53,7+ 0,8 21
NIP-5h 257 +3,8
MIP-24h 50,2 +5,9 8,1
NIP-24h 6,2+4,8

Tabla 1. Resultados de los ensayos de capacidad de adsorcién de los MIPs Y NIPs.
CONCLUSION

Se sintetizaron microparticulas de CaCO3; impresas con BSA mediante la autopolimerizacion de
dopamina en solucién alcalina. La polidopamina como monémero funcional soluble en agua no afecta
la estructura de la proteina, por lo cual la estructura de la cavidad impresa en la superficie de los MIPs
permite la uniéon de las moléculas de la proteina molde. Los polimeros de impresion de BSA con
dopamina exhibieron una excelente capacidad de adsorcién hacia la BSA. Se propone realizar
ensayos de selectividad en las estructuras obtenidas empleando proteinas con propiedades
fisicoquimicas similares a la BSA y evaluar diferentes soportes poliméricos.
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