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Sintesis y caracterizacion de nanoparticulas de hierro para la
purificacion de la proteina MAP3773C de Mycobacterium avium subsp.
Paratuberculosis y Fotocatdlisis de Nitrobenceno

Resumen:
Las nanoparticulas magnéticas son de gran interés debido a las aplicaciones en distintos campos

como biologia y ciencia de materiales. La nanomagnetita es uno de los materiales mas utilizados
gracias a su magnetismo y comportamiento superparamagnético en la escala nanométrica, lo cual
las hace lo suficientemente sensibles a campos magnéticos externos para controlar su
movimiento. El método de preparacion empleado fue el de co-percipitacion en reversa asistido
por ultrasonido el cual consiste en gotear soluciones de salinas de hierro (Il)/hierro (lll) a una
solucidn de hidréxido de amonio la cual esta a 60°C y bajo irradiacion de ultrasonido. Los métodos
de caracterizacion utilizados fueron: espectroscopias de UV-Vis, FT-IR y Raman, microscopia
electrénica de barrido (SEM), dispersiéon dinamica de luz (DLS), difraccion de Rayos X (XRD),
potencial Zeta, magnetometria de muestra vibrante (VSM) y analisis termogravimétrico
magnético (MTGA). Esta caracterizacion en conjunto nos da la informacién de: el compuesto
sintetizado, el tamafio y forma de la particula y/o cristal, carga superficial y sus caracteristicas
magnéticas. Por otra parte, se examind la aplicacion de estas particulas para la purificacion de una
proteina recombinante con cola de 6xHis-tag y la actividad fotocatalitica para nitrobenceno. Se
encontré que las nanoparticulas sintetizadas son Fe30,4, tienen un tamafio < 20 nm, un
comportamiento superparamagnético y como semiconductor. Dadas las caracteristicas
magnéticas y de semiconductor el material tiene potencial de ser utilizado como agente
purificador (debido a la decantacion magnética) y como fotocatalizador (por su propiedad de
semiconductor).Las nanoparticulas demostraron una interaccion con histidina a pH 7 y 11 atreves
del anillo aromatico y posiblemente el grupo carbonilo analizado por espectroscopia de UV-vis y

FT-IR. Simultdneamente, mostraron una actividad fotocatalitica contra el nitrobenceno con



irradiacién UV con el potencial de mineralizar este contaminante por medio de oxidacién

comprobado por espectroscopia de UV-vis y cromatografia de gases acoplado a masas (GC/MS).

Abstract:
Magnetic nanoparticles have been of great interest due to its application in different fields like

biology and material science. Nanomagnetite es one of the most used materials thanks to its
magnetism and superparamagnetic behavior in the nano scale, which makes it sufficiently
sensible to external magnetic fields being capable of controlling its movement. The synthesis was
achieved by an ultrasound assisted reverse co-precipitation (US-RP) method, which consists in
adding dropwise a salt solution of iron (l1)/iron (ll1) into a solution of ammonium hydroxide at 60°C
under an ultrasonic bath. The characterization methods used were: UV-Vis, FT-IR and Raman
spectroscopies, scanning electron microscopy (SEM), Dynamic light scattering (DLS), X Ray
diffraction (XRD), Zeta potential, vibrating sample magnetometry (VSM) and magnetic
thermogravimetric analysis (MTGA). This characterization in combined gave us the next
information: compound synthesized, size and shape of particles/crystals, surface charge and
magnetic properties. On the other hand, we examined the application for these particles to purify
arecombinant protein with a 6xHis-tag and the photocatalytic activity for nitrobenzene. We found
that the nanoparticles synthesized were Fe304 and have a size <20 nm and a superparamagnetic
behavior, and semiconductor characteristics as well. Due to the magnetic and semiconductor
characteristics the material has potential to be used as a purification agent (thanks to magnetic
decantation) and like a photocatalyst (for its semiconductor property). The nanoparticles
demonstrated an interact with histidine at pH values of 7 and 11 through the aromatic ring and
possibly the carboxyl group observed by UV-vis and FT-IR spectroscopy. Simultaneously, the

nanoparticles showed a photocatalytic activity against nitrobenzene under UV irradiation with the



potential to mineralize this contaminant through oxidation confirmed by UV-vis spectroscopy and

gas chromatography coupled mass spectrum (GC/MS).

Capitulo 1 : Introduccién General

Introduccion:
Mycobacterias y Mycobacterium avium subsp. Paratuberculosis

Diversas mycobacterias son responsables de diferentes enfermedades tales como tuberculosis en
humanos (Mycobacterium tuberculosis) y en ganado (Mycobacterium bovis), y lepra en humanos
(Mycobacterium leprae ).

Mycobacterium avium subsp. paratuberculosis (también conocida como Mycobacterium
paratuberculosis o MAP) causa la enfermedad de Johne’s (paratuberculosis) en animales
rumiantes. La infeccion de animales rumiantes con MAP les genera paratuberculosis causando
caquexia. La pérdida de peso rapida que se observa en la paratuberculosis es debido a un
engrosamiento del tracto intestinal causado por una respuesta inmune del huésped, al igual que
la accién sistémica de citocinas liberadas por los linfocitos y macréfagos [1].

De igual forma MAP se ha asociado con la enfermedad de Crohn (CD). En adicion al potencial de
MAP viable de ser infecciosa en humanos susceptibles, la exposicién de MAP puede provocar
respuestas inflamatorias perjudiciales en intestinos de infantes [2]. La CD es una enfermedad
inflamatoria crénica del intestino (IBD) de aetiologia desconocida. Los pacientes por lo regular son
jévenes y debido a la naturaleza progresiva de la enfermedad, la CD se asocia con discapacidad y
morbilidad significante [3]. Asi mismo, una disbiosis en la comunidad microbial gastrointestinal de
intestinos de infantes es una preocupacion adicional, ya que ha sido observada en nifos con la
CD. La disbiosis en el intestino infantil puede ser a causa de una exposicién temprana a MAP, que

pudiera ser facilitada por el sistema inmune subdesarrollado de las mucosas de los infantes [2].



Proteina MAP3773C

MAP3773c es una proteina constitutiva, que regula la reabsorcion de hierro y esta misma se une a la caja
de hierro de su propio promotor del gen que la codifica, por lo cual tiene actividad autorreguladora. [4] [5].
Esta proteina es parte de la familia de proteinas FUR (regulacién de la reabsorcion de hierro) y esta
involucrada en la reabsorcion de Fe2* y Zn2* [6], es de 20.6 kDa vy tiene afinidad por el hierro (datos no
publicados). Uno de los mecanismos de defensa de las células huéspedes es la inaniciéon de metales
formando parte de la inmunidad nutrimental. MAP posee ocho secuencias de polimorfismos largas (LSP )
especificos del linaje conservados, que distinguen a MAP de sus ancestros. Una de esas ocho secuencias es
la LSP 15 la cual contiene el gen para la proteina MAP3773c. Dadas las caracteristicas inmunogénicas de la
proteina es un blanco potencial para el desarrollo de una vacuna contra la enfermedad de John [6] [7]. Una
caracteristica muy importante de MAP es que la proteina MAP3773c disminuye su expresion en tejidos del

huésped, pero aumenta dicha expresion cuando se localiza en macroéfagos [8].

Proteinas de Tipo Fur

Se han descrito diferentes homdlogos del gen FUR en muchas bacterias Gram negativas,
incluyendo varios patégenos humanos como: Yersinia, Salmonella, Vibrio, Pseudomonas,
Helicobacter pylori, Bordetella, Campylobacter, Acinetobacter baumannii, Legionella, Neisseria, y
Haemophilus. También se han encontrado proteinas semejantes a las tipo FUR en bacterias Gram
positivas p. ej., Bacillus subtilis y Staphylococcus, y hasta en cyanobacteria [9].

Las estructuras de proteinas FUR muestran la presencia de sitios para zinc estructural, entre dos
o tres sitios de unidn a metales funcionales, regidn de dimerizacién y otra de unién a ADN [10]. La
actividad de unién a ADN es activada a través de la unién de iones de metales divalentes en este
caso hierro usandolo como cofactor [11] [12] [13].

Purificacion de Proteinas

El desarrollo de técnicas y métodos de separacion, purificacion de macromoléculas bioldgicas,

tales como las proteinas, ha sido un importante prerrequisito para diversos adelantos hechos en



la biociencia y biotecnologia. Las técnicas mas utilizadas para la purificacién de proteinas son
precipitacion, cromatografias y electroforesis.

La precipitacidon de proteinas se logra al agregar sales, solventes organicos, polimeros organicos,
variacion de pH o temperatura. Los métodos de electroforesis mas utilizadas son: exclusion de
tamafio (SEC), intercambio idnico (IEC), cromatofocusion (CF), interacciones hidrofébicas (HIC),
metal inmovilizada (IMAC), unién covalente (CC) y afinidad (AC) [14].

Purificacion de Proteinas Tipo Fur

Diferentes autores han purificado proteinas Fur recombinantes de E. coli por medio de IMAC
obteniendo dimeros y mondmeros [15] [16] [17] [18] [19] [20] [21]. Pérard et al.(2016) purifico
cinco proteinas FUR recombinantes, EcFur y YpFur proveniente de Escherichia coliy Yersinia pestis
respectivamente como mondmeros y dimeros usando IMAC, al igual que los tetrdmeros de
Pseudomonas aeruginosa (PaFur), Francisella tularensis (FtFur), Legionella pneumophila (LpFur)
utilizando cromatografias de intercambio idnico y exclusién molecular [22]. BSAT et al. (1999)
purifico FUR recombinante de Bacillus subtilis por medio de cromatografia de afinidad (heparin—
Sepharose CL-6B), seguido de precipitaciones y cromatografias de exclusién molecular [23]. Shin
et al.(2007) purifico una proteina ZUR usando una columna de intercambio iénico con niquel unido
(Chelex -100). [24] Mills et al. (2005) purifico FUR de E. coli utilizando una cromatografia IMAC y
de exclusién molecular [25]. Herndndez et al. (2002) purifico FUR de Anabaena PCC 7119
utilizando cromatografia IMAC y de afinidad [26].

Los materiales utilizados anteriormente tienen un costo muy elevado (Tabla 1), ya que no se usa
Unicamente un solo tipo de cromatografia sino dos o tres. Esto se debe a que al utilizar
Unicamente una cromatografia, se llega a una purificaciéon fraccionada o copurificacién
(purificacion con contaminantes). Aunque los contaminantes se puedan llegar a encontrar en una

concentracién minima esto puede afectar en el momento de realizar estudios de cristales o



funcionalidad, lo que obliga a utilizar mas de una cromatografia con el fin de aumentar la

concentracidn de proteina deseada y/o eliminar contaminantes afines a metales [27] [28].

Tabla 1. Comparasion de Purificacion de proteinas FUR

Purificacién de FUR
Proteina Tipo de

purificada Cromatografia Cromatografia Proveedor Referencia
FUR (B.a_C|||us Heparin Sepharose CL- Afinidad General Electric BSAT et al. (1999)
subtilis) 6B
EcFUR (E. coli)
. IMAC Sepharose 6 Fast IMAC General Electric Pérard et al.(2016)
YpFUR (Yersinia Flow
pestis)
PaFUR(Pseudom .
onas Columna Superdex-75 HPLC, Exclusion Sigma-Aldrich
. molecular
aeruginosa)
FtFUR
(Francisella Pérard et al.(2016)
tularensis) DEAE Sepharose Fast L . .
LpFUR Flow Intercambio I6nico Sigma-Aldrich
(Legionella
pneumophila)
ZUR
(Streptomyces Chelex -100 Intercambio I6nico BIO-Rad Shin et al.(2007)
coelicolor)
IDA-Agarosa IMAC G-Biosciences
FUR (E. coli) Sephadex G-25 Fine Exclusién Molecular General Electric Mills et al. (2005)
Chelating Sepharose IMAC General Electric
FUR (Anabaena Fast Flow ,
PCC 7119) Heparin-sepharose 6 Herndndez et al. (2002)
P P Afinidad General Electric

Fast Flow

Efecto Corona

Las nanoparticulas pueden interaccionar con proteinas, ya que al ingresar una nanoparticula a un
medio fisioldgico esta se recubre con proteinas afines a la particula generando un complejo
llamado proteina corona. Las proteinas se unen a la nanoparticula por medio de diferentes fuerzas
(van der Waals, puentes de hidrégeno, electrostaticas, hidrofdbicas, etc.). Esta uniéon depende de
las caracteristicas de la nanoparticula y la afinidad de la proteina con la particula [29]. La adsorcién
de proteinas con nanoparticulas se puede lograr encontrando las condiciones éptimas de pH y

fuerzas electrostaticas [30].



La adsorcidn de proteinas en la superficie de nanoparticulas estd gobernada por la afinidad de
union de proteina-nanoparticula al igual que la interaccién proteina-proteina. Proteinas que se
adsorben con alta afinidad forman lo que se le conoce como corona dura (unién proteina-
nanoparticula), y proteinas que se adsorben con baja afinidad forman la corona blanda (unidn
proteina-proteina) [31].

Nanoparticulas

No existe un acuerdo en cuanto a que califica como una nanoparticula. Se ha argumentado que
Unicamente particulas entre 1 y 10 nm se pueden considerar como una nanoparticula o todo
aquello que se encuentre entre 1 y 1000 nm es una nanoparticula [32]. La definiciéon de
nanoparticulas difiere dependiendo del material, campo y aplicaciones de interés. En un sentido
mas estrecho se considera nanoparticula a aquellas particulas en donde las mismas propiedades
fisicas de materiales solidos cambiarian drasticamente [33]. Las nanoparticulas se pueden
clasificar como Zero-dimensionales, una-dimensidn tales como nanobarras o nanotubos, y dos-
dimensionales que son, en la mayoria de los casos, platos o apilaciones de platos [34].
Nanoparticulas Magnéticas

El tamafio y forma de particulas magnéticas determinan sus caracteristicas fisicas y quimicas, lo
cual sirve como la fundacion para el desarrollo de campos nuevos. [35]. Nanomateriales con
propiedades magnéticas se han usado en campos como la electrénica, ciencia de materiales y
ciencias biomédicas. Sintesis, pasivacion, y funcionalizacidon de varios tipos de nanoparticulas
magnéticas han sido usadas para diversas aplicaciones tales como: vehiculo de farmacos,
imagenologia y separaciones y purificaciones magnéticas [36]. En este campo la separacién
magnética puede estar basada en (I) la naturaleza magnética de lo que se desea separar (p. €j.
glébulos rojos, bacterias magneto tdcticas) o (ll) convirtiendo un objeto magnético al adjuntarle

una unidad magnética-sensible [37]. La separacidn magnética ofrece selectividad, sensibilidad y



captura controlada del blanco, utilizando un campo magnético externo para capturar moléculas
con nanoparticulas magnéticas por medio de interacciones de afinidad. Para poder disefiar una
plataforma eficiente para la separacidn magnética se necesita un adsorbente superparamagnético
con propiedades de estabilidad, biocompatible y ligandos de afinidad para capturar la molécula
de interés con alta especificidad y selectividad [36]. Las nanoparticulas de Fe30, han sido
investigadas por ser altamente biocompatibles y tener propiedades magnéticas. Por otro lado, el
dopaje con elementos metdlicos se ha usado para modificar y mejorar la magnetizacion de
nanoparticulas y por lo regular utilizan los elementos: Co, Ba, Cu, Mn, Ni, y Zn [38].

El desarrollo de métodos simples y eficientes para la purificacion de proteinas de interés de
extractos celulares es muy importante en la protedmica [39].

Fotocatalisis para remediacién de agua

La contaminacién ambiental atrae una atencién extensiva alrededor del mundo ya que implica
problemas serios para la salud humana y el desarrollo de una sociedad. Diversos tipos de
sustancias quimicas, incluyendo metales pesados, contaminantes organicos, microbios, etc.,
derivados de la industria, agricultura, y desechos domésticos son liberados hacia el medio
ambiente. Enfoques a la remediacién de agua pueden ser divididos en varias categorias basicas:
técnicas fisicas como filtracién, adsorcion, sedimentacion, flotacion, métodos quimicos
incluyendo floculacion, reduccidn y oxidaciéon, intercambio idnico, electrocoagulacion; medios
bioldgicos y tecnologias combinadas. Los métodos tradicionales que tratan muestras de agua
residual dependiendo de sus propiedades fisicas o quimicas se enfrentan a los problemas de alto
costo econdmico, eficiencia baja relativa, inconveniencia en separacidon, y consecutiva
contaminacion secundaria. Procesos avanzados de oxidacidn (AOPs) juegan un papel importante
en el manejo de contaminantes refractarios en agua, la catdlisis fotoquimica y la degradacién

fenton son los dos enfoques mds aplicados en este campo recientemente. La degradacién



catalitica es otra caracteristica superior establecida por los nanomateriales como un método
potencial e indispensable para el tratamiento de agua [40]. La fotocatalisis es un proceso
alternativo que puede remover contaminantes a temperatura y presién ambiental por oxidacion
[41]. La combinacidon de un contaminante con un fotocatalizador semiconductor seguido por
iluminacion con fotones lo suficientemente energéticos para producir un par hueco/electrdn,
también es una técnica bien conocida para la purificacién de aire y agua [42]. La excitacidn de un
semiconductor con energia de luz mayor a la de su band gap genera pares de hueco electrén que
pueden ser usados en varios procesos redox en el interfaz semiconductor/solucion [43].
Usualmente los semiconductores son preferidos para el uso de fotocatalizadores por su estrecho
band gap, particularmente entre 1.4-3.8 eV [41].La nanotecnologia a atraido mucha atencion en

|ll

los ultimos afios, debido a que el “efecto de tamafio cuantizado” es una de las propiedades Unicas
a los “nano tamafios” ya que no aparecen ni en su forma en bulto o a niveles atdmicos vy
moleculares. En este fendmeno cuando el tamafo de un material se vuelve mas pequefio, el nivel
de las bandas se torna discreto y el band gap se vuelve mas grande. En otras palabras, ya que es
posible controlar el band gap de un material al controlar su tamafio, es posible esperar
aplicaciones de un material con caracteristicas que no se presentan convencionalmente [33].
Fotocatalisis para la Degradacion de Nitrobenceno

El nitrobenceno (NB) es un contaminante carcinogénico [44], después de su exposicién por
inhalacién, el NB causa tumores en el higado, rifiones, glandula tiroides de ratas, en los pulmones
y glandulas mamarias de ratones. En humanos, los sintomas de intoxicacion de NB son ardor en
la boca y garganta, nauseas, vomito, mareo, desordenes de coordinacion, cianosis, un olor de
almendras amargas en el aire exhalado, inquietud, taquicardia, disminucién de presion arterial,

colapso, signos de paralisis, inconciencia y coma [45]. NB es altamente utilizado en la industria en

explosivos, pesticidas, produccion de pulpa de papel y en procesos industriales de colorantes [46],



perfumes, farmacéuticos, colorantes, hule sintético y plasticos [47]. NB es producido anualmente
en el orden de 225,000 toneladas métricas, y se ha estimado que tanto como 9,000 toneladas
métricas de nitrobenceno son descargadas anualmente en aguas naturales [48].
Convencionalmente, NB en medio acuoso es procesado usando técnicas fisicas, quimicas y
bioldgicas. Los tratamientos generales se basan en adsorcién y biodegradacidn. Estas técnicas
pueden ser efectivas, pero ocurre una contaminacidn secundaria, resultando en procesos de altos
costos [49]. Sin embargo, NB es refractario a los métodos convencionales de oxidacién quimica
por su propiedad electro atractor del grupo nitro es notablemente fuerte. Por otro lado, NB
también es resistente a los tratamientos convencionales biolégicos debido a la toxicidad del
compuesto y efectos mutagénicos en sistemas bioldgicos [46]. El caracter deficiente de electrones
del grupo nitro previene la mineralizacién de NB por microorganismos [44]. Los AOPs,
generalmente basado en la generacién de especies altamente reactivas tales como radicales
hidroxilos (HO®), son de gran interés para la degradacion de contaminantes que son dificiles de
eliminar con tratamientos convencionales [50]. Entre los AOPs, la fotocatdlisis heterogénea
parece ser un método atractivo ya que ha sido usado de manera satisfactoria para la degradacién
de varias familias de contaminantes organicos. La razén del aumento en el interés por el método
de fotocatalisis es que el proceso puede usar oxigeno atmosférico como oxidante, y se puede
llevar a cabo bajo condiciones ambientales y dirigirse a una mineralizacion organica a CO,, agua 'y
aceites minerales [51]. La fotocatalisis por semiconductores a probado ser una tecnologia
prometedora para la remocién de varios contaminantes orgdnicos, incluyendo compuestos nitro
aromaticos, de agua subterranea y flujos de residuos [43].

Nano fotocatalizadores magnéticos

Un problema critico en el proceso de remediacion de agua es que el material usado en suspensién

es necesario removerlo, y este proceso es costoso y consume tiempo. La adsorcidn magnética



para remover metales pesados, colorantes, pesticidas, etc., ha tenido un papel en el campo de
remediacion de agua a lo largo de los ultimos afos. Entre varios tipos de nanomateriales,
nanomateriales magnéticos incluyendo Fe, Co, Ni, y sus aleaciones o dxidos han obtenido una
atencién especial basada en sus ventajas prominentes tales como alta eficiencia de separacion,
condiciones de operacidon amables, gran superficie de area, cinética rdpida, y propiedad de
regeneracién [40]. Una revisién reciente ha resumido el progreso recientemente logrado en la
construccion de MNP y su directa aplicacion en catalisis con ejemplos de nanoparticulas
incluyendo 6xido de hierro (Fe,03 and Fes0,), ferritas metdlicas (MFe,04, M = Cu, Co and Ni), Fe®,

Co® Ni°% y nanoparticulas multicomponentes [52].



Capitulo 2 : Sintesis y Caracterizacion de Nanoparticulas de Hierro

Introduccién
Las ferritas son materiales ceramicos teniendo éxidos de hierro como su componente principal.

El arreglo de aniones de oxigeno alrededor de cationes de metal puede variar, asi dando origen
a diferentes estructuras cristalinas. En consecuencia, las ferritas han sido clasificadas como,
espinelas, granates y plumbitas magnéticas [53].

Las ferritas espinelas corresponden a la coleccion de materiales magnéticos que poseen un
campo amplio de aplicaciones tecnoldgicas y biomédicas, debido a sus propiedades eléctricas y
magnéticas Unicas y versatiles, mostrando ambas magnetizaciones altas y resistividad. Las
ferritas espinelas son descritas usando la formula general (Mi.qFeq)[MaFe2.4]04, donde M
corresponde a un catién divalente (M = Fe, Co, Ni, Mn, Zn), y () y [ ] representa los sitios para
cationes tetraédricas y octaédricos, respectivamente, en una subred con anién de oxigeno
cubica centrada en las caras [54].

En afios recientes las ferritas han atraido considerable atencion como nanoparticulas
magnéticas con diversas aplicaciones [53]. La sintesis de materiales magnéticos
nanoestructurados han sido un drea particularmente importante de investigacidn y ha atraido
un interés creciente debido a las aplicaciones potenciales que tales materiales tienen en ferro
fluidos, materiales magnéticos avanzados, catalisis, pigmentos coloreados, medios de grabacion
magnéticos de alta densidad, y diagndsticos médicos [55].

Se ha establecido que el grado de cristalinidad, tamafio de particula y morfologia de particula
de las nanoparticulas de oxido son fuertemente dependientes del método usado para su
preparacion [56].Un amplio rango de nanoparticulas y éxidos de nano metales han sido

sintetizados y estudiado por varios métodos fisicos y quimicos en tiempos recientes [57].



Hay tres enfoques principales los cuales son aplicados para crear nuevos nanomateriales: 1)
arriba hacia abajo, 2) abajo hacia arriba, y 3) enfoques virtuales. Los enfoques de arriba hacia
abajo han sido los enfoques tradicionales para la miniaturizacién via herramientas litograficas.
Los enfoques de abajo hacia arriba es la auto ensamblado de precursores moleculares como
bloques de construccién en soluciones quimicas. Los enfoques de técnicas virtuales es la usada
por los teoristas computacionales los que crean nuevas materiales en las simulaciones por
computadoras. Las técnicas experimentales para el crecimiento de peliculas ultrafinas y para la
produccién selectiva de y andlisis de nanoclusters atdmicos han mejorado dramaticamente en
las ultimas décadas [58].

Las ferritas monodispersas han sido fabricadas por varios métodos sintéticos quimicos,
incluyendo, coprecipitacion, método de micelas inversas, sintesis de plasma de microondas,
técnicas de sol/gel, secado en frio, irradiacion de ultrasonido, métodos hidrotermales, técnicas
de pirolisis por ldser y descomposicion térmica de organometalicos y compuestos de
coordinacion [55].

Mientras que la técnica de coprecipitacién es una de las rutas mas rentables para la sintesis de
nanoparticulas de hierro superparamagnéticas con alto rendimiento con propiedades
magnéticas apropiadas, las nanoparticulas generadas por medio de este método usualmente
exhiben un bajo grado de cristalinidad y una polidispersidad grande relativa. Para, al menos en
cierta parte, sobrellevar estos inconvenientes, varias versiones modificadas de la técnica de
coprecipitacion han sido desarrolladas. Estas, por mencionar algunas, incluyen la preparacién
de nanoparticulas de Fes04 bajo campos magnéticos estdticos, coprecipitacidon de soluciones
acuosas de FeCl3.6H,0, FeSO4.7H,0, y Gd(NOs)s al adicionar NaOH, usando alcanolaminas como

base, coprecipitaciéon in situ en una matriz de polimero funcionalizada con carboxilos, y



finalmente la asistencia de ultrasonido [59]. En adicién, se ha demostrado que la técnica
sonoquimica es un método efectivo para sintetizar nanoparticulas de éxido de metal [60].

Basados en sus propiedades Unicas fisicas, quimicas, térmicas y mecanicas, las nanoparticulas
superparamagnéticas ofrecen un alto potencial para diferentes aplicaciones. Estas aplicaciones
demandan nanomateriales de tamafios especificos, figuras, caracteristicas de superficie, y
propiedades magnéticas. Campos de alta densidad de almacenaje de datos, ferro fluidos,
imagenes por resonancia magnética, recubrimientos anticorrosivos modificados, materiales
para electrodos y catdlisis, tratamiento de aguas residuales, separaciones, biomedicinas y

bioseparaciones, son algunas aplicaciones [61].

Justificacion
Sintesis de nanoparticulas

Un método comun y econdmico para la sintesis controlada de una gran cantidad de
nanoparticulas magnéticas, sin ninglin agente surfactante estabilizador, es la co-percipitacion de
sales de hierro en ambientes alcalinos [62]. El pH de la solucidon cambia rdpidamente y de forma
localizada en el método convencional de coprecipitacién, en donde una solucién acuosa alcalina
es agregada a la solucién de la mezcla de los iones férricos y ferrosos. Cabe resaltar que, en la
coprecipitacion en reversa, donde la solucién acida mezclada de las sales de metal es agregada
gota a gota a una gran cantidad de solucién basica, el pH favorable de la solucidon puede
mantenerse hasta que todos los componentes precipiten por completo [60]. Un método efectivo
para la sintesis de nanoparticulas magnéticas es la técnica de sonoquimica. La sonoquimica surge
del fendmeno de cavitacién acustica, la cual es, la formacion, crecimiento, y el colapso de burbujas
en medios liquidos. Las temperaturas extremadamente altas de aproximadamente 5000K, presion
(~20 MPa), y un muy alto ritmo de enfriamiento (~1010 K/S), vienen del colapso de las burbujas.

Este colapso puede ocasionar condiciones de reaccién extremas las cuales llevan a varias



propiedades Unicas de las particulas sintetizadas; el efecto micro jet que surge del colapso de las
burbujas puede causar un mezclado microscépico en el procedimiento de sintesis y crear

condiciones de reaccioén relativamente uniformes [63].

Caracterizacién de Nanoparticulas
Las nanoparticulas estan definidas en la tecnologia de nanoparticulas como “ particulas finas

definitivas con tamafios en la regidn nanométrica formadas manteniendo sus respectivas
caracteristicas quimicas, cuyas caracteristicas difieren significativamente de aquellas en la forma
en bulto”. El incremento vasto en area superficial especifica al escalar hacia particulas finas a la
nano escala eleva sus caracteristicas fisicas y quimicas originales como materiales o particulas
extensamente [33]. Las Nanoparticulas superparamagnéticas de magnetita son importantes para
un diverso rango de aplicaciones tales como, imagen de resonancia magnética, entrega de
farmacos y separacion magnética. Estas aplicaciones requieren que las nanoparticulas sean
superparamagnéticas con tamafios menores de 20 nm, y una estrecha distribucién de tamano
para asegurar una uniformidad en la en las propiedades fisicas y quimicas [64]. El nano
analisis/medicién es muy importante para desarrollar “procesamiento” y “fabricacion” para
nanomateriales ya que las funciones de nanomateriales son influenciadas por su tamafio, forma
y estructuras. Los métodos de caracterizacidn para el analisis y medicion del nano fenémeno son
esenciales para el desarrollo de la nanobiotechnologia. Especialmente, el desarrollo de anilisis
precisos a nivel atédmico para nanoestructuras locales, tales como composicidon quimica y estado
de uniodn, defectos, e impurezas, es una clave para elucidar el mecanismo del nano fenémeno.
Recientemente, mejoramientos en los equipos analiticos han permitido a investigadores estudiar

y entender las nanoestructuras locales en materiales funcionales desde el nivel atémico [33].



Objetivo General:
Sintesis y caracterizacién de nanoparticulas de ferrita de hierro por el método de coprecipitacion

en reversa asistido por ultrasonido por medio de FeCls, FeSO,y NH,OH

Objetivos Especificos:

e Sintetizar nanoparticulas de hierro

e Caracterizar propiedades 6pticas por espectroscopias de UV-vis, infrarojo y raman.
e Caracterizar propiedades morfoldgicas como tamafio y forma por XRD, SEM y DLS
e Caracterizar composicidon quimica por XRD

e Caracterizar propiedades eléctricas y magnéticas por potencial zeta, VSM y MTGA

Antecedentes
Sintesis de nanoparticulas

Para la mayoria de las aplicaciones de magnetita, se requiere que las nanoparticulas de magnetita
tengan una tamanfo y forma uniforme y bien dispersadas en un solvente. El factor principal que
afecta a la mayoria de las propiedades interesantes es el tamafio de la particula. El tamafio y forma
de las particulas de magnetita son generalmente controlados por el método de sintesis. Hay varias
técnicas que han sido utilizadas para la sintesis de magnetita, las cuales incluyen coprecipitacidn
de iones ferrosos y férricos en una solucidn bdsica, reaccion hidrotermal, coprecipitacion
oxidativa, reacciones de reduccidn con a-D-glucosa como reductor y precipitacién de una solucion
parcialmente reducida de cloruro férrico [65]. El proceso mas sencillo sintético es basado en el
método de coprecipitacidn, el cual involucra la coprecipitacién de iones M* y M3* en medios
acuosos basicos [56] Este método es el mas a menudo utilizado en la obtencién de 6xidos de
hierro, y consiste en la precipitacion de los dxidos empezando con un solucién acuosa de
Fe2+/Fe3+ en un medio alcalino. La obtencion de magnetita se puede describir por la siguiente
reaccion:

F€2+(aq) + 2Fe3+(aq) + 80H_(aq) - F6304(s) +4H,0



Generalmente, la sintesis se lleva a cabo en un rango de pH de 8 a 14, junto con una razén molar
de 2:1 de Fe3+ /Fe2+. Modificaciones en las condiciones de sintesis puede resultar en la formacion

de fases intermediarias, tales como hidrdxidos y/o oxyhidréxidos [66].

El proceso de coprecipitacion incluye varias etapas: nucleacién, crecimiento y procesos
secundarios como aglomeracidn, atricion y fragmentacidn. Las particulas obtenidas con el proceso
convencional de coprecipitacién son relativamente grandes con una distribucion de tamafio
ancha, debido a la dificultad de evitar la nucleacién durante el subsecuente crecimiento del
nucleo. Por otra parte, la tecnologia sonoquimica se ha empezado a desarrollar para la
preparacion de magnetita debido a que la irradiacién con ultrasonido puede disminuir el tamafio
de particula de magnetita [65]. El método de coprecipitacién sonoquimico es preferido debido a
su simplicidad, buen control en el tamano de particular y alto porcentaje de particulas
monodispersas [67].

Wang et al. (2010) demostrd que la asistencia de ultrasonido al método de coprecipitacién en
reversa (US-RP) comparado con el método convencional de coprecipitacion en reversa en
agitacién magnética (MS-RP) producia nanoparticulas de Fes0, mds pequefias, asi como también

el efecto de NH,OH como base en el tamafio de particula [60].

Caracterizacién de las Nanoparticulas

Las diferencias en las propiedades que surgen con un material entrando al dominio de la escala
nanométrica hacen que la caracterizacion post sintesis sea muy importante. El tipo de
caracterizacién dependerd de la aplicacion especifica para la cual las nanoparticulas se utilizaran.
Las caracterizaciones tipicas de nanoparticulas comprende: (I) visualizacidn de las nanoparticulas

para obtener su tamafio, forma y morfologia superficial, lo cual se hace por microscopia



electréonica y microscopia de fuerza atomica(AFM); (II) determinacion de su tamafo y carga
superficial de las nanoparticulas lo cual se hace por métodos tales como esparcimiento dindmico
de luz (DLS) y mediciones de potencial zeta; (Ill) determinacién de la estructura cristalina de la
nanoparticula por técnicas de difraccidon de rayos x; (IV) analisis elemental de las nanoparticulas
0 nanoestructuras por métodos tales como espectroscopia de dispersidn de energia de rayos x;
(V) técnicas espectroscopicas como espectroscopia de infrarrojo, espectroscopia UV-visible [68].
Todos los materiales poseen momentos magnéticos; las técnicas para medir esta propiedad en
bulto macroscdpica se definen como magnetometrias. Hay dos técnicas directas para medir el
momento magnético de materiales: uno utiliza la deteccidon del cambio en el flujo magnético
producido por la muestra, y el otro utiliza la deteccién de un cambio en la fuerza que experimenta
una muestra [69].

Caracterizacion por Microscopia Electronica (EM)

Se observa que la mayoria de los electrones llegan dentro de un volumen con forma de gota la
cual es alargada para Z pequefios, y aplastada para Z grandes. Dentro de este volumen los
electrones interaccionan con la muestra para producir radiaciones electromagnéticas y electrones
libres. Loas varios productos de interaccidon son: (1) electrones secundarios (2) electrones
reflejados o retro dispersos (3) electrones transmitidos (4) Radiacion X (5) Electrones Auger (6)
Radiacidn cdtodo luminiscente (7) Corriente absorbida (espécimen). De estos, (3) son usados para
producir imagenes en la microscopia electréonica de transmision, (1) y (2) en microscopia
electrénica de barrido, mientras que (4)-(7) puede proveer informacion analitica adicional sobre
la muestra en cualquier tipo de microscopia. Dentro de la familia de microscopios electrénicos
hay dos rangos bien definidos de microscopios, correspondiendo a microscopios de transmision y
reflexion, el cual mira directamente a la estructura interna de especimenes translucidos y las

caracteristicas superficiales de un material, respectivamente. Ambos microscopios pueden ser



utilizados para estudiar particulas, para TEM se esparce una monocapa de particulas en las rejillas
de soporte y para SEM solo se polvea una pequeiia cantidad de muestra en el porta muestra, y un
recubrimiento de carbdn o metdlico si es necesario. Cuando el tamano de particula es por debajo
de 0.1 um el TEM es preferible ya que producirad un contorno mds claro a particulas muy pequenas
hasta el rango sub-nanometrico. El SEM es preferible para particulas por arriba de 10 y, estas son
inconvenientemente grandes para medir tamafio con TEM, ya que partes de esta se pudieran
perder detras de las barras de las rejillas de soporte [70].

Microscopia Electrénica de Transmision (TEM):

En un microscopio electrdnico de trasmision (TEM), los electrones penetran una muestra delgada
y posteriormente son fotografiadas por lentes apropiados. El grosor de una muestra de TEM debe
ser muy pequefia: usualmente en el rango de 10 nm a 1 um. Los TEMs usan un voltaje de
aceleracién de electrones entre 100kV y 300 kV, pocos instrumentos de alto voltaje han sido
construidos con voltajes de aceleracién tan altos como 3 MV. Una limitacidn de los TEM es que, a
no ser que la muestra se haga muy delgada, los electrones son fuertemente dispersados dentro
de la muestra, o incluso hasta absorbidos en vez de trasmitidos.

Microscopia Electrénica de Superficie o Barrido (SEM):

El voltaje de aceleracién maximo para SEM es normalmente 30 kV, lo cual es menor que para el
TEM. Mientras que el TEM usa un haz incidente estacionario, la sonda de electrones del SEM es
escaneado horizontalmente atreves de la muestra en dos direcciones perpendiculares. Cuando
los electrones acelerados entran a un sélido, son dispersados de ambas maneras eldsticamente
(por interacciones electroestaticas con el nicleo atémico) o ineldsticamente (por interacciones
con electrones atémicos). La mayoria de las interacciones son dispersiones frontales, lo cual
implica dngulos de deflexién menos de 90°. Pero una pequefia fraccién de los primarios son

elasticamente retro dispersados (6> 90°) con solo una pequefia fraccién de perdida de energia.



Sabemos que la perdida de energia de electrones primarios aparecerd como la ganancia de
energia de los electrones atémicos que son responsables por la dispersion inelastica. La distancia
promedio que viajan los secundarios en el sélido es muy pequena, normalmente entre uno o dos
nm. Aquellos secundarios creados en la superficie puede que escapen al vacio, especialmente si
estan viajando hacia la superficie. En promedio los secundarios que escapan son generados solo
dentro de una muy pequefia profundidad (<2 nm) debajo de la superficie, llamado profundidad
de escape. Debido a que las sefiales de electrones secundarios (SE) usadas en SEM son derivadas
secundarias que escapan al vacio, la imagen de SE es propiamente de la estructura superficial
(topografia) de la muestra, se dice que la imagen presenta contraste topografico [71].
Caracterizacion por Dynamic Light Scattering (DLS):

DLS, también conocido como espectroscopia de correlacidn de fotén, es uno de los métodos mas
populares utilizados para determinar el tamafio de NPM. Durante la medicién de DLS, la
suspension de NPM es expuesta a un haz de luz, y mientras que la luz incidente interactuia con las
NPM, la direccion e intensidad del haz de luz son ambos alterados debido a un proceso conocido
como dispersién o esparcimiento. Dado que las NPM estan en constante movimiento aleatorio
debido a la energia cinética, la variacidon de intensidad con el tiempo, por lo tanto, contiene
informacidn de ese movimiento aleatorio y se puede utilizar para medir el coeficiente de difusién
de la particula. Dependiendo de la forma de la NPM, para particulas esféricas, el radio
hidrodindmico de la particula Ry se puede calcular de su coeficiente de difusidn por la ecuacién
de Stokes-Einstein Dy = kgT/6mnRy, donde kg es la constante de Boltzmann, T es la
temperatura, y 1 es la viscosidad del medio circundante. El radio hidrodinamico es el radio de una
esfera que tiene el mismo coeficiente de difusion dentro del mismo ambiente viscoso de las
particulas que estan siendo medidas [72]. Las nanoparticulas dispersas, esparcen luz incidente

proporcional a la potencia 6 de su radio. Cuando las particulas son < 1/10 de la longitud de onda



de la luz incidente (p. ej. A/10) en tamanio, la luz dispersa lleva la misma energia (dispersién
eldstica) a la luz incidente y no es dependiente del angulo (dispersiéon de Rayleigh). Sin embargo,
cuando el tamafio de la particula excede este limite de A/10 la dispersién de Rayleigh es
remplazada por la dispersién de Mie anisotrépica donde la luz esparcida es no igual a la energia
(dispersién ineldstica) de la luz incidente y es dependiente del angulo donde la luz dispersada es
mas intensa hacia la direccidon de la luz incidente. Las particulas en una dispersidon coloidal
esparcen un laser incidente y la intensidad de la luz esparcida es detectada en DLS. Las particulas
en continuo movimiento dentro de la dispersién causan interferencias constructivas vy
destructivas y, por ende, la intensidad de la luz esparcida fluctua con el pasar del tiempo. En DLS
la fluctuacién de la intensidad de la luz dispersa es correlacionada a pequefios intervalos de
decaimiento (t ) y la intensidad ACF (funcién de autocorrelacion) es obtenido a través de la

siguiente ecuacién mono-exponencial para muestras con particulas mono dispersas : G(t) = 1 +

b.e~2Dea’c Donde, b= constante dependiente del instrumento y configuraciones 6pticas, D;=

coeficiente de difusion traslacional y g= vector de dispersion el cual puede expresarse como: |q| =

4mtn, . qs . s . .
7 %5 donde, ny= indice de refraccion (RI) del solvente, Ay= longitud de onda en el vacioy 0 =
OSlnE

angula de dispersion. La dispersion ACF (G(mt)) es escrito cominmente como G2(t) y es expresado
como una funcion del campo de funcion de correlacidon G1(t) como se menciona en la siguiente
ecuacion: G2(1) =1+ G1(7)?. En los instrumentos de DLS (p. ej. Malvern Zetasizer®) un
correlograma es generado donde RCF (funcidn de correlacién cruda) es graficado contra el tiempo
de retardamiento (7) como se muestra en la ecuacion:

RCF = G2(7) — 1 = G1(7)? donde se muestra que la RCF es dependiente del campo de funcién
de correlacién G1(t). La funcién de autocorrelacidon [G2(T) o G2(7) — 1] en DLS es calculada por

ajuste de datos y luego el D; es calculado utilizando la ecuacién de Stokes-Einstein, donde k=



constante de Boltzmann 1.38064852 x 10723]/K), T= temperatura, n= viscosidad absoluta y
Ry = radio hidrodinamico [73].

Caracterizacion Potencial Zeta ():

La carga superficial de NPM juega un papel importante en la estabilidad coloidal. Puede ser
descrita cualitativamente como la naturaleza y comportamiento de los grupos superficiales en
solucidn a cierto pH en la presencia de un electrolito. Cuantitativamente, puede ser medido como
un potencial eléctrico en la doble capa interfacial (EDL) de la superficie de las nanoparticulas en
suspension. Un valor alto de potencial zeta (+ 0 -) es un indicador de la estabilidad de la dispersion
de NPM debido a la interaccién electroestatica [74]. En general, 30 mV es la linea divisora [75]. El
{ puede ser calculado indirectamente de las técnicas experimentales (flujo de corriente, movilidad
electroforética y conductividad eléctrica) usando aproximaciones tedricas. Es aceptado que los
datos de { pueden ser calculados a partir de la movilidad electroforética (pe) utilizando la ecuacion
Smoluchowski, aunque esta no se ajuste bien a particulas pequefias (<10 nm) o con potenciales
de superficie muy altos. Técnicas alternativas han sido propuestas para el calculo indirecto del { a
partir de la pe. La ecuacién de Henry puede corregir las limitaciones del tamafio, pero solo valida
para potenciales bajos. De lo contrario, la teoria general de O ‘Brian y White a resultado en una
ayuda significativa al problema, incluso si se consideran altos potenciales de superficie. En adicion,
la teoria por Ohshima proponiendo expresiones analiticas cubriendo un amplio rango de
parametros en el fenédmeno de electrocinética (por ejemplo, el tamafio de particula y el potencial

de superficie) definitivamente se puede considerar de gran ayuda al calcular el { desde p.[76]. La
e de la particula es calculado primero por: p, = %donde V = velocidad de la particula (um/s), E=

fuerza de campo eléctrico (Volt/cm) — ambas cuantidades conocidas. El T entonces se calcula de

Zereolf (Ka) donde &,.=permitividad relativa/ constante

la pu, por la ecuacion de Henry’s: y, = =

dieléctrica, £,= permitividad del vacio, {= potencial zeta , f(Ka)= funcién de Henry y n= viscosidad



a una temperatura experimental. Cuando la capa eléctrica doble (EDL) es pequefia comparado
con el radio de la particula, el cual se puede deber a particulas grandes (hasta 1um) dentro de

soluciones acuosas a altas concentraciones salinas (102 M), el valor de f(Ka) se toma como 1.5y

&r&od

la ecuacidn de Henry se modifica a la ecuacién de Helmholtz-Smoluchowski (HS): u, = . Por

lo contrario cuando la EDL es mucho mas grande que la misma particula debido a particulas

pequefias (€100 nm) dispersas en bajas concentracion de sal (10°M) el valor de f(ka) se toma

como 1y la ecuacién de Henry se puede modificar como la ecuacidn de Hiickel: u, = ZggflO{ [73].

Caracterizacion Difraccion de Rayos X (XRD):

La difraccidén de rayos X es una técnica poderosa no destructiva que puede ser utilizada para la
identificacion de fase, determinacion de orientacién, medicidon de pardmetros de red, evaluaciéon
de calidad de cristal, y determinacién de estructura cristalina [77]. EL propdsito principal de la
difraccidon de rayos X por cristales es conocer la condicidn particular en la cual los rayos X
dispersados desde los atomos y los rayos X incidentes estdn completamente en fase y se refuerzan
unos a otros para producir un haz de difraccidon detectable. Para este propdsito, el método mas
importante y familiar es dado por la ley de Bragg la cual incorpora el angulo de Bragg. También es
requerido recordar las siguientes dos relaciones geométricas: 1. El angulo entre el haz incidente
de rayos X y la normal al plano de reflexidn es igual a aquel entre la normal y el haz de rayos x
difractados. El haz incidente de rayos X, el plano normal, y el haz de rayos X difractados son
siempre coplanar. 2. El dngulo entre el haz difractado de rayos X y el transmitido siempre es 20 y
este angulo se llama “angulo de difraccidn. Si los rayos X incidentes de longitud de onda (A)
impactan un cristal donde todos los 4tomos estan dispuestos en un arreglo periddico regular con
distancia interplanar d, se detecta un haz de difraccion con suficiente intensidad solo cuando la
“condicién de Bragg” o "Ley de Bragg” es satisfecha. Los rayos X difractados de todos los atomos

en todos los planos son considerados completamente en fase tal que se produce un haz de rayos



x difractados con intensidad apreciable en una direccidn particular la cual satisface la ley de Bragg
(2dSinB=A). El angulo de difraccion 26 de cualquier grupo de planos (h k 1) puede ser medido
combinando la ecuacidn de la ley de Bragg con las ecuaciones de espaciado de planos las cuales
relacionan la distancia por medio de la relacidn entre la distancia de planos adyacentes a los
indices de Miller y parametro de red para cada sistema de cristal [78]. La difraccién de rayos x se
puede realizar para obtener la estructura cristalina de la particula. En un patrén de difraccién, la
intensidad se puede utilizar para medir la proporcidn de éxido de hierro formado en la mezcla,
comparando las intensidades de los picos experimentales y los de referencia [79]. La difraccion de
rayos X también puede revelar el tamafio de cristal, por medio de la ecuacién de Scherrer [80]. El
analisis de Scherrer de la XRD determina el tamafo basado en el ancho del pico de difraccién y
puede ser calculado por la ecuacién T = (KA)(Bcosf)™1, donde K es la constante de la forma
(usualmente 0.89 pero varia con la forma actual del cristal), A es la longitud de onda de los rayos
x utilizados, [ es el ancho de pico a media altura en radianes y 8 es el angulo de Bragg [74]. La
ecuacion de Scherrer es basicamente aplicable a determinar solamente el didametro de
nanoparticulas esféricas (<100 nm) [81].

Espectroscopia de Energia dispersa de Rayos X (EDS o EDX)

A menudo hay una necesidad para la informacién quimica, tal como la composicién quimica local.
Para este propdsito, se requiere cierta respuesta del espécimen que sea sensible al nimero
atémico (Z) exacto de los atomos. Con forme Z incrementa, la carga nuclear aumenta, atrayendo
electrones mas cerca al nlcleo cambiando su energia. Los electrones que son de mayor uso no
son los electrones exteriores (valencia) si no los electrones de las capas internas. Ya que estos
ultimos no juegan un papel en el enlace quimico, su energia no es afectada por los atomos del
alrededor y permanecen indicativos de la carga nuclear y por lo tanto del Z. Cuando un electrén

de una capa interna tiene una transicién de un nivel de energia superior a uno inferior, un fotén



de rayos x es emitido, cuya energia (hf = hc/A) es igual a la diferencia en los dos niveles
cuanticos. Los electrones primarios entrando a una muestra de TEM, SEM o STEM causan una
emision de rayos X, y por la identificacion de la longitud de onda (WDS) o energia de fotones (EDS)
presente, se puede realizar un analisis quimico (mds correcto: elemental) [71]. Este método
bastante exitoso de analisis de rayos X es a menudo popularmente conocido por analisis de
energia dispersa de rayos X (EDAX). Esta técnica utiliza detectores de semiconductores para
clasificar la radiacién x de acuerdo con la energia en lugar de la longitud de onda. El detector, un
disco de monocristal de Si (Li) o altamente puro germanio (HPGe o IG) de 3-5 mm de grosor y un
drea activa entre 10 y 30 mm?, convierte la energia incidente de fotones de rayos x a pulsos de
corriente proporcional a la energia del foton. Estos pulsos son amplificados, digitalizados y
alimentados a un analizador multicanal o a la memoria de una computadora, la cual los almacena
en un sitio apropiado a la altura del pulso. La memoria puede tener 1000 canales cada uno con un
ancho de 10, 20, 40 u 80 eV, por lo que el rango de la energia total cubierto por el andlisis seria
de 10, 20, 40 u 80 keV, respectivamente. El progreso del analisis y su espectro final se imprime en
un monitor de TV, el cual podria estar en monocromatico o a color. En consecuencia, el
espectrometro de energia dispersa es capaz de analizar todo el espectro simultdneamente. En la
practica el rango de energia de 1-10 keV es particularmente util, conteniendo elementos de la
linea KconZde 11 a 32, lineas Lde Zde 30 a 80y lineas M de Z = 62 hacia arriba [70].
Caracterizacion Espectroscopia de Transformada de Fourier de Infrarrojo (FT-IR):

La region infrarroja ocupa solo una pequefia porcidn del espectro de radiacion electromagnética, localizado
entre la regidn ultravioleta mas energética y la regiéon de radio frecuencias de baja energia. En el andlisis del
espectro infrarrojo, es comun reportar la absorcién de bandas en ambas unidades de frecuencia y longitud
de onda. Los centimetros reciprocos (cm™) o nimero de onda son unidades de frecuencia, ya que son
equivalentes a ciclos por centimetros. La regidn infrarroja esta entre 4000-625 cm™ (2.5-16 um), el infrarrojo

cercano es de 12,500-4000 cm™ y el infrarrojo lejano de 625-50 cm™. Un espectrémetro de infrarrojo mide



la absorcion de radiacién infrarrojo de la muestra como una funciéon de la frecuencia de la radiacion [82].
La espectroscopia de infrarrojo es una herramienta importante para sondear varios fendmenos de
ordenamiento y provee informacién no solo de la posicién de iones, sino también de los modos de vibracién
de cristales en general y de ferritas en particular. Es una técnica muy util para deducir investigacion
estructural y la redistribucién de cationes entre sitios octaédricos y tetraédricos de ferritas. Se observan
fuertes bandas de absorcién en el rango de 407 cm™ -654 cm'%, |as cuales son consistentes con el esqueleto
de ferritas para los sitios octaédricos y tetraédricos respectivamente. Generalmente las espinelas tienen
estructuras cubicas centrada en las caras con una gran celda unitaria conteniendo ocho unidades de
formulas. Hay dos tipos de redes para la ocupacion de cationes. Los sitios A y B tienen coordinaciones
tetraédricos y octaédricos, respectivamente. Cominmente los cationes Me*? y Fe*? se distribuyen en ambos
sitios. En espinelas normales, los cationes Me*? ocupan sitios tetraédricos y los cationes Fe*® ocupan sitios
octaédricos. Sin embargo, en la espinela inversa los cationes Fe*® ocupan ambos sitios tetraédricos y
octaédricos, donde los cationes Me*2 ocupan sitios octaédricos [83].

Caracterizacion UV-visible:

En la medicidn de espectroscopio de UV-vis (luz ultravioleta visible), la absorcion de luz como
funcién de la longitud de onda proporciona informacidn acerca de las transiciones de electrones
que ocurren en un material. La fraccion de luz transmitida es descrita por la ley de Berr-Lambert

(L = = 0(N1=N2)l
Iy

), la cual postula que la que la fraccion de luz medida después de la interaccion
con la muestra (I, usualmente medida como transmitancia o reflectancia) contra la intensidad
incidente (/) es dependiente de la longitud del camino de la luz a través de muestra (1), la seccién

transversal de absorcidn (o) de la transicién, y la diferencia en la poblacién del estado inicial (N;)

y el estado final (N,) de los niveles de energia electronicas inicial (E;) y final (E,) Esto es escrito a

menudo simplemente como la ly de Beer: (A = ecl = —log; IL) donde A es la absorbancia, ¢ es
0

el coeficiente de absorbtividad molar del material, ¢ es la concentraciéon de las especies

absorbantes y [ es la longitud de camino de la luz atreves de la muestra. Notese que la intensidad



medida de un sistema real puede ser complejo debido a transiciones que ocurren en multiples
estados iniciales y finales [84]. Si los nanomateriales dispersos en fluidos tienen bandas de
absorcién caracteristicas en la longitud de onda 190-1100 nm, es un método facil y confiable para
evaluar la estabilidad de nano fluidos utilizando espectroscopia de UV-vis [85]. Hay que resaltar
que las nanoparticulas de Fe exhiben una intensa banda de absorcidn en la regién ultravioleta
visible. Su espectro UV-vis conocido como banda de absorcidn del plasmon de superficie es
producido por el movimiento de los electrones de conduccién en las particulas como
consecuencia del campo eléctrico de la luz incidente. Las propiedades de la banda de absorcién
del plasmon de superficie de las nanoparticulas de Fe dependen de su tamano, forma, medio que
lo rodea, acoplamiento de los coloides y solutos adsorbidos [86].

Caracterizacion de Espectroscopia de Raman

Cuando fotones interaccionan con materia, tal como cuando una muestra es iluminada con luz
monocromatica, puede ser reflejada, absorbida, o dispersada. La espectroscopia de Raman
examina esta interaccion entre luz y materia cuando la luz es esparcida. Los electrones en un
atomo pueden ser excitados a un estado virtual o estados excitados. Hay dos tipos de
esparcimientos: eldsticos y no elasticos. El esparcimiento mas comun es la dispersion elastica,
llamada dispersién de Rayleigh, en donde los fotones dispersados tienen la misma longitud de
onda que la luz incidente. Mientras que el esparcimiento no elastico, también llamado dispersion
de Raman, el fotdn incidente interacciona con la materia y su longitud de onda es desplazada a
valores ya sean mas bajos (desplazamiento rojo) o mas altos (desplazamiento azul). En un cristal
perfecto, la ley de conservacién de momento lleva a una regla de seleccién de la dispersién de
Raman de primer orden de un fotdn, gobernada por la ecuacién g = 0, donde g donota el vector
de onda de un fonon. Esto implica que el espectro Raman de un cristal perfecto solo es contribuido

por fonones en el centro de la zona Brillouin. Sin embargo, cuando el tamafio del cristal es



reducido, simetrias traslacionales de materiales cristalinos se pierde. Entonces la regla pasada
(g = 0) ya no es valida. Consecutivamente no solo los modos vibracionales a g = 0 sino tambien
q # 0 contribuyen al espectro Raman. En adicidn, la perdida de simetria en las fronteras de
nanoparticulas también resulta en la aparicién de superficies especificas y contribuciones de
interfases vibracionales. Estos dos factores a menudo son despreciados en la espectroscopia de
Raman de materiales en bulto, pero son muy significantes en nano cristales, donde la
concentracién de fronteras de nanoparticulas es bastante alta. Finalmente, la reduccién en la
dimension de dominios de materia hasta la escala nanométrica también induce un confinamiento
cuantico de las funciones de onda vibracionales y electrénicas. En la mayoria de los casos,
progresivamente hay desplazamientos del pico Raman a energias mas bajas, y la forma de linea
se convierte gradualmente mas ancha y asimétrica (hacia el lado de menor energia) conforme el
tamafio estructural se vuelve mas pequefio. Por lo tanto, las nanoparticulas presentan diferentes
propiedades electrdnicas y vibracionales con respecto a sistemas en bulto [87].

Caracterizacion de Espectroscopia de fotoelectrdn por Rayos X (XPS):

La espectroscopia de fotoelectrones por rayos X (XPS), la cual es también referida como
espectroscopia de fotoemisién por rayos x, es una técnica de analisis superficial que estd basada
en la medicién de espectros de energia de fotoelectrones emitidos de la superficie de un material
bajo irradiaciones con una irradiacién de rayos x suaves monocromaticos. XPS es rutinariamente
utilizado para un anélisis cualitativo y/o cuantitativo de composiciones elementales de superficie

y andlisis quimico o estado electrénico de cada elemento en la superficie de la muestra. Una

caracteristica importante del analisis de XPS es que la técnica es uno de los métodos mas sensibles
de superficie para el analisis de elementos que estan presentes en la superficie de la muestra

dentro de los 1-10 nm [33].



Cuando la energia del foton es mas pequefia que la energia de enlace de los electrones de las
capas internas, el fotdn interacciona con los niveles de valencia de la molécula o sélido, llevando
a cabo una ionizacién y la remocidén de uno de estos electrones de valencia. Dado que existe una
energia de enlace caracteristica asociada con cada orbital atémico del ntcleo para cada elemento,
cada elemento, por lo tanto, dard lugar a un conjunto de picos caracteristicos en el espectro de
fotoelectrén a energias cinéticas determinadas por la energia del fotdn y las respectivas energias
de enlace. Es posible identificar el estado quimico (p. ej. Valencia) cuando la precision del
instrumento es del orden de 0.1 eV. El fendmeno de XPS estd basado en el efecto fotoeléctrico
(Ex = hv — Eg). La energia de enlace (Eg) es dependiente del ambiente quimico del dtomo,
haciendo util la XPS para identificar el estado de oxidacion y ligandos de un dtomo. Dado que las
energias de enlace (Eg) de niveles de energia en solidos son convencionalmente medidos con
respecto al nivel Fermi de un solido, en lugar del nivel de vacio, esto involucra una pequeiia
correccién a la ecuacién (Ex = hv — Eg) con el fin de tomar en cuenta la funcion de trabajo (E},)
del solido. Las energia medidas experimentalmente de los fotoelectrones son aquellas dadas por:
Ex = hv — Eg — Ey, . Estd claro de la ecuacidn que (a) No es posible la fotoemisidn para hv <
Ey, (b) En solidos, no hay foto emisidn de niveles con Ep + Ey, > hv (c) La energia cinetica E de
fotoelectrones aumenta con forme la energia de enlace Eg de un solido disminuye (d) Un rango
de energia cinéticas pueden ser producidas si la banda de valencia es ancha

Dado que las energia de enlace de diferentes niveles (Eg) de un elemento dependen del nivel de
energia, se sigue la siguiente: (a) Para cualquier elemento particular, Eg (1s) > E5 (2s)> Eg (3s) . .
. (b) La energia de enlace de un orbital incrementa con el numero atdmico (Z) del elemento, , Ep
(Na 1s) < Eg (Mg 1s)< Eg (Al 1s). .. (c) La energia de enlace de un orbital no es afectada por efecto
de isotopo, para todos los isotopos de un elemento, la energia de enlace sera la misma [88]. Una

caracteristica del espectro tedrico es que se dividen en dos los orbitales p hasta f. Esto es debido



al acoplamiento entre el spin electrdnico y el momento angular orbital para estos orbitales. Los
orbitales s no se dividen ya que no tienen momento angular. Uno de dos métodos puede ser
aplicado para determinar la magnitud de este acoplamiento, acoplamiento j-j o acoplamiento L-S
(Russell-Sanders). Este ultimo predomina para numeros atémicos debajo de ~20. En el
acoplamiento j-j, la magnitud del momento angular total para un electrén dado es la suma
vectorial de su spin y momento angular orbital. Dado que los orbitales s no tienen momento
angular, los electrones con configuracién en spin-up o spin-Down tienen la misma magnitud de
momento angular. En orbitales p, el acoplamiento de vectores de estado de spin-up o spin-Down
con los vectores de momento angular orbital de +1 da un total de momento angular de 1/2 0 3/2
[69].

Caracterizacion de Propiedades Magnéticas

En magnetismo, hay una distincion fundamental entre las propiedades intrinsecas y extrinsecas.
Las propiedades intrinsecas, tales como magnetizacion espontanea M;, la temperatura de Curie
T.y la anisotropia magneto cristalina, son realizadas a longitud atdmica y escalas de tiempo, pero
describen cristales infinitos. Las propiedades intrinsecas referencian a él origen atémico del
magnetismo e involucran fendmenos cudnticos tales como, intercambio, interacciéon de campo de
cristal, salto interatdmico y el acoplamiento spin-orbita. En contraste, las propiedades magnéticas
extrinsecas, tales como coercitividad H. y la remanencia M, , reflejan la estructura real del iman
(morfologia). Las propiedades magnéticas derivadas del ciclo de histéresis son propiedades
extrinsecas, ya que describen la estructura real del iman [89].

Empezando por subrayar que cualquier material respondera a un campo magnético aplicado. Por
lo tanto, estrictamente hablando, todo siempre es magnético, aunque no en el sentido usual en

el cual usualmente se refiere a cosas como imanes.



Cuando un campo H es aplicado, la induccidn magnética B resultante dentro del material
escribe: B = uo(H + M)

Donde M es la magnetizacion dentro de la muestra y p, la permeabilidad magnética. La
magnetizacion estd ligada al campo aplicado via la susceptibilidad magnética de acuerdo con: M =
xH [90].

La mayoria de los materiales exhiben pequefa susceptibilidad magnética (paramagnetismo) o
inclusive hasta susceptibilidad magnética negativa (diamagnetismo) [40].

La magnetizacién es no cooperativa (diamagnetismo y paramagnetismo) cuando es gobernada
Unicamente por el comportamiento magnético de los momentos magnéticos individuales. Por
otro lado, un arreglo cooperativo (ferromagnetismo, anti-ferromagnetismo, ferrimagnetismo, y
muchos mas) depende en las interacciones entre numerosos (1 mol), momentos magnéticos y, si
imaginariamente removemos un momento magnético del bulto, este Unico ya no es capaz de
describir el comportamiento magnético del conjunto.

Diamagnetismo: Es intrinseco a todos los materiales. Generalmente cuando hay electrones bajo
un campo magnético aplicado externo, la precesién alrededor del nucleo cambia la frecuencia
para promover un campo magnético extra y protegerse del externo. Entonces esperamos una
magnetizacién lineal y negativa en funcién del campo magnético.

Paramagnetismo: este arreglo surge de la polarizaciéon de los momentos magnéticos debido a la
accion de un campo magnético. Sin un campo magnético aplicado hay momentos magnéticos
apuntando hacia todas las direcciones y entonces la magnetizacion es cero. La aplicacién de un
campo magnético promueve una orientacion relativa de los momentos magnéticos,
incrementando el valor de magnetizacidn. A valores altos de campos magnéticos, todos los

momentos magnéticos son paralelos, y la magnetizacién alcanza su valor maximo (saturacion: M)



Ferromagnetismo: Dos pardmetros caracterizan el arreglo ferromagnético, (1) por encima de la
temperatura de Curie (T) se comporta como un sistema paramagnético y por debajo de la T, el
sistema tiene una magnetizacion espontanea. (2) El valor de saturacién de la magnetizacion (Ms)
es analogo al caso de paramagnetismo, mide la suma aritmética de todos los momentos
magnéticos paralelos.

Anti-ferromagnetismo: Considerando dos arreglos magnéticos: M, y Mg, de la misma magnitud.
Cada uno es ferromagnético. La diferencia es que M, esta orientado en sentido opuesto a Mg.
Ferrimagnetismo: En este caso dos arreglos tienen diferentes valores de momento magnético
(M4 # Mpg) en parallo y en sentidos opuestos [91].

Los efectos Unicos inducidos por la nano escala distinguen el magnetismo de los nanomateriales
de sus contrapartes en bulto. Cuando un material es cortado a dimensiones mas pequefias, el
numero de dominios magnéticos incluidos en el material es disminuido y la coercitividad es
incrementada. Cuando el tamafio se acerca a un valor critico, el material solo puede soportar
dominios magnéticos individuales y el comportamiento magnético de este material uni-dominio
depende principalmente de la rotacion de magnetizacién. Dependiendo de las caracteristicas
magnéticas, el tamafo de uni-dominio puede ser de decenas, centenas o hasta miles de
nanémetros. Cuando las dimensiones del material contindan encogiéndose debajo del tamafio de
uni-dominio, los atomos superficiales y la temperatura empiezan afectar drasticamente el
comportamiento magnético y el material puede convertirse en superparamagnético a
temperatura ambiente en tal caso pude ser magnetizado como un material ferromagnético, pero
su direccion de magnetizacion es aleatorizada por agitacidon térmica, mostrando magnetizacion
remanente nulay ninguna coercitividad. La resistencia al cambio de magnetizacidon en un material
(coercitividad) es una medida principal para la suavidad magnética. Materiales magnéticos suaves

requieren facil cambio de magnetizaciéon durante el uso, por lo tanto, valores pequefios de



coercitividad (menos de 400 Am-1 o 5 Oe) son deseables. La saturacion de magnetizacion es otra
figura de mérito, donde valores mds altos son preferentes, resultando en menos material
necesitado para un componente dado. Estas dos cantidades pueden ser determinadas de un
experimento de ciclo de histéresis utilizando una técnica cuasi estatica (magnetémetro de

muestra vibrante) [40].

Hipotesis
« Ho: El método de sintesis US-RP genera nanoparticulas magnéticas de Fe304
e H1: El método de sintesis US-RP no genera nanoparticulas magnéticas de Fe304

Experimental
Preparacion de Nanoparticulas de Fe3Oa.

Sintesis de nanoparticulas de Fes04

Las nanoparticulas de Fes04 se sintetizardn por un método de precipitacion asistido por
ultrasonido (US-RP). Se mezclara una solucién de 5.0 mL de 1.0 mol/L de FeCl; con 10.0 mL de 0.5
mol/L de FeSO,.La solucion mezclada de Fe2+/Fe3+ se agregara por goteo a 20 mL de 3.5 mol/L
de agua de amonio a 60 °C bajo irradiacion de ultrasonido, la cual se lleva a cabo a 25 kHz con un
poder de 140 W (KQ-200KDE, China). Después de 30 min de reaccidn, las nanoparticulas de Fes04
de color negro generadas se recolectan por separacion magnética, se lavan con agua hasta
obtener pH neutro, y se redispersan en 50 mL de agua [60].Se filtran por vacio con un filtra de 220
nm con exceso de agua y se pasan a un horno a 100 °C por 5 min.

Caracterizacion de Nanoparticulas de Fe3O4

Caracterizacion por UV-Vis de Nanoparticulas de Hierro

Los espectros de UV-Vis se obtuvieron con el espectrofotometro UV-Vis DR 6000, HACH. Las
siguientes soluciones fueron analizadas en el espectrofotometro; 1 ml de nanoparticulas
suspendidas en 50 ml de agua se aforo a 10 ml, soluciones de 0.01M de FeSO, y FeCl; por separado.

La comparacién de espectros se realizd dispersando nanoparticulas a una concentracién final de



2.5 mg/L en etilenglicol, n-propanol [86], agua destilada ( TMAH 9.3 mg/mL & 1 mM NacCl) [92] y
agua HPLC. Antes de cada lectura se ambienta la celda previamente lavada y se utiliza como blanco
una solucidn sin nanoparticulas. La energia de band gap para las transiciones directas e indirectas
fue calculado de los espectros de UV-Vis utilizando la expresion de Davis y Mott [93].
Caracterizacion de FT-IR

Se obtuvo el espectro de IR a partir del polvo de nanoparticulas utilizando el equipo Nicolet 1S10
Thermo Scientific FT-IR con ATR.

Caracterizacion de espectroscopia de Raman

El espectro Raman fue medido con un microscopio Raman confocal (alpha300R; WITec) utilizando
un laser Nd: YVO4 con una longitud de onda de excitacion de 532 nm con potencia de 0.26 uW.
La dispersidon Raman se obtuvo con un objetivo de 100x, ambas rejillas de 672 lineas mm™ (4cm"
1)y 1800 lineas mm™ (1 cm™) y con una velocidad de adquisicion de espectros puntuales de < 10us
de 10 s y 10 acumulaciones. Los centros de los picos Raman se obtienen por medio del ajuste
Lorentziano [94].

Caracterizacion de Microscopia Electrénica de Barrido (SEM)

Las muestras fueron nano estructuralmente caracterizadas utilizando un microscopio electrénico
de barrido de emisidon de campo (SEM; JEOLI7600F, Tokio, Japdn) con un voltaje de aceleracién
de 1 keV y electrones secundarios.

Caracterizacion de tamafio de particula (DLS) y Potencial Zeta

La dispersidn de nanoparticulas resuspendida a 5 ppm en agua destilada con una concentracién
de 0.0093 g/mL de TMAH y 1 mM de NaCl, [92] tanto para las lecturas del diametro hidrodinamico
(Dn) y potencial zeta. El Dy se mido por medio de DLS con el equipo Zetasizer Nano ZS de Malvern

Instruments; la distribucion de tamafio se reporta en intensidad. El potencial zeta se midié con el



mismo equipo Zetasizer Nano ZS en un rango de pH de 3 a 12 ajustando con HCl y NaOH. Las
celdas se lavaron con agua regia y alcohol, las celdas se ambientan antes de cada lectura.
Caracterizacion de Difraccion de rayos X (XRD)

El polvo secado de nanoparticulas de FesO, fue caracterizado por difraccion de rayos X (XRD)
utilizando el equipo Bruker D8 Advance diffractometer (Bruker Co., Billerica, MA, USA), con
radiacion de Cu Kal, A = 1.5406 A a 30 mA y 30 kV, con pasos de 26 de 0.02° por 1.2004 s por paso
desde el angulo de Bragg de 15° a 75° (20). La ecuacion de Scherrer se utilizd para estimar el
tamanfio del cristal con al ancho del pico maximo a media altura (FWHM) del pico maximo
correspondiente al plano (311) [95].

Caracterizacion de Espectroscopia de fotoelectron por Rayos X (XPS)

Caracterizacion de Magnetometria de Muestra Vibrante

Las propiedades magnéticas de la curva de magnetizacién se determinaron por la gréfica de
magnetizaciéon (emu g?) en funcién del campo aplicado H obtenidas a 300 Ky 3 T con un
magnetémetro de muestra vibrante (VSM) en un Quantum Design MPMS3 [56].

Caracterizacion de Punto de Curie por Andlisis Termogravimétrico

Una aproximacion de la transicion magnética se puede explorar utilizando un iman debajo de la
muestra durante un analisis termogravimétrico (TGA) para determinar la temperatura de
transicion magnética [96]. Los termogramas para establecer la temperatura de Curie fueron
obtenidos por andlisis termogravimétrico magnético en una termobalanza TA modelo Q5000 con
un iman permanente [97], hasta una temperatura de 950 °C con una rampa de 10 °C min. ! bajo

una atmosfera inerte de Ar [98].



Resultados y Discusiones
Sintesis y Caracterizacion de Nanoparticulas de Fe304

Sintesis de Nanoparticulas

Los Oxidos de hierro existen en muchas formas en la naturaleza, siendo magnetita (Fes0a),
maghemita (y-Fe,0s3), y hematita (a- Fe,03) los mas comunes. La Magnetita es conocida como
Oxido de hierro negro y presenta el magnetismo mas fuerte que cualquier oxido de metal de
transicién [99].

En la figura 1a se observa una solucidn acuosa con el nanomaterial de color negro sintetizado por
la técnica US-RP, posteriormente se acercd un iman durante un minuto observando la propiedad
magnética del nanomaterial (Fig.1b).

La caracterizacién de las nanoparticulas magnéticas se realizé por espectroscopia ultravioleta-
visible (UV-Vis). En la figura 1c se muestran los espectros de UV-Vis correspondientes a los
reactantes (curva a y b) y el nanomaterial sintetizado (curva c), se observa claramente que el
producto tiene un espectro totalmente diferente al de los reactantes utilizados y no presenta una
sefial maxima obvia. El espectro obtenido por el nanomaterial sintetizado es similar a lo reportado

por Gan et. al. [100] el cual presento un espectro de UV-Vis de nanoparticulas de Fe30..
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Figura 1: Separacion magnetica del producto negro generado suspendido en agua sin (a) y con (b) con campo magnético. Espectros
de UV-vis (c) de los reactivos utilizados: FeSO4 (curva a), FeCls (curva b) y Fe3s04 MNP (curva c). Comparasion de espectros de UV-
vis de nanoparticulas magnéticas de Fe3O, dispersas en diferentes medios: etilenglicol (M), n-propanol (@) TMAH 9.3 mg ml* &
1 mM NaCl (A) y agua destilada ( V).

Espectroscopia de UV-vis

Khordad, R. (2016) propone por simulaciones que las nanoparticulas de Fes;0O,4 dispersas en
etilenglicol y n-propanol, generan un espectro de absorcion de UV-Vis con pico maximo
dependiente del tamafio de particula [86]. Jun-Dong, H et al. (2010) demostré que con una
solucién de TMAH 9.3 mg/ml & 1Mm NaCl se obtiene suficiente fuerza de repulsion (repulsidn
electroestatica y repulsién estérica) para contraponer la atraccion magnética [92].

En la figura 1d se presenta el espectro obtenido de las nanoparticulas sintetizadas dispersas en
etilenglicol( curva a), n-propanol (curva b), TMAH 9.3 mg/ml & 1Mm NaCl (curva c) y Agua (curva
d),el espectro muestra un pico de absorbancia en la regidn ultravioleta a la longitud de onda de
215 nm (curva ay c¢) y 221 nm(curva b y d) muy parecido a lo obtenido por Awwad et al (2012)
donde el pico maximo estd cercano a los 230 nm [101]. La magnetita es un 6xido de hierro el cual

presenta hierro en sus dos estados de oxidacidn, este material presenta una banda de absorcion



de UV-Vis a los 300 nm debido a una transicién de cationes de los sitios octaédricos y tetraédricos
[102]. Varias propiedades Opticas dependen del tamaifio de la nanoparticula, al disminuir el
tamafio de la particula la absorcion maxima se encuentra en una longitud de onda mas corta;
donde se observa un desplazamiento azul. De igual manera es importante reconocer que a mayor
distribucidn del didmetro de particula promedio se obtiene una absorbancia maxima mas ancha
y con menor distribucidn del tamafio de particula promedio se obtiene una absorbancia maxima
mas estrecha [34]. Esto explica el ancho de los picos de los cuatro espectros al igual que el
desplazamiento del punto maximo en la curva a y ¢ ya que presentan una mayor dispersién por
efecto del etilenglicol, el cual actia como agente dispersante, y el surfactante TMAH

respectivamente.

*Energia directa e indirecta de Band gap
Al graficar (hva)1/2 y (hva)2 en funcion de la energia del fotén(hv), la energia 6ptica del band gap

para transiciones indirectas y directas fue determinado, respectivamente. Los valores respectivos
para los polvos son obtenidos al extrapolar (hva)1/2 = 0 para transiciones indirectas y (hva)2 =0
para transiciones directas como se muestra en la Fig. 2. En la tabla 2 se muestran nuestros
resultados comparados con los de El-Diasty et. al. [93] y El Ghandoor et. al. [103], |a diferencia
puede ser atribuida al efecto de tamafio cudntico donde el tamafio de la particula afecta su
energia de band gap [93] . La energia de band gap de los nanomateriales es inversamente
proporcional a su tamafio. Es facil decir que las energias de band gap de nanomateriales puede

ser controlado al controlar su tamafio [103].
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Figura 2: Determinacion de la energia dptica de band gap para la transicion (a) indirecta y (b) directa de las MNP (nanoparticulas
de Fe30,) dispersas en agua (), EG(®), TMAH (A) y n-propanol ( V).

Tabla 2. Band gaps (eV) directas e indirectas calculadas en diferentes medios

MNP EG n-Propanol Agua TMAH Referencia
2.47 2.88 3.8 4.12 2.87[93]
Directa
5.27 5.32 5.4 5.57 5.5[103]
242 2.82 3.78 3.86 1.92 [93]
Indirecta
5.16 5.24 5.32 5.46 5[103]
Espectroscopia de FTIR

Las nanoparticulas de Fes04 presentan un espectro infrarrojo con una vibracién caracteristica a el
numero de onda (cm™) de 640 cm™, 1630 cm™ y 3400 cm® caracteristicos del enlace Fe-O, H,0 y
O-H respectivamente. La banda dividida en dos a 640 cm™ es caracteristica de nanoparticulas de
FesO, [104]. En la figura 3a se muestra el espectro de IR de las nanoparticulas de hierro
sintetizadas, en donde se muestran dos picos cercanos a 630 cm-1y 598 cm™ correspondientes al
enlace Fe-O, de igual forma se observan el estiramiento de enlace O-H en la banda de 3362 cm
y la deformacién del enlace H-O-H en 1633 cm-1. Las demés bandas presentes entre 816 cm™, 972
cm?ty 1115 cm?se deben a otras especies de hidréxidos de éxido de hierro presentes en la

superficie de la nanoparticula [105]; los cuales pueden ser lepidocrocita (751 cm™, 795 cm™, 892



cm?, 1022 cm™?, 1157 cm™?), akaganeita (900 cm?), goetita (788 cm™?, 1018 cm™), schwertmannita
(1040-1070 cm®, 1110-1140 cm™). [102] [106]

Espectroscopia de Raman

La magnetita es un pobre dispersor de Raman, particularmente debido a la baja potencia de laser,
la cual es requerida para evitar a la muestra de padecer de una transformacion de fase inducida
por el laser [107]. Potencias de iluminacidn muy bajas son requeridas para evitar la
transformacion de estructuras de magnetita a estructuras de hematita. Con la potencia de
iluminacion 0.2 mW, las tipicas firmas Raman de la estructura de magnetita (picos caracteristicos
fuertes 660-700 cmy topes pequefios caracteristicos a 300 & 540 cm™) son obtenidos. El segundo
orden (relacionado al caracter de resonancia del espectro Raman bajo excitacidn verde) presenta
picos a ~1400 cm™ es esperado para materiales como magnetita puros [108]. En la Fig. 3b se
muestra el espectro Raman y la deconvolucion de los picos correspondientes a 344 cm™®, ~ 540

cm?, entre 660y 700 cm™ y ~ 1400 cm™.
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Figura 3: Espectros de las MINP sintetizadas: (a) ATR FT-IR y (b) Espectro Raman



Difraccion de Rayos X

El difractograma de XRD de las nanoparticulas de FesO4 sintetizadas se presenta en la fig.4a donde
se observan los picos de difraccion los cuales pueden ser indexados a una estructura espinela
inversa de nanoparticulas de Fe304 de acuerdo con la literatura (JCPDS No. Tarjeta 19-0629). Los
picos intensos y nitidos sugieren que los cristales de Fes04 son altamente cristalinos. Sin embargo,
el ancho de los picos de reflexidn se debe al tamafio de particula en el dominio nano [109]. En la
Tabla 3 se observa de mejor manera como los picos e intensidades del difractograma, y las
distancias Inter planares se asemejan a los de la Tarjeta JCPDS 19-0229. La aplicacién de la
ecuacién de Scherrer al pico (311) con 26 de 35.58° de las nanoparticulas de magnetita indico que

el tamano de los cristales es de 15.57 nm [110].

a

Fe O, NP
= Fe0,00-019-0629

(311)

Intensidad (a.u.)
° ° -

°
b

= 22)
= (511)
s (440)
e

=

=

=

S —=e (20
=
—_— (400)

Size Distribution by Intensity

roent)

Intensiy (Pe

Figura 4: Identificacion de fase y tamafo de MNP: (a) difractograma de rayos X, (b) distribucidn de diagmetro hidrodindmico (Dh)
por la técnica de DLS y (c) Imagen de microscopia electrénica de barrido (SEM) con histograma de distribucion de tamafio de

particula.

Tabla 3. Comparacion de tarjeta JCPDS 00-019-0629 y nanoparticulas de magnetita (Fes0a)

sintetizadas

260 20 d(A) d(/"\) |
JCPDS Muestra JCPDS Muestra JCPDS

Formula JCPDS |Muestra H K L




Fes04 00-019-0629 30.10 30.14 2.97 2.96 30 32.55 2 2

35.42 35.58 2.53 2.52 100 100 3 1
43.05 43.28 2.10 2.09 20 28.43 4 0
53.39 53.58 1.71 1.71 10 15.93 4 2
56.94 57.26 1.62 1.61 30 30.9 5 1
62.52 62.8 1.48 1.48 40 40.25 4 4

Tamaio y Morfologia de Particula

El analisis por DLS mostrd que las nanoparticulas sintetizadas presentan un Dy de 350 nm con una
Des. Std de 83.10 y un PDI (indice de poli dispersién) de 0.402 (fig. 4b). En la fig. 4a y fig. 4c se
muestra la difraccién de rayos X (XRD) y SEM del cual se obtuvo un tamanio de cristal de 15.57 nm
y 16.7 nm respectivamente. Wang, Nan, et al. (2010) publico que sintetizaron nanoparticulas
magnéticas de tamano de 16.5 nm, 15 nm y 345.5 nm por el método de XRD, SEM y DLS
respectivamente [60]. La dispersidn y la prevencidn de aglomeracion se debe al balanceo de tres
fuerzas de atraccion primarias: 1) Fuerzas a tractoras magnéticas; 2) fuerza gravitacional; 3)
fuerzas de van der Waals [111]. En la ausencia de estabilizadores, aglomerados de magnetita se
agregan y facilmente salen de suspension. El ritmo de agregacién y sedimentacién son
dependientes en la concentracidn de particulas y las condiciones acuosas tales como pH y fuerza
idnica [112]. En la Figura 5 muestra por medio de DLS cédmo se presenta aglomeracién de las

nanoparticulas, ya que, va aumentando el tamafio conforme pasa el tiempo entre una lectura y



otra hasta quedar totalmente aglomerada. En las fig. 6-9 se muestran el comportamiento
anteriormente descrito de las NPM, en imagenes de SEM.
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Figura 5: Mediciones de DLS comprobando agregacion de MNP (nanoparticulas de Fe304) conforme pasa el tiempo.
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Figure 6: Imdgenes de SEM con una aceleracion de electrones de 1 kV de las MNP (nanoparticulas de Fe304) con aumento de (a)
10,000y (b)10,000.



— lpm IIM-UNAM L 100nm IIM-UNAM
1.00kV SEI GB_HIGH WD 4.3mm X 1.00kV SEI GB_HIGH WD 4.3mm

— 100nm IIM-UNAM — 100nm IIM-UNAM
X 100,000 1.00kV SEI GB_HIGH WD 4.3mm X 200,000 1.00kV SEI GB_HIGH WD 4.3mm

Figura 7: Imdgenes de SEM con una aceleracion de electrones de 1 kV de las MNP (nanoparticulas de Fe304) con aumento de (a)
25,000, (b) 50,000, (c) 100,000 y (d) 20,000.
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Figura 8: Imdgenes de SEM con una aceleracion de electrones de 1 kV de las MNP (nanoparticulas de Fe304) con aumento de (a)
25,000, (b) 50,000, (c) 100,000 y (d) 20,000.
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Figura 9: Imdgenes de SEM con una aceleracion de electrones de 1 kV de las MNP (nanoparticulas de Fe304) con aumento de (a)
25,000, (b) 50,000, (c) 100,000y (d) 20,000.

Medicion de Potencial Zeta

En sistemas acuosos, las particulas de 6xido de hierro estan hidratadas, y los grupos Fe-OH
recubren completamente su superficie. Los dxidos de hierro hidratados tienen una naturaleza
anfdtera [113]. Dependiendo del pH de la solucidn, la superficie de la magnetita serd positiva o
negativa, el punto isoeléctrico (IEP) se observa a pH 6.8 [79]. La superficie del dxido esta cargada

positivamente a un pH por debajo del PCZ y con carga negativa por arriba [114]. En la fig. 10 se



observa que el IEP de las nanoparticulas de Fes;0, sintetizadas se localiza entre los valores de pH

(6.5-7.3) anteriormente publicados, utilizando TMAH como surfactante. [115] [116]
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Figura 10: Localizacion del punto isoeléctrico (IEP) de MNP (Fes0,) atreves de mediciones de potencial zeta, a diferentes valores
de pH en una solucion de TMAH 9.3 mg mL* & 1 mM NaCl.

Caracteristicas Magnéticas por VSM y Temperatura de Curie por TGA

En la figura 11a se muestra la curva de magnetizacion de VSM obtenido a 300 K correspondiente
a las nanoparticulas de Fes04 las cuales presentan una saturacion de magnetizacion (Ms) de 76.89
emu/g al mayor campo magnético medido, una coercitividad (Hc) y remanencia magnética (Mg)
practicamente de 0 Oe y 0 emu/g y ningin ciclo de histéresis. Las nanoparticulas
superparamagnéticas no presentan ciclo de histéresis en la curva de magnetizacion con ambos
remanencia y coercitividad siendo cero [117]. La falta de saturacién de magnetizacidon a campos
altos es debido al efecto de particulas pequefas y area superficial grande, lo cual lleva a spin
canting. El valor de Ms es ligeramente menor (15.11 emu/g) a él reportado para Fes04 bulto (92
emu/g a temperatura ambiente) lo cual se asigna a efectos de superficie como spin canting [118].
En la figura 11b se muestra el TGA de las nanoparticulas de Fes0, con un campo magnético
externo, donde se observa una disminucion del peso (o fuerza) cerca de 530.26 °C el cual se le
atribuye a punto de Curie de Fe304[119]. El punto de Curie de Fe30;es de 858 °K (~584.85 °C)
[120]. El punto de Curie (Tc) de nanoestructuras magnéticas es complicado. Por definicion el punto
de Curie es una singularidad y por lo tanto no es posible definir un Tc exacto bien definido en una

nanoparticula. Cuando una o mas dimensiones en un sistema son extremadamente pequefias



(debajo de 50 nm), el crecimiento de la longitud de la correlacidn de spin eventualmente sera
limitada a la dimensidon mas pequefia y el sistema presentara una temperatura de transicion Tc
reducida siguiendo la relacidon de escalamiento de tamario finito. El efecto es conocido como

escalamiento finito de tamano [40] [121].
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Figura 11: Curva de magnetizacion (a) obtenida por magnetometro de muestra vibrante (VSM) a 300 K y determinacion del punto
de curie por analisis termogravimetrico magnetico (b) de MNP (Fe30,)

Conclusiones:
La sintesis de nanoparticulas de Fe3s04 por medio del método US-RP con las siguientes

caracteristicas: color negro, semiconductoras, composicion quimica de FesQ,, cristalinas,

esféricas de ~15 nm, anfdteras y superparamagnéticas.

Capitulo 3 : Purificacion de MAP3773C

Introduccién
La adsorcidn es convencional pero un importante proceso de separacién [122]. La adsorcion de

moléculas orgénicas y biomoléculas en una interfase sélido/ liquido de superficies inorgénicas es

un fendmeno comun en la naturaleza y se dice haber influenciado el origen de la vida. Varias



industrias usan estos procesos termo/quimicos incluyendo tratamientos de aguas residuales,
mineria, produccidon de comida y purificacién de farmacéuticos. Usualmente la formacién de
enlaces covalentes y por lo tanto un cambio del estado quimico del adsorbato puede ser
diferenciado de la fisisorcidn, la cual se basa en mecanismos de unién mas débiles como puentes
de hidrogeno, interacciones dipolo/dipolo, dipolo/dipolo inducido o inducido dipolo/inducido
dipolo. La habilidad para disefiar las superficies de materiales, las cuales pueden prevenir, facilitar
o, generalmente , controlar la adsorcion de biomoléculas de la fase acuosa, pueden ser aplicadas
en multiples sectores de la industria o investigacion [123].

La bioseparacidon magnética es una tecnologia en desarrollo y principalmente aplicado al campo
de separacion. El fundamento de este método es utilizar particulas magnéticas para unir las
moléculas blanco via ligando para formar un complejo que puede ser separado de la solucién en
bulto con un gradiente de campo magnético. Sus aplicaciones incluyen inmovilizaciéon de enzimas,
ordenacion celular, adsorcion de proteinas y purificacién, desprendimiento de acido nucleico, y
entrega de farmacos [124].

Recientemente, la preparacion y aplicacion de nanoparticulas ha sido de gran interés por sus
propiedades fisicas y quimicas inusuales debido al tamafio extremadamente pequefio y gran area
superficial. Las nanoparticulas no porosas pudieran satisfacer los requerimientos anteriores. Sin
embargo, debido a que las nanoparticulas son tan pequefias, los procesos adsortivos pudieran ser
llevados a cabo en un sistema de suspensién en agitacion en vez del empaquetamiento
convencional. Para facilitar la recuperacidon y manipulacion de las nanoparticulas, un método
prometedor es el de incorporar magnetismo a las nanoparticulas [122].

Las particulas magnéticas de tamafio nano pueden ser producidas con grandes areas superficiales

presentando una alta capacidad de adsorcidon para proteinas. Por lo tanto, puede ser Util sintetizar



particulas magnéticas en el tamafio nano con areas superficiales grandes y utilizarlas como
portadores adecuados para la adsorcion/ desorcidn de proteinas [124].

La adsorcién basada en adsorbentes magnéticos es ahora reconocido como una técnica efectiva
y econdmica debido a su alta calidad, regeneracion y propiedades de separacion magnética [125].
Las nanoparticulas de ferrita tienen una gran area superficial y presencia de fuerzas no
balanceadas en la superficie ideal para la adsorcién [53]. Recientemente, las nanoparticulas de
oxido de hierro, particularmente nanoparticulas de magnetita (MNP) con la formula FeO-Fe,03 o
Fes04, han emergido como adsorbentes nuevos en la nanotecnologia para el tratamiento de aguas
residuales y muchas otras aplicaciones como biomedicina, ciencia de materiales y ciencias
biolégicas [126]. La magnetita o ferrita de hierro ha sido usada para separar una variedad de
sustancias como especies de metales disueltos, materia particulada, materiales organicos vy
biolégicos [127].

La aplicacidn de las nanoparticulas de magnetita se extiende desde catdlisis como catalizador o
acarreador de material, el uso como almacenaje de energia o media hasta implementaciones
medicas como tratamiento por hipertermia, agentes de contraste o materiales acarreadores para
la entrega de farmacos y el uso como adsorbente reversible en la purificacién de biomoléculas.
Para el procesamiento posterior en la biotecnologia, biomoléculas conteniendo secuencias de
péptidos, con una afinidad de unidn especifica al adsorbente, tal como la etiqueta His pueden ser
usados para la separacion de la molécula blanco de una suspensiéon compleja. En el caso de la
etiqueta His, el acoplamiento reversible covalente de multiples moléculas de histidina a iones

divalentes como Ni,* es usado como mecanismo de unidén [123].



Justificacion
Purificacion de MAP3773c con nanoparticulas de Fes0a
Entre las varias técnicas de purificacion, la cromatografia de afinidad de metal inmovilizado y la

cromatografia de afinidad de 6xido de metal han sido utilizadas para selectividad y confiable
separacion de proteinas con etiqueta de histidina basado en la interaccion de metal de
coordinaciéon entre histidina y iones de metales de transicién. En el caso de los sorbentes IMAC,
el ion de metal divalente (Ni**, Co%, Cu?* 0 Zn?*) tiene constantes de afinidad modestas y mayor
estabilidad de ligando comparado con ligandos de afinidad bioespecificos [128]. La cromatografia
de metal inmovilizado ha sido considerada como uno de los acercamientos mas efectivos para la
separacion de proteinas etiquetadas con His, lo cual estd basado en la formacién y disociacién de
los enlaces de coordinacién entre el residuo consecutivo de seis histidinas (6xHis) y iones
metalicos bajo diferentes condiciones [39].

Las MNPs han recibido una atencion considerable por diferentes propiedades importantes que
poseen: grandes proporciones superficie/volumen, alta eficiencia, y baja toxicidad. El
pretratamiento de mezclas de complejos con sedimentacion vy filtracién pueden ser eliminados
usando tecnologias magnéticas. Los adsorbentes convencionales tienen didmetros en el rango de
sub-micras a micras, y tienen enormes porosidades internas para asegurar una adecuada darea
superficial para la adsorcién. La limitacién de difusién dentro de las particulas porosas lleva a una
disminucién en la proporcién de adsorcion y la capacidad de disponibilidad de proteina. Por lo
tanto, un adsorbente con alta capacidad y baja resistencia de difusién seria lo deseado para la
adsorcién de biomoléculas. Cuando se usan nanoparticulas, el proceso adsortivo puede ser
realizado en una suspensidn en agitacion en vez del empaquetamiento convencional ya que las
nanoparticulas presentan una disminucidn de alta presién. Comparado con los aislamientos
convencionales, las ventajas de la separacién magnética son atribuidas a su velocidad, precisién,

y simplicidad. En adicién, las MNP pueden ser facilmente recuperadas y regeneradas, aun en la



presencia de contaminantes coloidales, y los problemas de abordaje de membrana en la
microfiltracién y los cambios de presidn en cromatografias pueden ser reducidos al usar
separaciones magnéticas [129].

La purificacién de ligandos es una técnica donde una molécula usada como diana es inmovilizada
en un soporte sélido y para separar ligandos de mezclas complejas. Sin embargo, las moléculas
dianas adheridas deben tener una afinidad tan fuerte como sea posible para interaccionar con las
moléculas de interés. Si la molécula adherida a la superficie de las MNP posee afinidad para
interaccionar con el producto de interés, esto facilita la separacion. Ambos mecanismos de
adsorcién y elucion son gobernados por las propiedades superficiales tales como electrostaticas,
hidrofébicas y enlace-H entre MNP y biomoléculas. Para la adsorcidn, estas interacciones pueden
resultar en fuerzas atractivas, mientras que, en la elucidn, las fuerzas repulsivas son activadas
[130]. Es por esto, que nuestro agente de afinidad para histidina de la proteina recombinante con
etiqueta de histidina serian las nanoparticulas magnéticas.

La purificacidon de una proteina recombinante con etiqueta de histidina por medio de MNPs sin
algun agente de afinidad es una idea atractiva, dado que se sabe que la histidina tiene cierta
afinidad por metales divalentes y las MNPs poseen gran drea superficial. Este trabajo permitiria
explorar métodos nuevos para la purificacion de proteinas con nanoparticulas magnéticas sin
agentes de afinidad y sin un soporte cromatografico, generando una aportacion a la biotecnologia.
Ademas, el disefiar y producir las nanoparticulas magnéticas sin algin agente de afinidad favorece
a la disminucién en los tiempo de produccion y costos.

El utilizar nanomateriales magnéticos para la purificacidon de dichas proteinas es un método muy
viable ya que esta totalmente comprobado que las proteinas pueden tener afinidad por las
nanoparticulas (efecto corona) en ciertas condiciones. Esta propiedad magnética se puede

aprovechar para reducir considerablemente el tiempo de purificacion una vez que se conozcan



las caracteristicas y las condiciones éptimas para una interaccidon nanoparticula-proteina. La
purificacién de una proteina tipo Fur (afinidad por hierro) y/o con etiqueta de His, por medio de
nanoparticulas de hierro que se conoce que son magnéticas (bioseparacién magnética), permitiria
una interaccién MNP-proteinay favorecer la purificacion del complejo formado y decantar el resto

solo por decantacion magnética.

Objetivo General:
Utilizar nanoparticulas de ferrita de hierro como adsorbente para el aminoacido de L-His y

proteinas que presenten este aminodcido y su uso como agente de purificacién.

Objetivos Especificos:

e Observar la interacciéon de las nanoparticulas con L-histidina a distintos pH.

e Observar el efecto de la concentracién de de L-His en la interaccidon con nanoparticulas.

e Observar el efecto de la concentracién de nanoparticulas en la interaccién con L-His.

e Observar la interaccién de nanoparticulas con L-His por medio de espectroscopia ATR FT-IR.
e  Purificar MAP3773c con nanoparticulas de hierro.

e Proponer un método de purificacidn de MAP3773c con nanoparticulas de hierro.

Antecedentes
Purificacion de Proteinas con Nanoparticulas Magnéticas de Hierro

Diversas técnicas de bioseparacidén han sido propuestas como alternativas avanzadas a los

clasicos métodos de separacion: precipitacion, centrifugacion, cromatografias y separacion de
ligandos. Entre estas, la separacion de ligandos es una técnica donde el blanco es inmovilizado
en un soporte sdlido y usado para separar ligandos fuera de la mezcla compleja. La separacién
de ligandos consume mucho tiempo lo cual se puede evitar con la bioseparacidon magnética, ya
que todos los pasos para la bioseparacion magnética se puede llevar a cabo en un solo tubo de

ensayo [130]. Por ejemplo: Li et al. (2016) utilizo MNPs de Fe30,/Cu-apatita para purificar



thioredoxina 9 con etiqueta de Histidina directo del lisado celular [39], Rashad et al. (2017)
utilizo MNPs de MnFe,0,-SiO,-Ni-Salen para purificar la Proteina-A con etiqueta de histidina
[131] al igual que MINPs de Fe;04-Histidina-Ni para purificar la proteina-A con etiqueta de
histidina directo del extracto celular [132], Gadke et al (2016) utilizo MNPs funcionalizadas con
3-glicidoxipropil-trimetoxisilano con grupos acoplados de acido nitrilotriacético (GNTA-SPION)
directamente de los cultivos celulares para purificar la proteina-A [133]. Fernandes et al. (2016)
utilizo nanoparticulas magnéticas funcionalizadas con affitin antilisozima (MNP-H,4-Ct) y affitin
anti-lgG (MNP-D1Sso7d-DM-Ct) para purificar lisozima y anti-lgG de extracto celular de E.coli y
solucidon de anti-IgG de plasma humano [134], Liu et al. (2017) utilizo MNPs funcionalizadas de
Fes0s-arginina para purificar nattocinasa de una solucién nattocinasa [129]. Guo et al. (2017)
utilizo MNPs de Cu- Fe304-CNC (donde CNC significa nano cristales de celulosa) para separar
lisozima de una solucion acuosa [135]. Por ultimo, Schwaminger et al. (2019) utilizo MNP

desnudas para purificar GFP-6His a partir del extracto celular [136].

Hipotesis
* Ho: Alto rendimiento de purificacién de Map3773c por medio de una bioseparaciéon magnética
con nanoparticulas de hierro

* H1: Inexistente purificacién de Map3773c por medio de una bioseparacién magnética con
nanoparticulas de hierro.

Experimental
Caracterizacién de Complejo de nanoparticulas de Fe304-Histidina

La interaccion de histidina con las MNP fue caracterizada por espectroscopia UV-Vis y ATR FT-IR.
Se realizaron tres series a pH 3 (Glicina-HCI 0.1 M) , 7.4 (Buffer PBS) y 11 (NH3 0.1 M) de cinco
soluciones a 60, 50, 25, 10 y 5 ppm de L-histidina y a 10 mL se le agregaron 10 mg de MNP [137].
La interaccidon observada al mantener la concentracién de MNP constante dio pie a reducir la

concentracién de MNP con la menor concentraciéon de L-histidina para observar una mejor



resolucidn de la interaccidn. Se realizaron dos series a pH 7.4 (Buffer PBS) y 11 (NH; 0.1 M) de
cinco soluciones de 10 mL a 5 ppm de L-histidina y se agregaron 0.5, 1, 2.5, 5y 10 mg de MNP
[138]. Las soluciones se dejaron en agitacién por 24 horas a 37 °Cy se leyeron en un barrido de
UV-Vis de 190 a 900 nm.

Para caracterizar el sitio de interaccién de las MNP con el aminodcido L-his se prepararon dos
soluciones (10 mL) a pH 7.4 (Buffer PBS) y 11 (NH3 0.1 M) a una concentracién de 5,000 ppm y se
agregaron 10 mg de MNP. Las soluciones se dejaron en agitacion por 24 horas a 37 °C, se separd
la parte sélida (MNP-His pH 75)y/o MNP-His pH 11 () ), por decantacién magnética, se dejaron
secar las MNP por 3 horas en una estufa a 37 °Cy se leyeron en un barrido de ATR FT-IR de 4,000
a 400 cm tanto las MNP-His pH 7(s y MNP-His pH 115, como la solucién sobrenadante ( MNP-
His pH 7y y MNP-His pH 11(,) y la solucién de L-his sin contacto con nanoparticulas (His pH 7,
His pH 11) [139].

Obtencién de MAP3773C purificada

Expresion
El proceso de expresion y confirmacién de expresion es explicado por el M.C. German lbarra

Molina en su tesis de maestria (2016). En resumen, se induce la cepa Escherichia coli BL21 (DE3) -
pPRSET-MAP3773c en LB broth usando IPTG (1 mM) como inductor, por 16 horas a 30 °C hasta
obtener una densidad dptica de 0.6-0.7, el cultivo se centrifuga a 6000 rpm por 30 min. a 4 °C, se
descarta el sobrenadante y se lisan los pellets (1.7 g de biomasa) por sonicacion en 4.3 mL de BN
Lysis Buffer (20 mM Tris, 20 mM NaCl, 2 mM EDTA pH 8, glicerol 10 %, Triton X y PMSF, pH=7)
[140]. El lisado se centrifuga 3 veces a 6000 rpm por 30 min. a 4 °C hasta obtener un sobrenadante
claro. Para la confirmacidn de la expresidn se precipitan las proteinas con acido tricloroacético al
10 % (100 pL) en 85 plL de agua destilada y 15 pL de muestra, se incuba en hielo(20 min.), se

centrifuga (6000 rpm por 30 min. a 4 °C )y se lava con etanol frio (1 mL al 95%) , se centrifuga



(6000 rpm por 30 min. a 4 °C), se dejan secar a temperatura ambiente, se resuspenden en 15 pL

de agua destilada y se realiza electroforesis SDS-PAGE en gel al 17%. [4].

Purificacion
Para la purificacidon se equilibraron las nanoparticulas con 10 voliumenes de buffer de equilibrio

del IMAC Buffer Kit Profinia ™ (300 mM KCI, 50 mM KH2P0O4, 5 mM Imidazol pH 8) o 50 mM Tris
buffer pH 8 (TB8) y se incuba con 0.1 mL de extracto por 1 hora bajo agitacién vigorosa. Enseguida
se lava (L1 y L2) con 0.2 mL por duplicado con soluciones del IMAC Buffer Kit Profinia ™, wash
buffer 1 (WB1) (300 mM KCI, 50 mM KH2PO4, 5 mM Imidazol pH 8) y wash buffer 2 (WB2) (300
mM KCl, 50 mM KH2P04, 10 mM Imidazol pH8) o con TB8 tanto L1 como L2. Finalmente, se eluye
(E1) con 0.2 mL durante 24 h con buffer de elucion del IMAC Buffer Kit Profinia™ (300 mM KCl, 50
mM KH2P0O4, 250 mM Imidazol pH8) o IMAC Buffer (50 mM imidazol, 500 mM NaCl, 50 mM
NaH;P04-2H,0 pH 7.5). Las purificaciones se realizaron como se menciona con anterioridad al
menos que se indique lo contrario [136]. La observacion cualitativa de la corona proteica restante
después de la elucién en la superficie de las nanoparticulas se realizd en base al protocolo
publicado por Docter et al. (2014) [141]. Las muestras obtenidas se analizaron por medio de una
electroforesis SDS-PAGE (Electroforesis en gel de poliacrilamida con dodecilsulfato de sodio)

[142].

Resultados y Discusiones
Interacciéon de nanoparticulas de FesO4 con histidina y MAP3773c

Interaccion de Nanoparticulas de FsO4 con L-histidina
La interaccion electroestatica juega un papel importante en el comportamiento de adsorcién de
moléculas zwitteridnicas como los aminodcidos y grupos hidroxilo anfoteros en dxidos de metales

y es altamente dependiente en el pH. Generalmente, la unién de aminoacidos polares es



influenciado por efectos electroestaticos tales como cambio de pH y fuerza idnica de la fase
liquida. Por otra parte, la formacién de enlaces covalentes e hidrogeno entre aminodacidos y la
superficie también es posible [139]. De acuerdo con la literatura, L-his puede estar presente en
cinco diferentes formas idnicas dependientes del pH . En adicidn, los valores de pKa de los

diferentes sitios de protonacién son 1.6, 6, 9 y 14 dando lugar a las cinco formas idnicas de la

histidina: HaHis*?, HsHis™?, HyHis®, HHis?, His? [143].
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En la figura 12-14 se muestran los espectros UV-Vis de la curva de calibracion de L-histidina a pH
3, 7y 11 respectivamente, dichas curvas compararan (Fig. 15-17) el efecto de la presencia de
MNP a distintos pHs (3, 7y 11). En el pH= 3 (Fig. 15) no se observa un aumento claro de la
absorbancia, mientras que en los pHs de 7 y 11 (Fig. 16 y 17) se observa que existe un aumento
de absorbancia de la histidina al estar en contacto con las MNP, aun cuando se realizd una

decantacion magnética.
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Figura 15: Curva de calibracion de L-His a pH=3 y absorbancia de L-His a 5, 10, 25, 50, 60 y 75 ppm en presencia de 10 mg de

MNP.
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Figura 17: Curva de calibracion de L-His a pH=11 y absorbancia de L-His a 5, 10, 25, 50, 60y 75 ppm en presencia de 10 mg de
MNP.

La adhesidn de grupos sustituyentes en lugar de hidrégenos en una estructura basica cromofora
cambia la posicién e intensidad de la banda de absorcion del cromoforo. Los sustituyentes que
incrementan la intensidad de la absorcién, y posiblemente la longitud de onda son llamados
auxocromos. Al aumento de intensidad se le conoce como efecto hipercromico y a el

desplazamiento a una menor energia o mayor longitud de onda como desplazamiento



batocromico [144]. Los espectros en la region UV de hidrocarburos aromaticos se caracterizan por
tres conjuntos de bandas que se originan a partir de las transiciones m-> n* . Los compuestos
aromaticos contienen una serie de picos agudos debido a la superposiciéon de transiciones
vibracionales sobre las transiciones electrénicas basicas. Asi mismo, los solventes tienden a
reducir, y a veces a eliminar, esta estructura fina como lo hacen ciertos tipos de sustitucion [145].
En adicién, en compuestos que son acidos o bases, el cambio de pH puede tener efectos
significantes en la posicion de estas bandas [144]. Explicando de esta forma las diferencias entre
las tres curvas de calibracion y el aumento en la absorbancia.

El efecto hipercromico observado se lo atribuimos a una interaccidn entre las MNP y L-His, que
probablemente esta interaccidon ayude a suspender las nanoparticulas en solucién. Ya que en el
pH= 3 (Fig.15) no se presentd un incremento de absorbancia y en teoria, no deberia haber
interaccion electroestatica ya que tanto las MNP y L-His tienen carga positiva a este pH. El
recubrimiento de particulas con capas de adsorcidon provee una mejora en la resistencia contra la
agregacion de particulas y en medios acuosos, capas de estabilizacidon electroestaticas, estéricas
o combinados se pueden desarrollar para mejorar la estabilidad quimica y coloidal [146].

En adicién se observan una (280 nm)y dos (260 y 320 nm) sefales en los espectros de L-His
obtenidos a pH=7 (Fig. 18) y pH= 11 (Fig. 19) respectivamente con previo contacto con MNP. Estas
sefiales no se presentaron en los espectros de la curva de calibracion (Fig. 15-17). Por lo cual, este
resultado es atribuido a un efecto hipercrémico y/o un desplazamiento batocromico. Ya que, una
banda de absorcidn débil en la region de 280 a 290 nm, que se desplaza hacia longitudes de onda
mas cortas cuando aumenta la polaridad del solvente, indica en definitiva la presencia de un grupo
carbonilo y una banda de absorcién débil proxima a 260 nm con indicios de estructura fina
vibracional constituye una evidencia de la existencia de un anillo aromatico [145]. Las

interacciones propuestas han sido a través de los nitrogenos de las aminas (Nam), los nitrogenos



del imidazol (Nim) y los oxigenos de carboxilo (O.). En la literatura se han realizado complejos de
L-his con metales: Ag [147], Cu™®(2Nam20¢, 2NamNimOc 0 2Nam2Nim) [148] y Al*® (de manera
bidentada usando Namy Oc0 Nim y Oc) [149]. Tras estas interacciones se han observado la aparicién

de dos bandas en los espectros de UV-Vis a las longitudes de ~260 nm y ~320 nm respectivamente.
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Figura 19: Espectro de L-his a pH 11 con previo contacto con MNP.

Sin embargo, también se han reportado complejos con L-his y Cu en un intervalo de pH 0-10
observando una intensa aparicion y desplazamiento de una banda a 285 nm al cambio de pH.
Presentando interacciones 2Nam2NimOc Y 2Nam2Nim20ca un pH >7 [150]. Mientras que con el uso
del péptido 6xHis en forma del complejo con Cu*? [151] presento sefiales cerca de 320 nm para
las especies observadas y un efecto hipsocrédmico e hipercromico al ir aumentando el pH, asi como

también el tipo de interaccién del metal con los residuos de histidina (por arriba del pH 7 siendo
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2Nim ¥ N™ nitrégenos de amidas). Otro estudio observo el complejo de Cu*?con distintos residuos
de histidina de dos péptidos (Allo1A y Allo9A) diferentes al igual que el tipo de interaccion del
complejo (pudiendo ser Nam, Nim, Ocy N°) [152]. Esto concuerda con la formacién del complejo
observado para grupos carboxilos en oxidos de metal lo cual puede ser detectado por

espectroscopia de IR [139].
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Figura 20: Espectros de IR de 400- 4000 cm™ de L-his deshidratadas a distintos pHs y las fases liquidas de L-his con previa
interaccion de 24 h con nanoparticulas de Fe304 separadas por decantacion magnética.

En la figura 20 se comparan los espectros de IR de L-his en polvo y las soluciones deshidratadas
de L-his a 5,000 ppm a pH 7 y 11 donde no se observa ningun cambio o alteracién obvio a causa
de las nanoparticulas en el espectro dentro del rango de 400-4000 cm™. Sin embargo, al reducir
la escala entre 800-1700 cm™ (Fig. 21) se observan algunos cambios ligeros. Todas las soluciones
deshidratadas tuvieron un corrimiento hacia el azul con respecto al espectro L-his en polvo. Ya
qgue, un cambio en la constante dieléctrica de una solucién como resultado de cambiar el pH o
concentracién de buffer puede causar cambios de frecuencias. De igual forma la posicidon de una
banda de IR sugiere una correlacidn con la forma idnica y estas bandas pueden ser utilizadas como
marcador para determinar el estado de protonacion o el tipo de unién metal ion [143]. Asi mismo,

en la figura 21 se logran distinguir diferencias (tabla 5)entre las soluciones deshidratadas que



tuvieron contacto con nanoparticulas con respecto a las que no. Estas diferencias pudieran apoyar
el origen de los efectos hipercrémicos y batocréomicos discutidos en los espectros de UV-Vis fig.
18 y fig. 19, sin embargo, se requieren de mas pruebas para asegurar la presencia de MNP en estas

soluciones.
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Figura 21: Espectros de IR de 800- 1700 cm™ de L-his deshidratadas a distintos pHs y las fases liquidas de L-his con previa
interaccion de 24 h con nanoparticulas de Fes04 separadas por decantacion magnética.

En la Fig. 22 se muestran los espectros de IR para las MNP y MNP que estuvieron en contacto con L-his a
pH de 7 y 11 asi como también sus respectivos sobrenadantes. Para las MNP-his pH 7 se observa un
aumento, ensanchamiento y desplazamiento de las sefales correspondientes a vibraciones del anillo de
imidazol y una ligera presencia, pero, ensanchamiento del grupo carbonilo. Para las MNP-his pH 11 (5 se
observa una ligera presencia y ensanchamiento de las mismas sefiales que al pH con la diferencia en las
intensidades. Esto corrobora la adsorcion de L-his a las MNP a pH 11 (Ocy/0 NamYy Nim) ¥y @ pH 7 con una

interaccion mucho mayor a Nim que a Nam y/0 O [143] [153].
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Figura 22: Espectros de IR de 400- 4000 cm™ de MNPy MNP que estuvieron en contacto con L-his a pH de 7 y 11 asi como también
sus respectivos sobrenadantes.

Schwaminger et. al. (2015) observo la interaccion de L-his con nanoparticulas de magnetita

(Fes04) en un sistema coloidal a un pH de 6. Donde investigo la influencia de la cadena lateral en
la adsorcidn en una interfase de magnetita-agua con experimentos de incubacién. El espectro de
IR indico una participacion del anillo de imidazol en el enlace con las MNP corroborado por XPS 'y

de igual forma asumen una adsorcién atreves del grupo carboxilo [139].

Purificacion de Nanoparticulas de Fe304 con MAP3773c

La corona proteica es una capa dindmica en la cual el arreglo y cantidad de proteinas son
cambiables de acuerdo con las condiciones fisicoquimicas e interaccidon bioldgica [154]. Sin
embargo, la interaccion de las proteinas en la interfaz solido/liquido en superficies a la escala nano
no estd totalmente entendido y es dificil de analizar debido a la complejidad de estos sistemas
[123]. Los patrones de la corona dependen de la fuente de las proteinas, tiempo de exposicién,
temperatura de exposicion, condiciones estaticas y dindmicas, componentes del buffer y pH. De
igual forma las propiedades fisicoquimicas de las nanoparticulas también influyen como: el
material, la composicion, carga superficial, tamafio, curvatura de la superficie, , funcionalizacion,

topologia e hidrofobicidad. [141] [155] [154] [156]. Al menos dos condiciones son relevantes: el



medio en el que se dispersan las MNP y el medio en el cual se forma la corona [155].

La corona proteica se forma inmediatamente cuando las MNP se ponen en contacto con el fluido
bioldgico. [154]. Se ha observado que el equilibrio de adsorcidn se alcanza después de periodos
de tiempo cortos ya que cantidades comparables de proteina se enlazan después de 5 minutos de
incubacién y 2 dias bajo las mismas condiciones de incubacién [157]. Por lo cual se consideré que

1 hora seria tiempo suficiente para generar el equilibrio.
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Figure 23: a) Electroforesis en gel de SDS-PAGE de purificacion de MAP3773C por medio de NPM apartir de un extracto celular
urilizando las soluciones del IMAC buffer Kit Profinia™. b) Duplicado. MPM (Marcador de peso molecular), Ex (Extracto), Lm
(Lavado muerto), L1y L2 (Lavado 1y 2), E1 (Elucion1) y C (corona presente después de la elucicn)

En figura 23a se muestra una purificacion realizada con los buffers del IMAC Buffer Kit Profinia™.
En los lavados (L1 y L2) se muestra como la mayoria de las proteinas se desorben de las
nanoparticulas incluyendo la proteina de interés. Una de las estrategias de la cromatografia IMAC
es remplazar los enlaces de coordinacion de las subunidades de histidina a los iones de hierro por
moléculas de imidazol [136]. Por lo cual los lavados contienen una baja cantidad de imidazol (en
comparacion con el buffer de elucidn), esta razéon pudiera ser una de las razones principales de la

desorcion de la mayoria de las proteinas en los pasos de lavado. De igual forma los buffers son a



base de fosfato, los iones de fosfato tienen alta afinidad hacia los 6xidos de hierro lo cual genera
enlaces de complejos fuertes [157]. Siendo esto otra razdn por la cual en los lavados hay desorcidn
de gran cantidad de proteinas incluyendo la de interés.

En el carril E1 de la figura 23a se muestra una proteina cercana al peso de 25 KDa que
probablemente podria ser MAP3773c recombinante la cual pesa 20.6 KDa. La corona proteica
dura consiste en una o varias capas proteicas las cuales se unen de manera dindmica en la
superficie de la nanoparticula. Encima de esta corona dura, puede existir una corona suave, la cual
consiste en una capa proteica que tiene intercambio rdpido ya que estdn asociadas de manera
muy débil [141]. La corona dura contiene proteinas de alta afinidad en la superficie de las MNP
[154]. Por lo cual este carril nos sugiere que las MNP bajo las condiciones utilizadas puede generar
una adecuada purificacién, ya que en la corona dura se encuentra la proteina de interés unidad
con alta afinidad. Sin embargo, en la figura 23b se observa un duplicado en donde la proteina
cercana a los 25 KDa se observa muy tenue indicada por una flecha, al igual que muchos
contaminantes. Esto nos da informacion de que el periodo de incubacidn pudiera ser demasiado
generando una corona dura mas densa que la suave ya que la remocion de una proteina implica
el movimiento de muchas otras [158], agregandole a esto la temperatura de incubacion no fue
controlada. Lo cual nos indica que en este sistema la temperatura influye en la formacion de la
corona por efectos de movilidad, posiblemente por efectos similares a los de Vroman, lo cual
consiste en adsortividad competitiva donde proteinas con alta movilidad arriban primero y son
desplazadas después con proteinas con menos movilidad que tienen mas afinidad por la superficie
[159]. Lo cual nos dice que el sistema utilizado a cierta temperatura genera una corona suave la
cual puede ser separada por lavados [154] dejando como corona dura la proteina de interés a un

tiempo suficiente de 1 hora de incubacidn.
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Figure 24: a)Electroforesis en gel de SDS-PAGE de purificacion de MAP3773C por medio de NPM a partir de un extracto celular
utilizando como equilibrio y lavados la solucion tris buffer pH 8 y como elucion IMAC Buffer (50 mM imidazol, 500 mM NaCl, 50
mM NaH,P04:2H,0 pH 7.5). b) Duplicado. MPM (Marcador de peso molecular), Ex (Extracto), Lm (Lavado muerto), L1y L2
(Lavado 1y 2), E1 (Elucion1) y C (corona presente después de la elucién)

Cambiando las condiciones del buffer juegan un gran papel en la fuerza de interaccién con las
nanoparticulas y el péptido 6xHis. Blank-Shim et al. (2017) demostré que la adsorcidon de homo-
hexadimeros de his (6xHis) a nanoparticulas magnéticas de Fes0, muestra una gran influencia en
el ambiente (sistema de amortiguacion) principalmente en las caracteristicas electroestaticas de
la superficie de la MNP. Por lo cual las condiciones del buffer nos permiten afinar la interaccién
entre el péptido con las MNP [160]. Schwaminger et al. (2019) sefialo que, dentro de distintos
buffers, el buffer Tris 50 mM genero una mayor afinidad entre las MNP con una proteina
etiquetada con 6xHis [136]. El pH se decidié en base al estudio de Schwaminger et al. (2019) donde
en el buffer Tris a pH 7 sus NPM adquieren una carga negativa, y en base al IEP de nuestras NPM
a pH 8 se asegura una carga superficial negativa.

En la figura 24 se muestra una purificacidn realizada con TB8 como buffer de equilibrio, L1y L2 e
IB7.5 como elucion. Comparando el Ex con el Lm se observa que la mayoria de las proteinas se
adsorben a las NPM. La falta de especificidad de la adsorcién de Unicamente la proteina de interés

pudiera ser debido a la falta de abundancia de esta, ya que las proteinas en mayor cantidad son



las primeras en interaccionar con la superficie de las MNP [154]. Indicando que se requiere tener
la proteina de interés en mayor cantidad para purificarla de manera mas eficiente. Sin embargo,
en los lavados se desorden ciertas proteinas dentro de las cuales se puede considerar la
MAP3773C. La corona suave esta formada por proteinas con baja afinidad las cuales pueden ser
despegadas por lavados [154]. Sin embargo, al lavar con soluciones libres de proteinas se pierde
el equilibrio generado de las proteinas con mayor afinidad obligando a un reequilibrio y
subsecuente disociacion y difusidn al medio. Esto como consecuencia directa de la ley de accidn
de masa, generando un desprendimiento de proteinas adheridas como corona [161]. Esto
explicando la disociacion de la proteina de interés en los lavados (los cuales no contienen imidazol)
, aunque esta pueda ser eluida con los buffers de IMAC Buffer Kit Profinia™ que si contenian
imidazol.

La elucidon muestra como se desorbe una gran cantidad de proteinas, a pesar de ello, en las
nanoparticulas aun existe una corona después de la elucién. Esta afinidad por una gran variedad
de proteinas puede ser debido a que, la molécula tris que contiene un grupo amina el cual puede
cargarse positivamente y por lo cual interactuar con cargas negativas [123], de esta forma
favoreciendo a la adsorcidn tris en la superficie negativa de las NPM y subsecuente adsorcion de
otras proteinas que no son las de interés. Ya que se ha observado que distintos aminoacidos se
adsorben a la superficie de MNP y esta adsorcion depende fuertemente de las caracteristicas
electroestaticas que pueden ser manipuladas por las condiciones del buffer [160]. De igual forma
la contaminacién de proteinas contenidas en la elucidn puede ser debido a insuficientes pasos de
lavados de proteinas no adsorbidas [141], o proteinas de la corona suave las cuales de igual forma
pueden ser desorbidas por pasos de lavados como se ha mencionado anteriormente. Dada la

adsorciéon observada de gran cantidad de proteinas bajo las condiciones probadas en el buffer a



base de Tris se pudiera realizar una purificacién donde la proteina de interés se localice en la
corona suave y la cantidad de pasos a realizar pudieran ser disminuidos.

En adicidn, la corona proteica de las nanoparticulas se ve afectada por las condiciones dindmicas
del fluido ya que se ha observado una diferencia en las coronas formadas en incubaciones en
condiciones estaticas [154]. Las condiciones que se deben afinar en los pasos de purificacion
realizados sin cambiar las soluciones utilizadas basandonos en lo visto previamente son: la
movilidad del fluido (dinamica de incubacién), temperatura, concentracién de proteina de interés
y la cantidad de lavados. Ya que se a demostrado que a pH 8 las MNP pueden adsorben la proteina

de interés en la corona dura y eluirla en el paso de elucién.

Conclusiones
En este trabajo, las nanoparticulas de magnetita sintetizadas por el método de US-RP con un

tamanio de cristal de ~15 nm, y un comportamiento superparamagnético se utilizaron como
agentes de purificacidn para un la proteina MAP3773C con 6xHis y mostraron un potencial para
ser utilizadas como una herramienta eficiente y efectiva para la purificacion de una proteina
recombinante con etiqueta 6xHis. Ya que se comprobd la adsorcién del aminoacido a las MNP y
de proteinas dentro de un extracto celular. De igual forma la elucion de MAP3773C con 6xHis en

mayor cantidad que otras proteinas en solucion.



Capitulo 4 : Fotocatalisis de Nitrobenceno

Introduccidn

Recientemente, los nanomateriales han sido sugeridos como alterativas eficientes, costo-
efectivos y ambientalmente amigables de los materiales para tratamientos existentes, desde los
puntos de vista de ambos conservacién de recursos y remediacion ambiental [162]. Los
semiconductores basados en dxido de hierro han demostrado ser materiales prometedores para
aplicaciones como fotocatdlisis y fotoeletrocatalisis en los campos de remediacién ambiental y
generacion de combustible solar. Un gran numero de publicaciones cientificas analizando la
actividad foto catalitica de ferritas pueden ser encontradas en la literatura. Las nanoparticulas de
ferritas espinelas son materiales atractivos para la decoloracion foto catalitica y degradacién de
contaminantes organicos debido a su ausencia de toxicidad, facil sintesis y disponibilidad de
precursores [163].

El interés creciente en MNPs en la remediacién ambiental estd basado en los méritos de
superparamagnetismo, gran drea superficial, capacidad de remocidn de contaminante alta, ruta
corta de difusion, reactividad rapida, bajo costo, separacién magnética facil y rapida, vy
modificabilidad de superficie [126]. Debido a su caracter magnético inherente y su insolubilidad
en un amplio rango de solventes una separacién rapida y sin esfuerzo alguno es posible usando
un iman externo [164]

Las aplicaciones comunes de los nanomateriales de dxido de hierro en aguas contaminadas puede
ser dividido en dos grupos: (a) tecnologias las cuales usan nanomateriales de 6xido de hierro como
un tipo de nanosorbente o portador de inmovilizacién para mejorar la eficiencia de eliminacién
(referido como tecnologias de inmovilizacién/ adsortivos). (b) aquellas en donde se utilizan los

nanomateriales de 6xido de hierro como fotocatalizadores para descomponer o convertir los



contaminantes a una forma menos toxica (p.ej. tecnologias de fotocatalisis). Sin embargo, deberia
ser resaltado que varias tecnologias pueden utilizar ambos procesos. Los nanomateriales de 6xido
de hierro son prometedores para el tratamiento de aguas residuales a escala industrial, debido a

su bajo costo, fuerte capacidad de adsorcién, facil separacion y buena estabilidad [162].

Las ferritas pueden actuar como fotocatalizadores para la oxidacién de compuestos, reduccién de
compuestos con el grupo nitro, hidrogenacidon de alcanos, degradacion de colorantes y
contaminantes organicos [53]. Hay nanomateriales de éxido de hierro que han sido ampliamente
utilizados como fotocatalizadores, pero se observa una disminucidn de su uso frecuentemente
debido a que la recombinacién de la carga del hueco-electrén en la superficie del 6xido es tan
rapida como de nanosegundos [162]. La introduccién de irradiacién de ultrasonido ha demostrado
ser un método simple para asistir la preparacion eficiente del catalizador de MNPs de Fes04 con
el método de co-percipitacion en reversa. Wang et al. (2010) observo una mejora significativa en
la actividad catalitica que se atribuye al menor tamafio, mayor area superficial y mejor
dispersabilidad de las MNPs de FesQ,, las cuales son alcanzadas por la radiacidn de ultrasonido en
la preparaciéon de MNPs de Fes;04. Asi mismo observo que la temperatura, concentracidon de

NH3OH y proporcidn de Fe?* /Fe® en la sintesis influye en la actividad catalitica. [60]

Justificacién
Fotocatalisis de nitrobenceno con Fe304
Las tecnologias convencionales para el tratamiento de agua que estdn disponibles hoy en dia tales

como adsorcidn o coagulacidn, no eliminan completamente ni destruyen los contaminantes. La
tecnologia de adsorcion la cual esta categorizada bajo las técnicas fisicas son un tratamiento
prometedor para la remocion de contaminantes debido a su eficiencia, simplicidad, baratos y no
son afectadas por toxicidad [41]. La adsorcion no destruye los contaminantes orgdnicos, sino que

transfiere los contaminantes de un medio a otro. Si la destruccion completa es requerida,



tratamientos alternativos tales como oxidacidn quimica o reduccién son utilizados [52]. La
integracién de los procesos de adsorcidn y fotocatalisis puede llevar a varios beneficios para el
tratamiento de aguas residuales. Tales procesos hibridos no solo preservan todas las
caracteristicas interesantes de sus componentes individuales, sino que también supera serios
inconvenientes de cada técnica cuando operados individualmente, de esta manera mejorando la
eficiencia de remocion total [41] Las MNP vy sus hibridos son candidatos bastante atractivos para
adsorbentes de bajo costo para contaminantes organicos e inorganicos de aguas contaminadas
debido a su reusabilidad, facil separacion magnética, alta eficiencia de remocidn, alta area
superficial, y cinéticas rapidas. La degradacién foto catalitica de contaminantes téxicos orgdnicos
en sistemas fotocataliticos de compuestos de 6xido de hierro magnéticos—semiconductores
puede romper con la convencidn de solo utilizar semiconductores con baja actividad bajo luz

visible y los retos en el reciclaje del fotocatalizador de los productos finales [52].

Objetivo General:
Utilizar nanoparticulas de ferrita de hierro como adsorbente y fotocatalizador en presencia de

luz UV para la foto degradacion de nitrobenceno y observar el perfil de degradacion.

Objetivos Especificos:

e Evaluar actividad fotocatalitica de nanoparticulas de ferrita de hierro sintetizadas por el
método US-RP

e Evaluar el efecto de la concentracion de nanofotocatalizador para la fotodegradacién de
nitrobenceno a 15 ppm a pH neutro.

e Evaluar el efecto del pH inicial de la solucidn con nitrobenceno a 15 ppm en la actividad
fotocatalitica del nano fotocatalizador.

e Observar los productos de degradacidn de la reaccién fotocatalitica por medio de GC-MS.



Antecedentes
Fotocatadlisis con nanoparticulas magnéticas de Hierro.

Nanoparticulas de Fes04 han sido utilizadas como fotocatalizadores para: azul de metileno, rojo
de metilo, rojo Congo, divisién de agua, naranja de metileno, Levofloxacina, rodamina B y Cr (VI)
[165] [57] [166] [167] [168] [169] [170] [171] [172] [173] . Ademas, las mejoras en la eficiencia de
la fotodegradacion de moleculas organicas en sistemas UV/nano-FesO, pueden ser atribuidas a la
rapida transferencia de electrones fotogenerados resultando en una efectiva separacion de los
electrones y huecos. Los huecos por si solos son fuertes oxidantes. Pueden oxidar OH"y H,0 que
estan adsorbidos en la superficie de Fes04, permitiendo la formacion de radicales libres OH. El
radical de OH combinado en la superficie de Fes0, es un fuerte oxidante y no solo oxida
compuestos organicos adyacentes, sino que tambien se difunde en la solucion y oxida los
compuestos organicos. Despues de una serie de procesos oxidativos, los compuestos organicos

finalmente pueden ser convertidos en productos finales inocuos como, CO,, H,0 and NHs [57].

Hipotesis
* Ho: Las nanoparticulas de hierro fotocatalizan la degradacion de NB

* H1: Las nanoparticulas de hierro no fotocatalizan la degradacidn de NB

Experimental
Experimentos de fotocatalisis

Degradacion de Nitrobenceno

Los experimentos de foto degradacion se llevaron a cabo en un reactor fotoquimico Rayonet
modelo RPR100, el cual se modificd para tener agitacion magnética. La degradacion de
nitrobenceno se realizé en una celda cilindrica de cuarzo con un volumen final de 250 ml de
nitrobenceno a 15 ppm a un pH inicial de 2, 7 o 10 y cierta concentracién de nanoparticulas (50
ppm, 100 ppm o 150 ppm) bajo irradiacion UV con lamparas UV de 254 nm o 575 nm a

temperatura de 25 grados centigrados, la temperatura fue controlada por recirculacion de la



solucidn en un condensador Liebig. Se tomo muestra a los tiempos 0, 20, 40, 60, 90 y 120 min, las
nanoparticulas empleadas se separaron de la muestra por medio de separacién magnética. El %
de degradacién se midid por medio de espectrofotometria de UV-Vis, con el equipo UV-Vis DR
6000, HACH, a la longitud de onda de 265 nm (banda caracteristica del nitrobenceno) [174].

El consumo especifico de energia (SEC) se calculé utilizando la siguiente expresion:

SEC = (L * NP xt/m)

L= numero de ldmparas, NP= poder nominal de las lamparas (KW), t= tiempo para el maximo
porcentaje degradado de nitrobenceno (h) y m= masa de NB degradado (kg), calculado de la

concentracién inicial de NB y la concentracion de NB a tiempo “t” [175].

Identificacion de Intermediarios de Reaccion por GC/MS

Para identificar los intermediaros de degradacién de la degradaciéon por fotocatdlisis de
nitrobenceno, 50 ml de muestra fue extraido con diclorometano por duplicado (5 ml cada vez). La
humedad en ~ 10 mL de extracto fue removida por ~4 g de sulfato de sodio anhidrido (Na;SO),
luego los solventes se filtraron atreves de un filtro de jeringa de 0.2 um, y los filtrados se
analizaron para detectar NB e intermediarios por cromatografia de gases/ espectroscopia de
masas (GC/MS) [176]. Los datos de GC/MS fueron obtenidos por medio de un Thermo Scientific
TRACE 1310 (GC) y Thermo Scientific single quadrupole ISQ LT (MS), con una columna modelo TG-
SQC (30 m x 0.25 mm didmetro interno, 0.25 um grosor de pelicula). La temperatura del detector
fue 240 °C, la temperatura del inyector fue de 250 °C, la temperatura de la linea de transferencia
de 250 °C, la temperatura del horno empezé a 70 °C por 3 min., incrementando a una razén de 40
°C/min. hasta 280 °C, manteniendo esta temperatura durante 7 min. Helio fue usado como gas
acarreador, a un flujo de 1 mL/min. El porcentaje de los productos de degradacion detectados fue

calculado usando el area bajo la curva de los picos del cromatograma correspondientes a NB y los



nitro fenoles (NPs) en proporcion al %NB detectado por espectroscopia UV-Vis. El porcentaje de

los intermediaros de reaccidn detectados es la suma de estos.

Resultados y Discusiones

Fotodegradacion de Nitrobenceno por nanoparticulas de Fe304
Para observar la concentracién mas efectiva de MNP para la fotocatalisis de NB (15 ppm), estas

fueron variadas en un rango de 50-150 ppm. La degradacion (Fig. 25) en porcentaje de la
fotocatdlisis en las concentraciones de 50, 100 y 150 ppm fueron 44.48, 63.25 y 42.42
respectivamente. El incremento de fotocatalizador no mejoro la degradacion de NB. Con el
aumento de concentracién de catalizador, la turbidez de la suspensién, dispersién de luz y
aglomeracién de particulas sdlidas aumenta. Como resultado, un efecto de ocultacién del exceso
de particulas ocurre lo cual enmascara algunas partes de la superficie fotosensible. Por lo tanto,
la profundidad de penetracidn de los fotones disminuye y menos particulas catalizadoras pueden
ser activadas. Por ende, la produccién de radicales hidroxilos y la eficiencia de degradacidn
disminuye [177]. Esta disminucidn también podria ser debido a la recoleccidon de radicales
reactivos por especies concentradas de hierro (Fe?* + OH® - Fe3* + OH™) las cuales reducen la

cantidad de ¢OH y causan que la eficiencia de degradacién disminuya [178].
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Figure 25: Fotocatdlisis de nitrobenceno a 15 ppmy 25 Cy Idmparas de UV a 254 nm a menos de que se especifique a) a una
concentracion de MNP (Fe30.) variando de 50 ppm (i), 100 ppm ( @) y 150 ppm () a Ph 7, b) variando el pH inicial de 2 ( A),
7 () y 10 (@) a 100 ppm de MNPy a pH 2 con luz de 570 nm ( W), c) Consumo especifico de energia de las reaccion de 0 a 2

horas.

El pH de la solucidn, el punto de carga cero y la naturaleza del contaminante también pueden
influir en la distribucidn de las moléculas contaminantes. NB tiene un valor de pKa de 3.98 donde
la forma anidnica predomina al incrementar el pH de la soluciéon y por consecuencia, sus moléculas
pueden ser atraidas con mayor facilidad a la superficie del catalizador a un pH debajo de su punto

de carga cero [179]. En este sentido esperando un mayor % de degradacion debajo del PZC de las



MNP con el NB en su forma anidnica. La fig. 25b ilustra la remocién de NB en porcentaje (%) al
variar el pH inicial de la solucion. Para el pH de 2 (A), 7 (H) y 10 (@) la degradacion observada
fue 73.13, 63.25 y 68.64 % respectivamente. Adicionalmente, el pH final de estas reacciones fue
~3.8, ~7 y ~8 para la solucidn acida, neutra y bdsica respectivamente. Las nanoparticulas de
magnetita son moléculas anféteras que tienen mejor dispersién en medios acuosos por arriba o
debajo de su pHy. (6.5 - 7.3) previniendo la aglomeracidn como ya se ha mencionado. MNP
tienden a agregarse cerca del pHg., esto disminuye la disponibilidad de sitios activos en la
superficie, [180] explicando la degradacién menos efectiva a pH neutro y el aumento en el
porcentaje de degradacién en la solucién acida y bdsica. Para asegura que se lleva a cabo una
mejor dispersion en la solucidén acida con respecto a la basica se midid el tiempo requerido para
remover las nanoparticulas de la solucién con un campo magnético externo, determinando una
diferencia una diferencia no apreciable en ninguna de las dos soluciones (datos no mostrados),
sugiriendo que el rol de la dispersién en la mejora de las propiedades photocataliticas de las MNP
en condiciones acidas pudiera no ser significante. Sin embargo, las MNP poseen caracteristicas
superparamagnéticas lo cual significa que las nanoparticulas tienen un solo dominio, como
consecuencia cada cristalito tienen su propio momento magnético [181]. La investigacién de
efectos de campo magnético (MFE) en sistemas de reacciones heterogéneas, fotocatdlisis en
particular, es un tanto limitada, por lo cual ain hay debate en la reproducibilidad de los MFE asi
como también elucidar el mecanismo [182]. Sin embargo, se ha predicho que el comportamiento
del hueco/electrdn y radicales pueden ser afectos por la fuerza de Lorentz en el campo magnético,
lo cual puede influenciar el desempefio del proceso fotocatalitico. La investigacién de
magnetoquimica demostré que el campo magnético tiene un efecto en las reacciones de radicales
libres, e influencia las distribuciones de intermediarios y productos de la reaccion [183]. En

adicion, Xie et al. (2013) propuso por primera vez el posible mecanismo de una automejora en la



actividad fotocatalitica por un efecto de campo magnético originado por el mismo fotocatalizador
[184], y Feng et al. (2019) reporto que una mejora en la actividad fotocatalitica de BiOl/ MnZn1-
«Fe204 pudiera ser debido a efectos de campo magnético de fotocatalizadores magnéticos y la
mejora en la habilidad de absorcién de luz [185]. Siendo posible que la diferencia en la
degradacion entre la solucidn acida y basica es originado por un MFE y/o la distribucién de los
intermediarios de reaccion. Por otro lado, la actividad de la superficie del catalizador incremento
en un pH acido debido a un incremento en la proporciéon de radicales hidroxilos generados debido
a que estos se forman mas facilmente a pHs bajos [49]. Adicionalmente, a un pH bajo la atracciéon
superficial entre el contaminante y la nanoparticula es mas fuerte, generando radicales libres mas
eficiente, y posiblemente teniendo un rol del MFE en este incremento. Esto explica la actividad
fotocatalitica de las MNP Fe304 a los diferentes valores de pH evaluados.

Debido a la absorbancia cerca del rango de la luz visible entre 300-517 nm (2.42-4.12 eV),
evaluamos la actividad foto catalitica en presencia de luz visible a una longitud de onda de 575
nm (2.16 eV) a las condiciones donde se observd una mayor remocion nitrobenceno. Bajo estas
condiciones observamos una remocién del 26 % la cual es menor que todas las reacciones en
presencia de luz UV de 254 nm. Esto como consecuencia de su coeficiente de extincién mas bajo
a 575 nm, ya que los fotocatalizadores con coeficientes de extincion mayores requieren una

menor cantidad de concentracion de catalizador [186].

En la fig. 25c se muestran los resultados del consumo energético especifico. El menor consumo
de energia para degradar 1 Kg de NB se alcanzé al pH de 2 (triangulo), con un valor de 9.3X10°
KW.h/kg de NB seguido por el pH 7 (H),10 (®) y 2 con lamparas de 575 nm (V) con valores de

1.1X107%, 9.9X10*y 2.6X10° KW.h/kg de NB respectivamente.



Comparamos el fotocatalizador TiO2/Si02/NiFe204 (1000 ppm) usado por Li et. al. (2011) para la
degradacion de 50 ppm (100%) de NB en 5 horas activado con una lampara de 253.7 nm [187],
dado que nosotros usamos una fuente de luz similar y obtuvimos una degradacién de 73.13 % de
NB a 2 horas con el fotocatalizador de MNP a 100 ppm y pH 2, obteniendo una degradacién
efectiva en un menor tiempo. Asi mismo, el uso de fotocatalizadores de ferritas como
MnFe204(200 ppm), MgFe204(200 ppm) [81] and ZnFe204 [188] en la literatura para la
degradacion de NB fue de 90%, 85% and 73% respectivamente en 4 horas mientras que nuestra
ferrita sintetizada (FeOFe203) degrado 73.13% en 2 horas, el uso de menor de este
fotocatalizador hizo la reaccién mds efectiva. Estos resultados muestran un nuevo, efectivo y de
facil sintesis, fotocatalizador para la foto degradacidon de NB presentando un mejor o similar % de
remocién que la mayoria de las reacciones de fotocatalisis realizado a condiciones parecidas (tabla
4).

Tabla 4. Comparacion de diferentes fotocatalizadores para la degradacion de nitrobenceno (NB)

Fotocatalizador Concentracion Radiacion Solucién NB Conc. Degradacion Referencia
AUNPs/HPW/TiO>-NTs 200 mg/L Visible Agua 40 ppm 4h0.0078 [189]
Light Kapp
1% TiO2/Li, Pr: Y2SiOs 1.5g/L TFL Agua residual 5 ppm 4 h 97.08% [190]
TiO,-SWCNT 01g 365 Agua 50 ppm 4 h100% [191]
Glass Plate ; 4 o
(0.5 Wt.9%)TisFesOss 4 porta objetos 320-500 Agua 2.51x10* M 4 h 88.45% [192]
TiO2 0.1M 250-400 Agua 50 ppm 0.5h42%
TiOx-Arginina* 0.1 M,3x102M*  250-400 Agua 50 ppm 05h62% [42]
TiO:-Arginina* 0.1 M,3x102M * 250-400 Agua+ Ph 50 ppm 50ppm 0.5h84%
SrFeOs.s 1lg/L MVL Agua 50 ppm 6 h99% [193]
MnFe;04 200 ppm 282;:50 Agua 50 ppm 4 h~90%
280-450 (81]
MgFe;04 200 ppm nm Agua 50 ppm 4h~85%
Ti02/Si02/NiFe204 1000 ppm 253.7 nm Agua 50 ppm 5 h 100% [187]
TiO2 50 ppm 4h77%
ZnFez04 uv Agua 50 ppm 4h73% [188]
ZnFe204-TiO2 50 ppm 4h70%
1% grafito TiO2 200 ppm MVL Agua 50 ppm 4h9 % [194]
(1 wt. % Co)-TiO: 100 mg/L 322;200 Agua 2.52x10*M 4 h 81.03%
320-500 (195]
(1 wt. % NI)-TiO2 100 mg/L Agua 2.52x10%*M 4h 78.49%

nm



(0.5 wt. % Fe)-TiO, 250 mg/L 322300 Agua 0.37x104*M 4h99.73%

Este
trabajo
Nota: Au NPs= nanoparticulas de oro, TiO,-NTs= nanotubos TiO,, HPW= H3PW1,04o, TFL=luz de trifosforo, SWCNT=
nanotubos de una solo pared, MVL=lampara de vapor de mercurio, Ph=fenol, * corresponde a arginina. Todas las

reacciones donde no se especifique, el pH de la solucidn fue cercano a neutrén.

Fes0a nanoparticulas 100 mg/L 253.7 nm Aguar pH 2 15 ppm 2h73.13%

El estudio de GC/MS (Fig. 26) muestra que los productos fueron 2-NP, 3-NP and 4-NP. En la
reaccion a pH 7 los tres (2-NP, 3-NP and 4-NP) productos fueron detectados, donde a pH de 10y
2 solo 3-NP y 4-NP, y 2-NP y 4-NP respectivamente (tabla 5) fueron observados. Los subproductos
formados detectados en el sistema fueron todos productos de hidroxilacién, estos resultados son
consistentes con algunos estudios previos en la degradacién foto catalitica [196]. Debido a que
sus concentraciones fueron muy bajas esto indica que fueron solo productos intermediaros. La
ruta de oxidacidn de nitrobenceno consiste en que, radicales hidroxilos podrian ser agregados al
anillo aromdatico de NB y formar radicales hidroxi ciclohexadienil, el cual podria llevar a cabo
diferentes reacciones poco después. Cuando el radical hidroxilo fue agregado en la posicién orto,
meta y para del anillo de NB, oxidacién o desproporcionacion del radical hidroxi ciclohexadienil
podrian producir 2-NP, 3-NP y 4-NP, respectivamente. Sin embargo, no podemos excluir la
posibilidad de la formacién de otros productos no identificados en el sistema ya que estos
productos detectados posteriormente podrian ser oxidados y finalmente mineralizados por los
radicales hidroxilos como lo reportan estudios previos [46]. Siendo el mecanismo principal
propuesto un proceso de oxidacidon el cual tiende a la mineralizacién. Adicionalmente, la
degradacion de NB por un catalizador de hierro (Fes04 0 Feo) sin el producto intermediario mas
comun anilina (tabla 5), asi como su mineralizacion. Esta ultima informacién provee datos
importantes, ya que anilina es perjudicial a la salud publica por su carcinogenicidad y el aumento

de un desbalance en ecosistemas debido a su alta toxicidad a la vida acuatica. Considerando la



naturaleza persistente de anilina y su amplia difusidon globalmente, agua residual conteniendo

anilina requiere un tratamiento apropiado anterior a su desecho [197].
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Figure 26: Espectroscopia de masas de las (a) moléculas detectadas de la degradacion de nitrobenceno (NB) fueron NB, 2-
nitrofenol (2-NPh), 3-nitrofenol (3-NPh) y 4-nitrofenol (4-NPh). Cromatografia de gases (b) de los extractos de Fotodegradacion

de NB de las reacciones a pH 7, 10 y 2.

Tabla 5. Comparacion de la reduccion de nitrobenceno (NB) usando hierro como catdlisis

Catalizador Concentracion NB Condiciones Degradacion Producto Referencia
Fe® 5g 1.63 mM Agua pH 3 45 min 1.23 mM AN 0.71 mM [44]
Nanoparticulas de
Fe® estabilizadas .
cMC 0.05 g/L 49 ppm Agua 30 min 99% AN 98% [176]
Agua pH7.2 o 9Qo, o
Fes0a lg/L 40 uM MOPS Buffer 60 min 99% AN 99% [198]
Fe® /Fes04/FeCl, 2.0gFe/L 200 ppm Agua pH 3-9 30 min. >95 % AN >93% [199]
Agua pH 7 120 min. 63.25% Z’NP(';(;E;')“’NP
FesOa 100 mg/L 15 pom ) e Este
nanoparticulas 8 pp Agua pH 10 120 min. 68.64%  3-NP, 4-NP (<3.01%) Trabajo
Agua pH 2 120 min. 73.13% 2-NP, 4-NP (3.01%)

Nota: CMC:carboximetilcelulosa, AN= anilina, 2-NP= 2-nitrofenol, 3-NP= 3-nitrofenol, 4-NP= 4-nitrofenol




Conclusiones

En este trabajo, las nanoparticulas de magnetita sintetizadas con un tamafo de cristal de ~15
nm, y un comportamiento superparamagnético se utilizaron como fotocatalizadores y
mostraron una buena separacidn magnética. Las nanoparticulas mostraron una actividad
fotocatalitica bajo una fuente de luz de 254 nm para la foto degradacion y mineralizacién de NB,
asi como también un band gap potencial para una actividad fotocatalitica bajo luz visible debajo
de 517 nm. Las reacciones de foto degradacion exhibieron un proceso de oxidacion y
mineralizacién corroborado por GC-MS al detector solamente productos intermediarios como 2-
NP,3-NP and 4-NP. Este es un fotocatalizador potencial debido al uso de reactivos comunes,
sintesis sencilla, comportamiento superparamagnético, capacidad foto catalitica oxidativa y
mineralizacidon de compuestos organicos. Asi como también una superficie foto catalitica

potencial a ser activada en ambos tipos de luz, UV y visible.
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