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1.0 Resumen: 

 

La adsorción de moléculas biológicas como, las proteínas sobre superficies sólidas resulta ser 

un tema interesante para diversas áreas científicas y tecnológicas. La creación de una capa 

de la molécula orgánica controlada, bien ordenada y funcional en una superficie se ha 

convertido en un campo de investigación desafiante para la biocatálisis, los biosensores, la 

biocompatibilidad de implantes artificiales en sistemas vivos, las tecnologías de membrana y 

la biocorrosión, entre otros mediante la creación de sistemas inmovilizados bien definidos, es 

decir, mediante el control de la interacción química y molecular de los sistemas biológicos 

sobre una superficie. 

Uno de los materiales más utilizados en el tema de superficie son las nanopartículas,  debido 

a que, tienen una relación superficie/volumen relativamente alta, lo que contribuye a mejorar 

estas interacciones, ya que, las nanopartículas en medios biológicos forman entidades 

dinámicas como resultado de la adsorción competitiva en superficies de nanopartículas, a las 

cuales llamamos proteínas coronas. Estas entidades dinámicas se estudian para optimizar 

procesos como purificación de proteínas recombinantes de difícil purificación y 

fotodegradación.  

El objetivo de  este trabajo es optimizar la purificación de una proteína recombinante de difícil 

purificación y la fotodegradación de un compuesto orgánico que ha sido un problema de 

contaminación del agua. Se evalúo el rendimiento de las nanopartículas de peróxido de zinc 

(ZnO2) que tiene buena actividad superficial. Las nanopartículas de ZnO2 se sintetizaron a 

partir de acetato de zinc y peróxido de hidrógeno usando un método Sol-Gel bajo la ayuda de 

ultrasonido. La caracterización se realizó mediante espectroscopia UV-Vis, espectroscopia de 



 

reflectancia de la transformada de Fourier infrarroja (ATR-FT-IR), espectroscopia Raman, 

difracción de rayos X (XRD), potencial Zeta, dispersión dinámica de la luz (DLS), microscopía 

de exploración de campo (FE-SEM). Los experimentos para la degradación de NB se llevaron 

a cabo en un fotorreactor con irradiación de lámparas UV de 254 nm a 25 ° C a una solución 

de nanopartículas y nitrobenceno, donde se obtiene como resultados las condiciones con la 

mayor degradación fueron 30 ppm (ZnO2) y 15 ppm (NB) a pH 2 degradando> 90% en 2 

horas. Los intermedios formados durante la fotodegradación de NB se identificaron mediante 

cromatografía de gases por espectrometría de masas. 

Con el fin de evaluar mejor las propiedades de adsorción de la nanopartícula, se evaluo la 

adsorción de la  histidina como ligando midiendo dicha interacción mediante (ATR-FT-IR), y 

(UV-VIS.) observando una buena adsorción. Mientas la purificación de la proteína 

recombinante se llevó a cabo a partir de un extracto de lisado bacteriano midiendo la 

interacción de la proteína con ayuda de  SDS page. 

 Abstract:  
 

The adsorption of large biological molecules such as proteins onto solid surfaces is of interest 

for many scientific and technological areas. The creation of a controlled, well-ordered, and 

functional protein layer at a metal surface has become a challenging research field for 

biocatalysis, biosensors, biocompatibility of artificial implants in living systems, membrane 

technologies, and biocorrosion, among others.  By creating well-defined immobilized systems, 

that is, by controlling the chemical and molecular interaction of biological systems on a surface. 

When talking about surface one of the most used materials are nanoparticles since they have 

a relatively high surface / volume ratio and this can help to improve these interactions, since 

the nanoparticles in biological media form dynamic entities as a result of competitive 

adsorption in Nanoparticle surfaces which we call protein crowns, these entities are studied to 



 

optimize processes such as purification of recombinant proteins of difficult purification and 

photodegradation. In this work, it is intended to optimize the purification of a recombinant 

protein of difficult purification and the photodegradation of an organic compound that has been 

a problem of water contamination. In the present work is evaluated the performance of the zinc 

peroxide (ZnO2) nanoparticles which has higher surface activity. ZnO2 nanoparticles were 

synthesized from zinc acetate and hydrogen peroxide using a Sol-Gel method under the 

assistance of ultrasound. The characterization was made by UV-Vis spectroscopy, infrared 

Fourier transform total reflectance (ATR-FT-IR) spectroscopy, Raman spectroscopy, X-ray 

diffraction (XRD), Zeta potential, dynamic light scattering (DLS), field emission scanning 

microscopy (FE-SEM). The experiments for the degradation of NB were carried out in a 

photoreactor with irradiation of UV lamps of 254 nm at 25oC to a solution of nanoparticles and 

nitrobenzene, where the conditions with the highest degradation were 30 ppm (ZnO2) and 15 

ppm (NB) at pH 2 degrading > 90% in 2 hours. The intermediates formed during the 

photodegradation of NB were identified by gas chromatography mass spectrometry.  In order 

to better evaluate the adsortion properties of nanoparticle, we decided to assess adsorption 

histidine as ligand, measuring said interaction by (ATR-FT-IR), and (UV-VIS.) observing a 

good adsorption. While the purification of the recombinant protein was carried out from a 

bacterial lysate extract by measuring the interaction of the protein with the help of the SDS 

page. 

 

 

 

 

 



 

 

 

3.0 Capitulo 2  “Antecedentes” 
 

3.1 Estudios de interacciones de nanomateriales con sistemas biológicos  
 

Las nanopartículas de óxido de zinc pueden unirse a diferentes moléculas biológicas como 

proteínas, se tienen antecedentes de unión a proteínas como albumina de suero utilizando 

grafeno con una envoltura de nanopartículas de óxido de zinc [61], así como la  unión de 

nanopartículas de óxido de zinc a  una proteína llamada cisteína [54] [SadhanaTiwari] [62] 

utilizo nanopartículas ZnO-NRs/WFP para capturar mioglobina [Bipin S. Khade] fijo nano hojas 

de óxido de zinc a alfa amilasa estudiando su interacción, esto demuestra que las 

nanopartículas de óxido de zinc pueden unirse a moléculas biológicas.  

3.2 Purificación de las proteínas FUR  

Las proteínas FUR son proteínas muy específicas con características especiales, por lo que 

su purificación es un tanto complicada en la siguiente tabla se mostraran trabajos de 

investigación en donde han purificado distintas fur, Shin, J. H. [63],Pawlik, M. C. [64], Lee, A. 

Y. [65],Lucarelli, D. [66], Napolitano, M [67]. Concluyendo en que los métodos existentes son 

costosos, poco efectivos y de procesos muy complicados. 

 

3.3 Purificación de la proteína MAP 3773c  

 

Se ha demostrado que la proteína MAP 3773c se ha purificado con IMAC, si se utiliza una 

matriz de fluido rápido del distribuidor general electric, para en seguida añadirle un metal como 



 

el zinc, obteniendo resultados satisfactorios. A causa de esto, los investigadores prevén que 

la proteína tiene cierta afinidad por los metales divalentes, como por ejemplo el zinc [68] . 

IMAC es efectiva, pero la difusión lenta de biomoléculas intrapartículas hacia sitios de unión 

en perlas porosas de tamaño micrométrico, puede conducir a un periodo de procesamiento 

relativamente largo, que podría ser obstaculizar el proceso de purificación de proteínas 

inestables [69] . 

 Además este método tiene la necesidad de un pretratamiento para eliminar los residuos 

celulares y otros contaminantes, baja especificidad  de unión de proteínas, y alto consumo de 

disolventes, haciéndolo un método costoso y de difícil manejo [70] [71]. 

3.4 fotodegradación de compuestos orgánicos con nanopartículas  

 

Los problemas ambientales asociados con los contaminantes orgánicos y los contaminantes 

tóxicos del agua proporcionan el impulso fundamental y la investigación aplicada en el área 

de la remediación ambiental.  La fotocatálisis de semiconductores ofrece el potencial para la 

eliminación completa de químicos tóxicos a través de su eficiencia y una aplicabilidad 

potencialmente amplia [72]. 

Es por ello que en los últimos años, ha existido una gran variedad de investigaciones probando 

con diferentes semiconductores y aprovechando las propiedades de los diferentes materiales; 

un claro ejemplo son los nanomateriales (Tabla 1). 

Tabla 1: Compuestos orgánicos fotodegradados por nanopartículas 

Tabla 1 : Compuestos orgánicos fotodegradados por nanopartículas  

Nanomaterial Compuesto  orgánico Referencia 

MnZnO Colorante [73] Ullah, R. (2008) 



 

Fe (lll)TiO2 Nitrofenoles [74] Sood, S. (2015) 

TiO2–SiO2 Compuestos Orgánicos Volátiles [75] Šuligoj, A (2016) 

CeO2 Acetaldehído [76] Magudieshwaran (2019) 

ZnO / WO3 Colorantes [77] Ebrahimi, R (2019) 

 

3.5 Síntesis de nanomateriales  

Se han desarrollado varios métodos a lo largo de los años para la síntesis de nanomateriales. 

Las diversas rutas incluyen la síntesis utilizando precursores de fase líquida, sólida o gaseosa, 

que se someten al procesamiento físico o químico [26]. 

A continuación, se describen algunos de los métodos más importantes para la preparación de 

nanopartículas; métodos de condensación en fase gaseosa, procesamiento de llama, ablación 

con láser, procesamiento de plasma de microondas, síntesis hidrotermal, reacción de 

dispersión eléctrica, síntesis de combustión, procesamiento mecanoquimico, síntesis de 

microemulsiones, sol-gel y sonoquimica.  

Los últimos dos ofrecen ventajas variadas como ejemplo, el método sol-gel ofrece polvos finos 

activos sinterizados, cristalización a baja temperatura, aparatos simples, preparación de una 

amplia variedad de óxidos, materiales metaestables en las formas deseadas y tamaño de 

partícula controlable al cambiar la concentración de reactivo. Mientras que el sonoquimico 

procesabilidad de una amplia variedad de materiales que incluyen materiales metaestables, 

polvos finos con alta área de superficie y densidad verde, nanopartículas amorfas y materiales 

nanoporosos para aplicaciones catalíticas [26]. En adición el método sonoquímico implica 

reacciones radicales y/o reacciones térmicas, que se originan a temperaturas y presiones 

extremadamente altas generadas en burbujas de cavitación. Además, las ondas de choque 

fuertes y los flujos de micro-chorro también son inducidos por la irradiación ultrasónica de un 



 

líquido como consecuencia de un fenómeno de cavitación [78]. Debido a las ventajas 

asociadas con el uso de la irradiación con ultrasonido, la irradiación con ultrasonido en el 

método sol-gel se aplica en algunos estudios para mejorar las propiedades de los productos 

obtenidos. [79] 

3.6 Métodos de caracterización de nanopartículas.  

3.6.1 Espectroscopia de UV visible:  

Las moléculas también pueden absorber la luz ultravioleta e incluso la luz visible.  La 

espectroscopia de UV-Visible (UV-Vis), utiliza luz UV o la parte visible del espectro 

electromagnético para irradiar energía en una muestra. [78] La espectroscopia ultravioleta / 

visible (UV / Vis ) es una técnica utilizada para cuantificar la luz que es absorbida y dispersada 

por una muestra (una cantidad conocida como extinción, que se define como la suma de la 

luz absorbida y dispersada). En su forma más simple, una muestra se coloca entre una fuente 

de luz y un fotodetector, y la intensidad de un haz de luz se mide antes y después de pasar a 

través de la muestra. Estas mediciones se comparan en cada longitud de onda para cuantificar 

el espectro de extinción dependiente de la longitud de onda de la muestra. Los datos se 

representan típicamente como extinción en función de la longitud de onda. Cada espectro se 

corrige en segundo plano con un "blanco" (una celda llena solo con el medio de dispersión) 

para garantizar que las características espectrales del disolvente no se incluyan en el espectro 

de extinción de la muestra [80]. 

Las nanopartículas metálicas tienen propiedades ópticas las que se  pueden ajustar en un 

amplio rango espectral mediante la adaptación de sus parámetros geométricos. Las 

fascinantes características ópticas de las nanopartículas metálicas están determinadas 

esencialmente por las oscilaciones colectivas de electrones libres en los metales, conocidos 

como plasmones. Las nanoestructuras metálicas poseen resonancias de plasmón de 



 

superficie localizadas dependientes de la geometría, que han estimulado un interés creciente 

en una serie de geometrías de nanopartículas metálicas. [81] Dentro del rango general de 

radiación electromagnética que es de importante para los químicos, la espectroscopia de 

absorción UV y VIS ocupa solo una región de frecuencia o de número de onda muy estrecha. 

Sin embargo, este rango es de suma importancia, ya que las diferencias de energía 

corresponden a las de los estados electrónicos de los átomos y las moléculas; de ahí el 

concepto de "espectroscopia electrónica". Además, en la región espectral visible, las 

interacciones entre la materia y la radiación electromagnética se manifiestan como color. Esto 

llevó a los primeros investigadores a los métodos de medición, cuyos principios básicos aún 

se aplican en la actualidad [82]. 

3.6.2 Espectroscopia de infrarrojos (FT-IR) 

La espectroscopia infrarroja es, sin duda, una de las técnicas analíticas más importantes 

disponibles para los científicos de hoy. Una de las grandes ventajas de la espectroscopia 

infrarroja es que se puede estudiar cualquier muestra en prácticamente cualquier estado.  Sin 

embargo, los avances más significativos en la espectroscopia infrarroja han sido resultado de 

la introducción de los espectrómetros de transformada de Fourier (FTIR). Este tipo de 

instrumento emplea un interferómetro y explota el proceso matemático bien establecido de la 

transformación de Fourier. La FTIR ha mejorado dramáticamente la calidad de los espectros 

infrarrojos y ha minimizado el tiempo requerido para obtener datos. Además, con las mejoras 

constantes en las computadoras, la espectroscopia infrarroja ha hecho grandes avances. La 

espectroscopia infrarroja es una técnica basada en las vibraciones de los átomos de una 

molécula. Un espectro infrarrojo se obtiene comúnmente al pasar la radiación infrarroja a 

través de una muestra y determinar qué fracción de la radiación incidente se absorbe en una 

energía particular. La energía a la que aparece cualquier pico en un espectro de absorción 



 

corresponde a la frecuencia de una vibración de una parte de una molécula que se analiza. 

[83] Esta técnica ofrece múltiples ventajas, ya que es una técnica no destructiva, mayor 

velocidad de recolección de espectros, mayor sensibilidad con capacidad de alta resolución, 

mayor rendimiento óptico y simplicidad mecánica [84]. 

El ATR (Attenuated Total Reflection) es una técnica de analisis utilizada en el IR, la cual se 

produce cuando una radiación infrarroja entra en un cristal ATR dicho cristal es un cristal 

transparente al IR y de alto índice de refracción, sobre el que está colocada la muestra. En su 

paso a través del cristal, el haz IR incidente se refleja varias veces y la superficie de la muestra 

absorbe parte de la radiación a frecuencias características; por lo tanto, un requerimiento de 

vital importancia es que haya el contacto adecuado entre el cristal y la muestra [85]. 

La espectroscopia ATR-FTIR proporciona información importante sobre la especiación de la 

superficie de los ligados adsorbidos en los nanomateriales. La precisión de la información 

depende de la correcta asignación de los modos vibraciones. [86] Además, la espectroscopia 

IR se ha aplicado con éxito para estudiar los nanomateriales y los efectos de la superficie. Por 

ejemplo, puede utilizarse para identificar grupos funcionales en la superficie de nanopartículas 

funcionalizadas. También se empleó para estudiar la fisisorción de moléculas en la superficie 

de los nanomateriales. Además, los espectros IR de suspensiones se utilizaron para extraer 

información sobre el área superficial específica, la densidad de carga superficial y la 

concentración de un nanomaterial [87]. 

3.6.3 Espectroscopia Raman 

La espectroscopía Raman es una técnica espectroscópica empleada para el análisis 

cuantitativo de prácticamente cualquier material, ya sea orgánico o inorgánico. Sus principales 

ventajas radican en que no es necesaria ninguna preparación de la muestra a estudiar y que 

se trata de un proceso no destructivo. El fundamento fisico de la técnica está basado en el 



 

efecto Raman, físico indio que descubrió el efecto que lleva su nombre, que consiste en la 

dispersión inelástica de una fracción de la luz incidente en la muestra, [88]  que es una emisión 

láser, la cual se caracteriza por ser monocromática o de una única frecuencia o color, ser 

direccional y tener la misma fase, constituyéndola en una emisión coherente. Estas 

características permiten la concentración de una gran cantidad de energía en una superficie 

relativamente pequeña [89]. La cual sufre entonces un cambio de frecuencia debido al 

intercambio de energía con la materia en dicha colisión.  

Microscópicamente, este efecto se puede describir como una excitación de la nube electrónica 

de la molécula debido a la interacción con el fotón incidente. Este provoca que la excitación 

de la molécula a un estado excitado virtual, luego emite otro fotón con el objetivo de regresar 

al estado fundamental. Sin embargo, si el choque ha sido inelástico y se ha perdido o ganado 

energía, la molécula no volverá exactamente al mismo estado, sino que se encontrará en un 

estado rotacional o vibraciónal distinto del inicial. La diferencia de energía entre estos estados 

es lo que modifica la frecuencia del fotón emitido [88]. 

Para obtener información molecular, se analizan los niveles de energía vibracional, los cuales 

son característicos de los átomos del enlace, su conformación y su entorno. Estos niveles 

tienen frecuencias de resonancia característicos, las cuales son función de la masa de las 

moléculas y la fortaleza de sus enlaces. A diferencia de la espectroscopia infrarroja, en la que 

es necesario un cambio en el momento dipolar de la molécula, para la espectroscopia, Raman 

es necesario un cambio en la polarizabilidad, lo cual permite obtener información espectral 

complementaria sobre moléculas homonucleares [88]. 

La espectroscopia Raman es una técnica establecida para la caracterización de 

semiconductores. Las posiciones de la banda en el espectro medido contienen información 

sobre la composición del material, la estructura y las fuerzas mecánicas [89]. 



 

3.6.4 Difracción de rayos X (RDX):  

Los rayos X se producen al bombardear un metal con electrones de alta energía. Cuando los 

electrones penetran el metal se desaceleran y emiten radiación en un intervalo de longitudes 

de onda [90] este intervalo de longitudes de onda va desde aproximadamente 10-5 Å hasta 

alrededor de 100 Å; sin embargo, la espectroscopia de rayos X convencional abarca la región 

de aproximadamente 0.1 Å a 25 Å [91]. 

Estos fueron descubiertos por Rontgen en 1895 [92]. En 1912 se sabía que los cristales se 

formaban mediante la repetición periódica de alguna unidad, probablemente un átomo o 

molécula, y que estas unidades estaban situadas a 1 o 2 Å aparte. 

 Por otro lado, hubo indicaciones, pero solo indicaciones, de que los rayos X pueden ser ondas 

electromagnéticas de aproximadamente 1 o 2 Å en longitud de onda. Además, el fenómeno 

de la difracción se entendía bien, y se sabía que la difracción, a partir de la luz visible por una 

rejilla reglada, ocurría cada vez que el movimiento de onda encontraba un conjunto de objetos 

dispersos espaciados regularmente, siempre que la longitud de onda del movimiento de onda 

fuera de el mismo orden de magnitud que la distancia de repetición entre los centros de 

dispersión [93]. 

Von Laue razonó que, si los cristales estaban compuestos de átomos espaciados 

regularmente, podrían actuar como centros de dispersión para rayos X, y si los rayos X fueran 

ondas electromagnéticas de longitud de onda aproximadamente igual a la distancia 

interatómica en los cristales, entonces debería ser posible difractar los rayos X por medio de 

cristales. Bajo su dirección, Friedrich y Knipping realizaron experimentos para probar esta 

hipótesis: se instaló un cristal de sulfato de cobre en la trayectoria de un haz de rayos X 

estrecho y se dispuso una placa fotográfica para registrar la presencia de rayos difractados, 

si los hubiera. El segundo intento fue exitoso y mostró sin duda que los rayos X fueron 



 

difractados por el cristal del haz primario para formar un patrón de puntos en la placa 

fotográfica [93]. 

El relato de estos experimentos fue leído con gran interés por dos físicos ingleses, W. H. Bragg 

(1862-1942) y su hijo WL Bragg (1890-1971). Este último, aunque solo era un joven estudiante 

en ese momento, todavía era el año 1912, analizó con éxito el experimento de Laue y pudo 

expresar lo necesario. Condiciones para la difracción en una forma matemática 

considerablemente más simple que la utilizada por von Laue . También atacó el problema de 

la estructura cristalina con la nueva herramienta de difracción de rayos X y, al año siguiente, 

resolvió las estructuras de NaCl, KCl, KBr y KI, todas las cuales tienen la estructura de NaCl; 

estas fueron las primeras determinaciones completas de la estructura cristalina jamás hechas. 

Las estructuras más simples de metales como el hierro y el cobre no se determinaron hasta 

más tarde. [93] 

En términos generales la difracción de rayos X es la interacción entre el vector eléctrico de la 

radiación X y los electrones de la materia por la que pasa da lugar a una dispersión de los 

rayos. Cuando los rayos X son dispersados por el entorno ordenado de un cristal, tienen lugar 

interferencias (tanto constructivas como destructivas) entre los rayos dispersados, ya que las 

distancias entre los centros de dispersión son del mismo orden de magnitud que la longitud 

de onda de la radiación. El resultado es la difracción esta difracción puede obtener cualquier 

ángulo θ, la ecuación que nos permite estudiar las direcciones cristalográficas con la 

predicción de estos ángulos es la ecuación  de Bragg que cumple con la siguiente formula: n

λ = 2d senθ . [91] 

 



 

3.6.5 Microscopia electrónica de Barrido (SEM)  

 

El microscopio electrónico de barrido fue desarrollado principalmente para vencer las 

limitaciones que presenta el microscopio óptico baja resolución y limitada profundidad de 

campo).Con esta técnica se colectan electrones secundarios y de retroceso que son emitidos 

de la superficie del material bajo observación. [94] Estos electrones ayudan a identificar las 

características de la superficie de las nanopartículas  estas deben ser capaces de resistir el 

vacío. El tamaño medio promedio evaluado por SEM es comparable con los resultados 

obtenidos por  la técnica llamada dispersión dinámica de la luz (DLS). Además esta técnica 

basada en microscopía electrónica determina, la forma y la morfología de la superficie con la 

visualización directa de las nanopartículas [95]. 

En un SEM, los electrones incidentes (de un cañón de electrones) típicamente tienen energías 

de 2 a 40 keV. Existen tres tipos de cañones de electrones de uso general: el más común es 

el filamento de tungsteno que se calienta (al pasar una corriente a través de él) a más de 

2500oC para producir la emisión térmica de electrones desde su punta. Los filamentos de 

hexaboruro de lantano (LaB6) también funcionan por emisión termiónica, pero las ventajas 

incluyen una mayor corriente de haz máxima, es decir, un haz "más brillante" (porque LaB6 

tiene una función de trabajo más baja que el tungsteno) y una vida útil más larga. Sin embargo, 

estos filamentos son más caros [96]. 

3.6.6 Dispersión dinámica de luz  (DLS) 

La investigación actual exige el método más rápido y más popular para determinar el tamaño 

de partícula. Las técnicas más rápidas y populares, como la espectroscopia de correlación de 

fotones (PCS) o la dispersión dinámica de la luz (DLS), se utilizan ampliamente para 

determinar el tamaño de las nanopartículas brownianas en suspensiones coloidales en los 



 

rangos de nano y submicrón. En esta técnica, la solución de partículas esféricas en 

movimiento browniano, provoca un cambio Doppler cuando se exponen contra la luz 

monocromática brillante (láser).Dicha exposición a la luz monocromática golpea la partícula 

en movimiento, lo que resulta en el cambio de la longitud de onda de la luz entrante. El alcance 

de este cambio en la longitud de onda determina el tamaño de la partícula. Este parámetro 

ayuda en la evaluación de la distribución del tamaño, el movimiento de las partículas en el 

medio, que puede ayudar aún más en la medición del coeficiente de difusión de la partícula y 

el uso de la función de autocorrelación. La dispersión dinámica de la luz (DLS) ofrece la 

técnica más utilizada para una estimación precisa del tamaño de partícula y la distribución de 

tamaño. [86] 

 

3.6.7 Potencial Z  

 

El potencial zeta es una propiedad de los materiales que miden el potencial electrocinético en 

sistemas coloidales en la química coloidal; se denota por lo general con la letra griega zeta. 

Desde un punto de vista físico, el potencial zeta es el potencial eléctrico en la doble capa 

interfacial; es decir que es el punto donde se unen la capa difusa y la de Stern. [97]. 

Por lo tanto, el potencial zeta es la potencia electrostática que existe entre la separación de 

las capas que rodean a la partícula. Se usa el modelo de la doble capa para visualizar la 

atmósfera iónica en la proximidad del coloide cargado y para explicar cómo actúan las fuerzas 

eléctricas de repulsión. Es posible entender este modelo como una secuencia de etapas que 

ocurren alrededor de un coloide negativo, si los iones que neutralizan sus cargas son 

repentinamente separados [98]. 

 



 

Efecto del coloide sobre el ion positivo (llamado contra ion) en la solución. Inicialmente, la 

atracción del coloide negativo hace que algunos iones positivos formen una rígida capa 

adyacente alrededor de la superficie del coloide; esta capa de contra iones es conocida como 

la capa de Stern. Otros iones positivos adicionales son todavía atraídos por el coloide 

negativo, pero estos son ahora rechazados por la capa de Stern, así como otros iones 

positivos que intentan acercarse al coloide. Este equilibrio dinámico resulta en la formación 

de una capa difusa de contra iones, éstos tienen una alta concentración cerca de la superficie, 

la cual disminuye gradualmente con la distancia, hasta que se logra un equilibrio con la 

concentración de los contra iones en el seno de la disolución [98]. 

El potencial zeta, el cual es importante porque puede ser medido de una manera muy simple, 

mientras que la carga de la superficie y su potencial no pueden medirse. El potencial zeta 

puede ser una manera efectiva de controlar el comportamiento del coloide puesto que indica 

cambios en el potencial de la superficie y en las fuerzas de repulsión entre los coloides. La 

relación entre el potencial zeta y el potencial de superficie depende del nivel de iones en la 

solución. Así, en el agua, la doble capa hace que el potencial zeta sea una buena 

aproximación del potencial de superficie [98]. 

Para las moléculas y partículas que son lo suficientemente pequeños, un alto potencial zeta 

le confiere estabilidad, es decir, la solución o dispersión se resistirá a la agregación. También 

la estabilidad de las dispersiones depende del balance entre las cargas electrostáticas 

repulsivas en la partícula coloidal y las fuerzas de atracción de van der Waals [97]. 

 



 

Capítulo 3 

4.0 Planteamiento del problema y justificación: 

Cuando las tecnologías avanzan traen con ellos grandes problemas que aún están sin 

resolverse,  recientemente han surgido nanomateriales capaces de resolver un gran número 

de  problemáticas, debido a esto se permanece en búsqueda de nuevas aplicaciones para las 

nanomateriales, en este trabajo se plantean dos grandes problemas.  La purificación de la 

proteína MAP 3773c (FUR) es complicada reproducirla teniendo un costo muy elevado y la 

contaminación de aguas por nitrobenceno es muy recurrente. Se pretende aprovechar las 

características de adsorción y semiconduccion de las nanopartículas para poder resolverlos.  

En virtud de los grandes avances y el desarrollo de nuevas y cada vez más eficientes técnicas 

del estudio de proteínas recombinantes ha surgido una gran necesidad de crear o modificar 

métodos de purificación de las mismas, que nos permitan obtenerlas con mayor éxito y en un 

menor lapso de tiempo.  

Con esto se optimizarán los procesos, haciéndolos menos costosos y obteniendo un gran 

beneficio. Puesto que en la actualidad, los métodos existentes para la purificación de la 

proteína MAP3773c son muy costosos e ineficientes, ya que en algunas es complicado 

obtener un proceso óptimo como se sabe que map 3773c es una proteína inestable los 

métodos actuales tienen un tiempo de procesamiento largo lo cual dificulta que la proteína se 

purifique con eficiencia, además de que se utilizan soluciones  demasiado costosas, que 

suben el valor monetario de la purificación . 

Por lo tanto,  de este problema surge la propuesta de crear un nuevo método, que se enfoque 

en aprovechar el comportamiento de la proteína, se sabe que la proteína tiene afinidad a 

metales divalentes especialmente en zinc, sabiendo esto se plantea que con una 

nanopartícula aumenta el área de contacto superficial y por ende una mejor interacción 



 

material – proteína, aprovechando también que cuando un material es nanoestructurado  se 

pulen y adquiere nuevas propiedades físicas y químicas. 

Además de que si la proteína resultara blanco farmacológico pudiéramos  dar la pauta para 

elaborar un sistema de liberación de fármacos ya que el zinc es biológicamente amigable para 

los sistemas biológicos.  

Aprovechando las características de la nanopartículas como la gran interacción de las 

nanopartículas- material orgánico se aprovechó para evaluar la degradación de una de las 

moléculas más contaminantes de agua, como nitrobenceno.   

Objetivo: 

Aprovechar las características fisicoquímicas de las nanopartículas de peróxido de zinc para 

elaborar un procedimiento de purificación con interacciones específicas de la proteína MAP 

3773c para aumentar la eficiencia de la purificación de esta proteína haciendo interaccionar 

nanopartículas de peróxido de zinc así como elaborar una fotodegradación efectiva para poder 

proponer el nanomaterial como un buen fotocatalizador  

6.1 Objetivos específicos: 

 

 Elaborar nanopartículas de peróxido de zinc. 

 Caracterizar nanopartículas de peróxido de zinc  

 Evaluar las propiedades de interacción nanopartícula-Histidina a distintos 

pH 

 Lograr una  purificación más óptima de la  MAP 3773 C. 

 Evaluar la condición más óptima de  fotodegradación de Nitrobenceno. 

 

 



 

7.0  Hipótesis:  

 

7.1 Hipótesis nula:  

 

Las nanopartículas  de zinc generan interacciones eficientes con histidina y por lo tanto es 

más fácil una purificación eficiente y eficaz del monómero de la proteína map3773c. 

La fotodegradación de nitrobenceno es mayor al 90%  en dos horas  

7.2 Hipótesis alterna:  

 

Las nanopartículas de peróxido de zinc no hacen interacción con la histidina  

La fotodegradación de nitrobenceno es menor al 90%. 

Capítulo 5 

8.0 Materiales y métodos:  

8.1 Síntesis  de nanopartículas de zinc 

 

Las nanopartículas de ZnO2 se sintetizaron por una ruta sol-gel asistido por sonoquímica; para 

este propósito, se preparó una solución precursora de 50 ml utilizando 5 ml de peróxido al 

30% con agua de grado HPLC de J.T Baker, la solución se trató con ultrasonidos (TPC 

Advance Technology UC-450 Model) durante un período de 2 minutos. Luego, se disolvió 1 g 

de acetato de zinc (99.9%) de reactivos de TSA en la solución precursora se colocó en  

ultrasonido durante un período de 5 minutos hasta que se obtuvo una solución homogénea.  

Posteriormente se colocó en ultrasonido durante media hora a una temperatura de 60 ° C ± 5 

° C [99], una vez que transcurrió el tiempo, se obtuvo una solución blanca. Esa solución se 



 

colocó en una caja Petri y se dejó secar a 36º C por 24 horas, se obtuvo un polvo blanco que 

se lavó 2 veces con agua destilada.   

8.2 Caracterización de nanopartículas  

8.2.1 Análisis UV-VIS 

Para evaluar las propiedades ópticas de las nanopartículas y  tratar de comprender la 

estructura electrónica que pudieran tener las nanopartículas se utilizó un espectrofotómetro 

UV-VIS DR 6000 marca HACH. Se utilizó una  solución de 30 ppm de nanopartículas ZnO2 

utilizando  como disolvente agua destilada,  las lecturas se efectuaron en un rango de barrido 

de 700 a 190 nm y se utilizaron celdas de cuarzo de 1 cm.  

8.2.2 Análisis FT-IR 

 

Para estudiar las vibraciones de enlace de ZnO2 se llevó a cabo un análisis de FT-IR se utilizó 

el equipo Nicolet IS10 Thermo Scientific FT-IR , con el método de ATR realizando un barrido 

de los 500 cm-1 a 4000 cm -1 (se realizaron 100 barridos por lectura y se llevaron a cabo 3 

lecturas)  para ello se utilizó aproximadamente 100 mg de muestra . 

8.2.3 Análisis Raman  

 

El espectro Raman fue analizado con ayuda de un equipo Raman WITec Confocal Raman 

Microscope System (alpha300R) utilizando un láser Nd: YVO4 con una  longitud  de onda de 

excitación de 532 nm. La resolución típica utilizada se logró utilizando un objetivo  de 100x.Con 

una rejilla de 672 líneas/mm (4cm-1) y Rejilla 1800 líneas/mm (1 cm-1). La velocidad de 

adquisición de espectros puntuales fue ≤ 10μs, utilizando una potencia de lámpara de 14.4 

mW (para la znosio 118um, znsio) teniendo en cuenta los efectos de la temperatura del láser 

sobre la muestra. Los espectros se corrigieron utilizando una función lineal. 

 



 

8.2.4 Análisis Difracción de rayos X  

 

Los experimentos de difracción de rayos X del polvo se realizaron en un Difractómetro de 

Brucker D8 Advance diffractomer (Bruker Co., Billerica,MA, USA) con una velocidad de 

escaneo de 0.02 ° / 1.2004 s de dos pasos el tubo de radiación CuKα  1.5406 A se hizo 

funcionar a 30 kV y 30 mA. Las difracciones de rayos X en polvo (XRPD) se tomaron en el 

rango de 15–75 ° (2Θ) en tamaños de paso de 0.02 °.  

 

8.2.5 Análisis microscopia electrónica de barrido (SEM)  

La muestra se analizó con un recubrimiento de oro para mejorar la resolución de la imagen, 

para el recubrimiento se siguió el método de pulverización catódica (JFC-110 ion sputter, 

JEOL). Las imágenes de las muestras se obtuvieron en un microscopio electrónico de barrido 

(JEOL JSM7600F Tokio, Japón) con un voltaje de aceleración de 5 Kev. La distribución del 

tamaño y el tamaño del diámetro promedio de grano y cristal se determinaron contando los 

granos y los cristales con un software de procesamiento y análisis de imágenes ImagenJ.  

Para elaborar los histogramas de distribución de tamaño se utilizó un software para gráficos 

y análisis de datos origin pro 8. El diámetro promedio de cada partícula y cristal, se determinó 

mediante la medición de al menos 180-200 partículas o cristales por imagen a partir de 5 

imágenes. Además, se realizó un análisis de espectroscopia de dispersión de energía (EDS) 

para la composición química del material utilizando el mismo microscopio electrónico (JEOL 

JSM7600F) con un rango de voltaje de operación de 0-12 keV. 

 

 

8.2.6 Análisis DLS y Potencial Z  

 

Las mediciones de dispersión dinámica de la luz (DLS) para obtener el diámetro hidrodinámico 

(Dh) se llevaron a cabo a temperatura ambiente (25 ° C) utilizando un Zetasizer nano-ZS de 



 

Malvern Instruments (ZEN3500). El mismo equipo también se usó para medir el potencial zeta 

(ζ) de las soluciones de nanopartículas a diferentes valores de pH ajustados con HCl y NaOH. 

Para el Dh y ζ se evaluaron a temperatura ambiente a una solución de 300 ppm. 

 

 

8.3 Interacción nanopartícula-histidina  

 

Las soluciones tampón de enlace fueron preparadas. Antes de cada experimento, las 

nanopartículas, se colocaron en la solución tapón adecuado. Después de una reacción de 

unión durante 18 h a 25 ºC en un baño de agitación, se aísla. Luego se recogieron los 

sobrenadantes, y  se analizaron por absorbancia UV . Para estimar indirectamente la cantidad 

de histidina adherida y así determinar el tampón óptimo  y pH [30]. 

Para el análisis FT-IR se utilizó el equipo Nicolet IS10 Thermo Scientific FT-IR , con el método 

de ATR realizando un barrido de los 400 cm-1 a 4000 cm -1 

 

8.4 Interacción nanopartícula-proteína 
 

8.4.1 Inducción para la sobreexpresión de la proteína MAP3773c 

 

Se seleccionaron las siguientes condiciones de inducción para la sobreexpresión de la 

proteína MAP3773c con la cepa Escherichia coli BL21 (DE3) – pRSET-MAP3773c: 16 horas 

de incubación a 30oC con una concentración final del inductor IPTG a 1 mM en el intervalo de 

0.6-0.7 de densidad óptica a 600 nm; enseguida se procedió a sobrexpresar la proteína 

MAP3773c a partir de 10 L de caldo LB estéril. Al finalizar la inducción, el cultivo se centrifugó 

a 10,000 rpm por 30 minutos a 4 oC, se recolectó el sobrenadante y las células recolectadas 

se lavaron con una solución de NaCl 0.15 M, la biomasa celular se congeló a -20 oC. [68]. 



 

 

8.4.2 Lisis celular  

Se descongeló aproximadamente 13.0 g de biomasa celular en hielo molido y se homogenizó 

volumenes de columna de búffer A previamente filtrado en papel whatman® y con una 

concentración final de 3 mM de fluoruro de fenilmetilsulfonilo (PMSF, inhibidor de proteasas) 

,que partió de una solución concentrada disuelta en isopropanol (se mantuvo siempre en un 

baño hielo molido la suspensión). 

Se utilizó el equipo Dr. Hielscher UP200s Sonifier para sonicar la suspensión celular en hielo 

molido con 10 ciclos de 45 segundos con 30 segundos de pausa entre cada ciclo, con una 

amplitud de 90 % y ciclo de 0.5; después el lisado se centrifugó 3 veces a 20,000 rpm por 20 

minutos a 4 oC, se recuperó cada vez el sobrenadante y se descartaron los restos celulares 

precipitados. Finalmente el lisado se pasó por filtros de 0.80 µm y 0.22 µm (Millipore), se tomó 

una alícuota de 100 µL para realizar una electroforesis SDS-PAGE. 

8.4.2 Purificación 

 

 

8.4.3 SDS-PAGE  

 

A las alícuotas recolectadas durante la purificación se les precipitó las proteínas de la siguiente 

manera, para eliminar el cloruro de guanidinio que es incompatible con los geles de 

poliacrilamida: se tomaron 15 µL de cada muestra a concentrar, luego se les adicionó 85 µL 

de agua destilada y se mezclaron con 100 µL de ácido tricloroacético al 10%, enseguida se 

incubaron en hielo molido durante 20 minutos; luego se centrifugaron a 20,000 rpm durante 

20 minutos a 4 oC, se descartaron los sobrenadantes y luego se lavó cada precipitado con 1 

mL de etanol al 95 % frío, de nuevo se centrifugaron a 20,000 rpm durante 20 minutos a 4 oC 



 

y se descartaron los sobrenadantes, los precipitados se dejaron secar a temperatura ambiente 

y se resuspendieron (con la ayuda de un vórtex) en 15 µL de agua destilada. 

Con las alícuotas concentradas en el paso anterior se procedió a realizar una electroforesis 

SDS-PAGE en gel al 17 %. [68] 

 

 

8.6 Actividad fotocatalítica   

 

Para medir la actividad fotocatalítica de las nanopartículas de ZnO2, se degrado nitrobenceno 

(NB). Las condiciones de reacción son especificadas por Reynoso-Soto et. Alabama. (2013) 

[100] 

Para las reacciones de fotocatálisis, la solución preparada fue de 250 ml de NB a 15 ppm y 3 

diferentes concentraciones de nanopartículas de ZnO2  (20, 30 y 40 ppm), el pH fue neutro a 

menos que se especifique. Las muestras se centrifugaron en una microcentrífuga (Thermo 

Espresso Personal Microcentrifuge, Thermo Fisher Scientific Inc., MA, EE. UU.) Durante 10 

minutos a 15 000 rpm para eliminar las nanopartículas de la solución. Para las modificaciones 

de pH se utilizó HCl y NaOH. Todos los experimentos de fotocatálisis se realizaron por 

duplicado. El consumo de energía específico (SEC) se estimó utilizando la siguiente expresión 

(ec. 1): 

SEC = L*NP*t/m (1) 

L = número de lámparas, NP = potencia nominal de las lámparas (KW), t = tiempo para el 

porcentaje máximo de degradación (h) y m = masa de NB degradada (kg), calculada a partir 

de la concentración inicial de NB y la concentración de NB en " t " [101]. 



 

8.7 Cromatografía de gases/masas  

Para identificar los intermedios de la degradación de la fotocatálisis de NB, cromatografía de 

gases-espectrometría de masas (GC-MS). Los GC-MS se registraron en un TRACE 1310 

(GC) de Thermo Scientific y en un cuadrupolo simple ISQ LT (MS) de Thermo Scientific, con 

un modelo de columna TG-SQC (30 m × 0,25 mm de diámetro interno, 0,25 μm de espesor 

de película). 

 La temperatura del detector fue de 240 ° C, la temperatura del inyector fue de 250 ° C y la 

temperatura de la línea de transferencia fue de 250 ° C; la temperatura del horno comenzó a 

70 ° C durante 3 min, aumentó a una velocidad de 40 ° C / min hasta 280 ° C, con un tiempo 

de mantenimiento de 7 min. 

 Se empleó helio como gas portador, a 1 ml/min de flujo. Se extrajeron 50 ml de muestras con 

5 ml de diclorometano (duplicado), en una proporción de 10: 1 entre la muestra y el disolvente. 

El extracto orgánico se secó con Na2SO4 anhidro. Se colocó 1 ml de extracto en un vial de 2 

ml y luego se inyectó manualmente a GC. 

El porcentaje de los productos de degradación detectados se calculó utilizando el área bajo la 

curva de los picos del cromatograma correspondientes a NB y los nitrofenoles (NP) en 

proporción al NB% detectado por espectroscopia UV-Vis. El porcentaje de intermedios de 

reacción corresponde a la suma de estos. 

 

 

 



 

Capítulo 6 

9.0 Resultados y discusiones “sisntesis y caracterizacion de nanopartículas’’ 

9.1 Síntesis de nanopartículas de ZnO2 

La síntesis de nanopartículas de peróxido de zinc ZnO2 da lugar a  la 

siguiente reacción (eq.2) [102] 

 

𝑍𝑛(𝑂2𝐶𝐶𝐻3)2+ 𝐻2𝑂2 → 𝑍𝑛𝑂2+2𝐻𝑂2𝐶𝐶𝐻3       (2) 

 

La formación de la reacción ZnO2 se confirmó mediante evaluación visual. El color de la 

reacción de la mezcla se cambió de transparente a blanco lechoso (figura 1) , posteriormente 

esta solución se seca y se lava para obtener un polvo fino blanco. 

 

 

Figura  1: Síntesis  

En la figura 1 se muestra la solución de ZnO2 después del tratamiento de ultrasonido y temperatura 

))) 



 

9.2 Caracterización de nanopartículas ZnO2:  

9.2.1 Uv-Vis  

Los picos característicos de absorción de las nanopartículas de ZnO2 se muestran en el rango 

de 260 nm a 330 [103]. Los  desplazamientos se pueden deber al tamaño y/o forma de las 

nanopartículas [104]. En la figura 2A se observa el espectro Uv-Vis una banda de excitación 

máxima a los  285 nm  a pesar que las absorciones máximas  características de las 

nanopartículas de óxido de zinc son a los 350 – 381 nm aproximadamente [105], el espectro 

se asemeja mucho a los espectros obtenidos por  Arefi, M. R (2012) y  Fooladsaz (2012) [106] 

[107], cuando caracterizaron las nanopartículas de ZnO.  

Sin embargo, en nuestro espectro podemos observar un desplazamiento que puede deberse 

a fenómenos de tamaño o forma, como se mencionó anteriormente, se observa que la 

solución absorbe de 650 nm a 250 nm. Esto puede deberse al hecho de que tiene una energía 

de unión diferente [108],   ya que ZnO2 necesita menos cantidad de energía de enlace que 

ZnO  [109]. En la  figura 2 A se puede observar que en el espectro de los reactantes (línea 

punteada)  no hay una absorción característica a diferencia que la ilustración 2 A (línea negra),   

se observa cómo cambia el espectro después del proceso  al que se sometió, observando un 

cambio notorio en el espectro Uv-Vis. 



 

 

Figura  2 Espectro Uv-Vis/Band gap 

Figura 2: A) Espectro UV-Vis de nanopartículas de ZnO2 obtenidas (línea negra) dispersas en agua y 
Uv-Vis del reactivo acetato de zinc (línea de puntos) utilizado para la síntesis. (B) Cálculo de band gap 
indirecta para nanopartículas de ZnO2. 

 

 

Como sabemos el espectro Uv-Vis nos brinda información no solo de las propiedades ópticas 

sino de la band-gap figura 2 B se conoce que existe una fuerte hibridación entre los estados 

Zn-d y O-p. Y que ZnO2 es un semiconductor indirecto con la parte superior de la banda de 

valencia ubicada en Γ y la parte inferior de la banda de conducción ubicada entre Γ y R. para 

ZnO2 la banda prohibida es de  2.3 eV. Sin embargo, generalmente se subestima 

aproximadamente en un 50-100%, usando la teoría de la funcional densidad. Por lo tanto, el 

valor real de la brecha de energía para ZnO2 podría estar en el rango de 3.3-4.6 eV, de 

acuerdo con el valor calculado a partir del espectro de remisión [110]. 

 

Se observa el cálculo de energía del intervalo de banda figura 2 B , la energía del intervalo de 

banda se calculó utilizando el método tauc (ecuación 3) como se ve a continuación: 

 



 

 

𝛼ℎ𝜗 = 𝐶(ℎ𝜗 − 𝐸𝑔 )n        (ecuación 3) 

 

En donde α es el coeficiente de absorción, ℎ𝜗 es la energía incidente, n es = 2 C es la energía 

de la banda prohibida, se grafico (𝛼ℎ𝜗)2  contra ℎ𝜗 (𝐸𝑔) para el cálculo de la energía de banda 

prohibida se extrapolo la parte lineal con la abscisa  (ℎ𝜗 𝑒𝑉)  [111] [112]. Como se puede 

observar en la ilustración 2 obteniendo un valor de 3.7 eV, estando dentro del intervalo 

consultado en la bibliografía. 

 

 

9.2.2 FT-IR 

El espectro FT-IR de las nanopartículas de ZnO2 se muestra en la figura 3A con picos 

característicos de 667 cm-1, 1022 cm-1, 1405  cm-1 y 1535 cm-1. Las posiciones de los picos 

en 1022  cm-1, 1405  cm-1 y 1535. cm-1 pueden deberse a las bandas de vibración del enlace 

correspondiente a O-O,  los cuales pueden corresponder a los iones peróxido (𝑂2
−2) de las 

nanopartículas de ZnO2.  

Otra banda de absorción bien definida  de las nanopartículas de ZnO2 se observa ubicada a 

667 cm-1 que puede corresponder a la vibración de Zn-O. Verma et.al. (2014) observaron 

picos de vibraciones características de nanopartículas de ZnO2 a 436 cm-1 para el enlace Zn-

O, y 1040, 1334 y 1450 cm-1 para el enlace O-O [109] las cuales tienen una gran semejanza 

con nuestras nanopartículas solo con un desplazamiento  este desplazamiento indica la 

propiedad de confinamiento cuántico de las nanopartículas.  



 

En el rango de confinamiento cuántico, la band-gap de la partícula aumenta, lo que resulta en 

el desplazamiento del borde de absorción a una longitud de onda más baja, a medida que el 

tamaño de partícula disminuye [113]  

Conjuntamente el pico ancho en la longitud de onda de 3384 cm-1, corresponde a vibraciones 

características de la molécula de agua [114]. Por otro lado, las bandas mostradas en 1535 

cm-1 y 1405 cm-1 pueden corresponder a las vibraciones de los reactivos (acetato de zinc), ya 

que son características de las vibraciones de los enlaces C-O y C-C [115]. Esto podría ser 

parte del reactivo que no reaccionó, puede parecer lógico que todavía estén presentes en la 

muestra, ya que la muestra no se sometió a ningún tratamiento térmico o también pudo 

deberse  a la absorción de CO2 en la superficie de las nanopartículas [116].   Esto corresponde 

con el porcentaje de las proporciones de los átomos del análisis EDX figura 4B en donde el 

ZnO2 no contiene oxígeno adicional proveniente del acetato. 

 

Figura  3: Espectro FT-IR/RAMAN 

Figura 3: (A) corresponde al espectro FTIR y (B) corresponde al espectro Raman para nanopartículas 

de ZnO2.  

 



 

9.2.3 Raman  

El espectro de Raman de nanopartículas de ZnO2 se muestra en la figura 3B , donde están 

presentes 5 señales, en la posición de 97, 395, 473, 847 y 930 cm-1, respectivamente. Los 

picos en las señales aproximadamente 99 y 440 cm-1 se asignan a los dos modos de vibración 

E2 activos Raman no polares para ZnO. Están asociados al E2-bajo y E2-alto 

respectivamente. El pico en 390 se atribuye a los modos A1 alto y A1 bajo con una ligera 

diferencia con los resultados informados por Sun, M. et. Alabama. (2007) [117] [118] 848 y 

925 cm-1 coinciden con los picos característicos  del espectro raman de ZnO2 nanocristalino 

[119]. 

 

9.2.4 Difracción de rayos X  

 

Para estudiar la forma cristalina de las nanopartículas de ZnO2 se sometió a un análisis de 

difracción de rayos X obteniendo el difractograma mostrado en la figura 4 A en donde se 

observan que todos los picos se ajustan perfectamente a los datos encontrados en la 

referencia JCPDS  (01-077-2414), pertenece a la estructura cubica de ZnO2  para los cálculos 

de parámetro de red, volumen de celda y radio atómico se utilizó la siguiente fórmula: 

𝑑ℎ𝑘𝑙 =  
𝑎

√ℎ2𝑘2𝑙2
=  

𝑛 λ

2 𝑠𝑒𝑛 ∅
 (Ecuación 4) 

En donde hkl son los índices de miller indicados en el plano, n donde comúnmente es 1, λ es 

la longitud de onda (1.541 A. CuKa) y  ∅ es el angulo de difracción. Estos cálculos se muestran 

en la tabla 2 en donde podemos observar que el parámetro de red es a=b=un comportamiento 

típico de las estructuras cubicas, para el tamaño de cristal se utilizó la ecuación de Scherrer 

[120] [121] obteniendo un tamaño de cristal de aproximadamente 8nm  figura 4 C. 

 



 

 

 

 

Tabla 2: DRX 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Tabla 2: Parámetros de estructura cristalina de ZnO2 calculados por difracción de 

rayos X 

 

Distancia 
2-theta 

Distancia 
interplanar 
longitud de 

onda= 1.541 A. 
CuKa 

Plano JCPDS Parámetro 
de red Ao 

Radio 
atómico 

Volumen 
de celda  

37 2.43 2 0 0 4.86 2.43 114.87 

31 2.84 1 1 1 4.91 2.45 118.84 

53 1.72 2 2 0 4.87 2.43 115.90 

63 1.47 3 1 1 4.87 2.43 115.99 

66 1.41 2 2 2 4.87 2.43 115.82 

41 2.19 2 1 0 4.89 2.44 117.41 

45 1.99 2 1 1 4.88 2.44 116.24 



 

 

Figura  4: XRD/EDX/SEM 

Figura 4: Las imagines  (A) XRD, (B) EDX and (C) SEM  corresponden a  nanopartículas de ZnO2 . La 

imagen SEM y el histograma de distribución de  tamaño  corresponde a cristales que constituyen una 

particula de  100 nm de diámetro 

 

9.2.5 SEM, EDX Y DLS  

 

En la Figura 3 B se muestra el espectro EDX típico de ZnO2, esto indica la composición de la 

muestra formada por Zn y O (la relación atómica Zn: O es 1: 1.54), aproximándose a la de la 

bibliografía consultada. [122]  [123] Confirmando la elemental obtenido por XRD.  

Como se mencionó anteriormente, el tamaño de los cristales calculado por la ecuación de 

Scherrer fue de aproximadamente 8 nm, en la Figura 3 C podemos observar una micrografía 

de una nanopartícula de ZnO2, en la que se puede ver que la partícula está hecha de pequeños 

cristales que se midieron en aproximadamente 6 nm. La figura 5  muestra fotografías de las 

nanopartículas tomadas a diferentes distancias. La Figura 6 A muestra la medición del 



 

diámetro de una foto captada con un voltaje de aceleración de 5 KeV y sometida a análisis de 

imágenes, con la ayuda de un software de imagen J que obtiene un diámetro promedio de 

aproximadamente 100 nm con una distribución normal.  Esto confirma el análisis DLS figura 

6 B del cual obtuvimos un Dh de ~ 100 nm, lo que significa que sintetizamos grupos de 

nanopartículas de aproximadamente 100 nm, con una distribución normal hecha de pequeños 

cristales de aproximadamente de 8 nm. 

 

 

 

 

 

La figura 5 muestra Imágenes SEM de nanopartículas de peróxido de zinc tomadas a 
diferentes distancias.   

 

Figura  5: SEM 



 

 

Figura  6:SEM/DLS 

 
Figura 6: (A) imagen SEM con un recubrimiento de oro y (B) distribución del diámetro hidrodinámico (Dh) por 
análisis de DLS para nanopartículas de ZnO2. El inserto en la imagen SEM corresponde a un histograma de 
distribución de tamaño de las partículas de 100 nm de diámetro. 

 

9.2.6 Potencial Z 

 

La Figura 7 presenta el perfil del potencial zeta medido a un pH variable de las suspensiones 

de ZnO2, calculado entre pH 3 y 9, el pH inicial de las soluciones fue a pH 6.3 con un potencial 

zeta promedio de +15 mV. 

 A medida que aumentó el pH, se observó que el potencial zeta disminuía gradualmente, el 

punto de carga cero (PZC) se midió entre pH 7,5 y 8,0, después de este punto, la solución 

mostró una aglomeración en el pH 9,  las nanopartículas tiene una carga de -18 mV +/- 2. A 



 

un pH más alto, las especies dominantes son Zn (OH) 2 (ac) que podrían precipitar dando una 

nueva fase sólida, Zn (OH) 2 (s).  

Al aumentar el pH, las especies negativas, como Zn (OH) - 
3 (aq) y Zn (OH) 2

−
4 (aq) dominan y 

determinan la carga negativa general por la deposición de las especies metálicas de la 

solución. [124] Al disminuir el pH de la solución por debajo de pH 7, mostró una región de 

dispersión al aumentar el potencial zeta. Teniendo así una región de disolución y una región 

de aglomeración, de acuerdo con la referencia consultada [125]. Se observó un punto 

isoeléctrico (IEP) a pH 3.2 figura 7 observando dos puntos de IEP (punto isoeléctrico) a pH 

ácido y PZC (Punto de carga cero) a pH alcalino que coincide con la referencia [126]. 

 



 

 

Figura  7: Potencial Z 

 Figura 7: Efecto del pH en la medición del potencial zeta para nanopartículas de ZnO2. 
 

 

Capítulo 7 

9.3  Resultados y discusiones ‘’Fotodegradación de nitrobenceno’’ 

 

9.3.1  Nanopartículas semiconductoras  de ZnO2 como fotocatalizadoras  

 

Cuando una partícula semiconductora absorbe un fotón con una energía (hν) que coincide o 

excede su banda de energía (Eg), un electrón (𝑒𝑐𝑏−) se excita desde la banda de valencia 

(VB) a la banda de conducción (CB), dejando un agujero (ℎ𝑣𝑏 +) . Los electrones y los agujeros 



 

generados por la foto pueden recombinar y disipar la energía de entrada en forma de calor, 

quedar atrapados en estados de superficie metaestables o reaccionar con donantes de 

electrones y receptores adsorbidos en la superficie del semiconductor o dentro de la capa 

eléctrica doble circundante de partículas cargadas [127]. 

 Estos electrones fotogenerados en la banda de conducción (𝑒𝑐𝑏−) y orificios dentro de la 

banda de valencia (ℎ𝑣𝑏 +), pueden recombinarse o residir en un estado atrapado o dentro de 

la banda respectiva. Y reaccionar con O2  para formar los iones  O2
- o O2 -2 [128].   En los 

orificios que unen los átomos de O- con una carga formal de  O-, los poderosos agentes 

oxidantes son capaces de extraer electrones del H2O adsorbido para producir H2O+, que 

puede disociarse para producir un protón y el radical de superficie hidroxilo. [129]  Como se 

expresa en las siguientes ecuaciones (ecuaciones 5-10): 

𝑍𝑛𝑂2+ℎ𝑣→𝑒𝑐𝑏−+ℎ𝑣𝑏+ (5)  

 

𝑒𝑐𝑏−+𝑂2→𝑂2−+𝑂2−2 (6)  

 

ℎ𝑣𝑏++ 𝑂𝐻−→𝑂𝐻• (7)  

 

ℎ𝑣𝑏++ 𝐻2𝑂−→𝐻2𝑂+(8)  

 

𝐻2𝑂+→𝑂𝐻•+ 𝐻+ (9)  

 

𝑂𝐻•+ 𝑁𝐵→ 𝑂𝑥𝑖𝑑𝑎𝑡𝑖𝑣𝑒 𝑖𝑛𝑡𝑒𝑟𝑚𝑒𝑑𝑖𝑎𝑡𝑒𝑠+ 𝐶𝑂2+ 𝐻2𝑂 (10) 



 

9.3.2 Efecto de la concentración de fotocatalizador 

 

La Figura 7 presenta los espectros de absorción UV-vis de muestras de solución de NB 

después de la fotorreacción para diferentes tiempos y diferentes concentraciones, el espectro 

típico de NB muestra un pico de absorción entre 250 nm y 268 nm [121] [130]. 

 

En este trabajo, los espectros de NB muestran un pico de absorción en 265 que disminuyó 

considerablemente en intensidad a medida que aumentaba el tiempo de exposición a los 

rayos UV. La siguiente fórmula (eq. 11) para obtener el porcentaje de degradación fue la 

siguiente: 

 

Degradación (%) = [(Co – Ct)/Co] x 100         (11) 

 

 

Donde Co es la concentración inicial o en su defecto, la absorbancia inicial de NB y Ct es la 

concentración de NB en un momento determinado "t" en minutos, o bien una absorbancia de 

NB en un momento determinado en minutos [131]. 

 

 

 

 

 

 

 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

En la figura 8 A se muestra el porcentaje de fotodegradación de NB a diferentes 

concentraciones de nanopartículas de ZnO2, siendo estas 20, 30 y 40 ppm con una 

degradación de NB del 52.9%, 62.6% y 57.4% respectivamente, como se muestra en la tabla 

2.  

Figura 8: La figura a) muestra el espectro  Uv-Vis de la solución de nitrobenceno después del tratamiento con Uv utilizando 
como catalizador nanorticulas de peróxido de zinc con una concentración de 20 ppm, la figura B) muestra el espectro bajo las 
mismas condiciones solo que con una concentración de 30 ppm de nanoparticulas ZnO2 ,la figura C) contiene una 
concentración de 40 ppm de nanoparticulas ZnO2 mientras que la figura D) muestra el comportamiento de degradación:  
Tiempo / Porcentaje de degradación de las 3 concentraciones.  
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Figura  8: Espectro UV de nitrobenceno  



 

Se puede ver que al aumentar la concentración de 20 ppm a 30 ppm, la degradación de NB 

aumentó, confirmándose la influencia positiva del aumento del número de sitios activos de 

ZnO2 en el proceso [132], por lo tanto la eficiencia podría mejorarse con el aumento de la 

concentración de ZnO2, porque el área de superficie total disponible para la adsorción de 

nitrobenceno aumentó [133]. 

Por el contrario, aumentar la concentración a 40 ppm tuvo una repercusión en la degradación, 

la disminución de la reacción fotocatalítica podría deberse a la disminución de la penetración 

de la luz y al aumento de la dispersión de la luz UV. [134] [135]  

O bien a que los iones O2 excesivos actúan como eliminadores de radicales OH y tienen un 

efecto de bloqueo en la superficie del fotocatalizador de partículas y disminuyen la eficiencia 

de descomposición [136]. 

Tabla 3:Degradacion de nitrobenceno 

 

Tabla 3: En la siguiente tabla se puede observar el porcentaje de degradación de nitrobenceno 
cuando se utiliza como fotocatalizador las nanopartículas de peróxido de zinc en presencia de 
luz  UV. 

Nanopartículas 20 ppm 

Tiempo (min) 0 20 40 60 90 120 

Concentración (ppm) 15 11.9 10.0 9.4 8.1 7.1 

Degradación 

(%) 

0 20.9 32.9 37.6 46.0 52.9 

       

Nanopartículas 30 ppm 

Concentración (ppm) 15 11.4 9.8 7.9 6.2 5.6 

Degradación 

(%) 

0 23.9 35.6 47.4 58.8 62.6 

Nanopartículas 40 ppm 

Concentración (ppm) 15 11.8 8.8 8.4 7.7 6.4 

Degradación 

(%) 

0 21.5 41.3 43.7 48.4 57.4 



 

 

9.3.3 Efecto del pH 

 

El efecto del pH sobre la actividad fotocatalítica figura  9 B de las nanopartículas de ZnO2 fue 

de 62.6%, 64.9% y 97.7% para pH 7, 10, 2, respectivamente, siendo pH 2 más efectivo. La 

razón puede ser que cuando el pH es 2.0, existe una fuerte fuerza de Coulomb entre la 

superficie de la nanopartícula de ZnO2 y el nitrobenceno, lo cual es favorable para la adsorción 

de nitrobenceno en la superficie del fotocatalizador [133]. 

 La solución coloidal de nanopartículas de ZnO2 entre pH 2 y 3 tendría, por lo tanto, una carga 

superficial negativa figuara 7 y se esperaría que experimentaran una atracción significativa 

hacia las superficies con carga superficial positiva. Ya que el  pKa de la NB es 3.98, donde la 

forma aniónica domina al aumentar el pH de la solución. [137] 

Por lo tanto, a un pH entre 2 y 3, ZnO2 tiene un potencial zeta negativo y NB una carga positiva 

en estas condiciones, lo que aumentaría las atracciones nanopartículas-NB. De esta manera, 

Figura 9: Porcentaje de fotodegradación de NB por nanopartículas de ZnO2 a diferentes concentraciones de fotocatalizador 

(A), (B) valor de pH inicial diferente con 30 ppm de fotocatalizador y (C) consumo de energía específico para cada 
reacción a diferentes valores de pH. 

Figura  9: Fotodegradación de nitrobenceno 



 

se mejora la disponibilidad de contacto con la superficie OH • generada (ecuaciones 3 y 5) y 

incrementa el  porcentaje de degradación. Además, a un  pH 2 las nanopartículas de ZnO2 

liberan el iones O2 [138] [139] , el anión radical superóxido recién formado reacciona con el  

agua para generar aniones de peróxido de hidrógeno y el incremento del número de radicales 

hidroxilo aumenta el rendimiento de la reacción [140]. 

 

Con frecuencia, tanto en la literatura como en los estándares internacionales, la SEC se utiliza 

como un indicador de rendimiento energético para evaluar o medir el rendimiento de la 

eficiencia energética [141]. La figura 9 C muestra la eficiencia energética del efecto del pH 

sobre la actividad fotocatalítica, a los parámetros óptimos (pH 2 y 30 ppm de ZnO2) y después 

de 120 minutos de tratamiento, el 97,7% de NB se degradó con una SEC correspondiente de 

aproximadamente  60 000 kWh/kg.  

Nuestras nanopartículas de actividad fotocatalítica en comparación con los fotocatalizadores 

informados (Tabla 3) para la degradación de NB, tuvieron un alto porcentaje de remoción del 

97.7%. Como se muestra en la tabla 3, nuestro porcentaje de eliminación (97.7%) se logra en 

la mitad o incluso, en una cuarta parte del tiempo (2 horas) en comparación con la degradación 

obtenida por: nanotubos de TiO2 (50 mg) [142], SrFeO3−δ (1,000 ppm) [143] TiO (0.3 % w/v) 

[49] y TiO2 (50 mg) [35] que eliminó el NB en solución en 100%, 99%, 98.5% y 98% en 4, 6, 

4, 8 horas respectivamente. Sin embargo, G-ZnO-Au NC [144] y (0.50%) TiO2 dopado con Zn 

[100] tuvieron un porcentaje de degradación de 97.8 % y 97 % en 2.3 y 2 horas 

respectivamente, con resultados muy similares a los de nuestras nanopartículas sintetizadas. 

En contraste, hemos sintetizado nanopartículas de ZnO2 mediante un método fácil, capaz de 

actuar como un fotocatalizador para la degradación de NB mejor o como el catalizador 

publicado en la literatura. 



 

Tabla 4: Catalizadores 

Tabla 4: Comparación de la actividad fotocatalítica de ZnO2 con los diversos catalizadores informados 
para la degradación de NB 
 

Material  [Material]  [NB]  Tiempo  
(hora)  

Tipo de 
irradiación   

NB (%) 
degradaci
ón   

Principales 
intermediarios   

Referenci
a  

TiO2 

Nanotubes 
50 mg/50 

ml 
40ppm 4 Energía solar 100.00% No reportado [69] 

SrFeO3−δ 1000 ppm 50 ppm 6 125 W, 
Lámpara de 

vapor de 
mercurio 

99.00% No reportado [70] 

TiO** 0.3 % w/v 300 ppm 4 Energía solar 98.50% 3-nitrofenol y 4-
nitrofenol 

[71] 

TiO2 50 mg 50 ppm 8 125-W, 
Lámpara de 

vapor de 
mercurio 

98% No reportado [10] 

G-ZnO-Au 
NCs 

4 ppm 5 mM 2.3 500 W, 
< 420 nm 

97.80% Anilina [72] 

(0.50%) Zn 
doped 
TiO2 

 15 ppm        2 254 nm 97.00% No reportado [30] 

GT-1 200ppm 50 ppm 4 200W 
Lámpara de 

vapor de 
mercurio 

96% No reportado [73] 

Ag-h-TiO2 
*** 

0.5 g/L 61.5 ppm 3.5 435.8 nm 95.50% n-butanol, di-
ethyl ether, 

furano, 
orthoformic 

acid, propanol 
and acetic acid. 

[74] 

TiFe0.5 *** 4 glass 
plates 

2.51×10−4

M 
4 320–500 nm. 88.45% No report [22] 

ZnO2* 30 ppm 15 ppm 2 254 nm 97.8 % 2-NP, 3-NP and 
4-NP 

Este 
trabajo 

* Ácido ** Alcalino *** Neutro (las reacciones en las que no se especifica el pH, se supone que son una solución 
acuosa pH neutro). G-ZnO-Au NCs = Graphene-ZnO-Au Nanocomposites  GT-1 = Carbono grafítico (1%) - 
Compuestos de TiO2 
Ag-h-TiO2 = Nanoesferas de TiO2 huecas dopadas con Ag TiFe0.5 = 0.5% en peso de TiO2 dopado con Fe 
depositado como película delgada sobre placas de vidrio (área de irradiación de 19.5 cm2) Nitrofenol = NP, 2-
nitrofenol = 2-NP, 3-nitrofenol = 3-NP y 4-nitrofenol = 4-NP 
 



 

 

 

9.3.4 

Identificación de productos de degradación por espectrometría de masas de alta 

resolución 

Para explorar el mecanismo de la fotodegradación de NB mediante nanopartículas de ZnO2, 

los intermedios formados durante la reacción se identificaron mediante GC-MS, donde 2-

nitrofenol (2-NP), 3-nitrofenol (3-NP) y 4-nitrofenol (4-NP ) se detectaron los principales 

intermediarios de nuestra degradación de nitrobenceno, el pico de NB apareció en el 

cromatograma de GC (cromatografía de gases )  para pH 2 figura 10 A), 7 figura 10 B y 10 

figura 10 C en un tiempo de retención cercano a 5,9 min, mientras que los picos 

correspondientes a los intermedios aparecieron en tiempos de retención cercanos a 6,2 min. 

(mismo tiempo de retención para los tres pH.  

En la Figura 11 se muestra el resultado del espectro de masas de los picos mencionados, que 

se asignaron a NB (A), 2-NP (B), 3-NP (C) y 4-NP (D), respectivamente. La concentración de 

los intermedios se midió calculando el área bajo la curva a partir de los picos del 

cromatograma en proporción a la concentración de NB conocida. Los intermedios de reacción 

detectados para el pH 2 figura 11 A, 7 figura 11 B  y 10 figura 11 C fueron 0.51%, 6.3% y 1.2% 

respectivamente. 

 

 



 

 

Figura  10:Cromatografia de gases 

 
Figura 10: Cromatogramas de cromatografía de gases (GC) de los extractos de fotocatálisis de nitrobenceno (NB) 
para las reacciones a pH: (A) 2, (B) 7 y (C) 10. Dos picos detectados el primero corresponden a  NB y el segundo 
corresponde a intermediarios de reacción, nitrofenoles (NPs). 

 

Al presentar estos productos, se propone que el nitrobenceno se pueda oxidar a través de 

una vía, los radicales hidroxilo se pueden agregar al anillo aromático del nitrobenceno y 

forman radicales hidroxi ciclohexadienilo [145] [146].Cuando se añade el radical hidroxilo en 

la posición orto, meta y para del anillo de nitrobenceno, la oxidación o desproporción de los 

radicales hidroxi ciclohexadienilo podría producir 2-nitrofenol, 3-nitrofenol y 4-nitrofenol, 

respectivamente. La distribución de los isómeros en la hidroxilación mediada por HO no 

obedece a la orientación prevista, según las características de desactivación del grupo nitro. 

[147] 



 

 

Figura  11: Espectro de masas  

 
Figura 11: Espectro de masas (MS) para las moléculas detectadas de los extractos de fotocatálisis de nitrobenceno 
(NB). (A) NB, (B) 2-nitrofenol (2-NP), (C) 3-nitrofenol (3-NP) y (D) 4-nitrofenol (4-NP). 

 
 

 

 

 

 

 



 

Capítulo 8 

9.4 Resultados y discusiones  “Interacción nanopartícula- proteína recombinante 

map3773c ” 

9.4.1 Unión Nanopartícula Histidina 

 

La unión química de las proteínas en los metales se puede modelar mediante el estudio de 

las interacciones de los aminoácidos individuales con las superficies. Debido a su estructura 

relativamente simple en comparación con los polipéptidos y proteínas, y como son bloques de 

construcción en los últimos, los aminoácidos pueden aportar información básica sobre la 

adsorción de proteínas en una superficie metálica. El estudio del aminoácido simple  puede 

ayudar en la comprensión de sistemas más complejos, donde la conformación en el estado 

adsorbido da como resultado todas las interacciones individuales entre los aminoácidos y la 

superficie, y entre los aminoácidos [148] 

9.4.1.1 FT-IR  

En la figura 3 A se muestra el espectro característico de las nanopartículas de ZnO2 con las 

bandas asociadas a vibraciones conocidas: 667 cm-1, 1405 cm-1 y 1535 cm- . 

La histidina contiene en su estructura  un anillo imidazol (C3H4N2), una amina (NH2) y un grupo 

carboxílico (COOH). En el FT-IR tienen bandas de absorción que corresponden a las 

vibraciones de 1600, 1510, 1441, 1408, y 1328 cm−1  para la amina y el grupo carboxílico con 

diferentes modos de vibración simétricos y asimétricos de estiramiento y de tijera, y de 1600, 

1512, 1346, 1275 y 3000 cm−1  asociados a estiramientos de CH2 del anillo de imidazol en su 

estado de cristal [86] [149]  

En la figura 11 se puede observar el espectro de la histidina a pH 11 (línea verde) y el espectro 

de las nanopartículas –Histidina (Np-His) (Linea Roja)  donde se observan bandas asociadas 

a  nanopartículas de ZnO2 con un  desplazamiento de los picos de la nanopartícula 1405 y 

1535 hacia el rango de mayor energía y en donde se encuentra las vibraciones características 



 

de enlace asociadas a CH2  [150] que se le atribuyen a la histidina.  En base al desplazamiento 

observado generalmente apunta a un mecanismo de unión bidentado [151] Sin embargo se 

puede observar la desaparición de banda  de ciertos modos de vibración de la histidina (Tabla 

4)  el modo de vibración cercano a 3000 cm-1 puede desaparecer debido a que esta mu cerca 

de la banda de estiramiento de O-H [152] La desaparición de la banda 1590 cm-1 asociada a 

COO- asi como una una bandas asociadas a C-N lo cual sugiere un sitio de unión Np-His. 

[153] 

Además en la figura 12 se muestra el espectro de las nanopartículas de peróxido de zinc que 

estuvieron en contacto con la histidina a un pH de 3 en este espectro también se observa un 

desplazamiento a una región de enlace asociada a COO- [150] sin embargo esta ni la señal 

asociada NH3+ (tabla 5)  no desaparecen, pero desaparece una señal de C-N del anillo. En 

conjunto se observa una deformación del pico característico de la nanopartículas de ZnO2 que 

muestra una unión Np-His [154] esto nos lleva a la conclusión de que existe una adsorción  

por C-N y un aporte iónico debido a que la superficie es ligeramente negativa. Estas 

observaciones confirman la presencia del agente de cobertura en los nanocristales de ZnO2. 

[155]. En la figura 12 el espectro de la NP-His pH 7 se muestra que solo aparece una señal 

muy baja de la vibración ZnO2 y una señal muy intensa de del anillo de imidazol  lo cual 

concluimos que la nanopartícula está siendo totalmente recubierta por la histidina solo 

dejando expuesto el anillo de la histidina. En los tres casos se observa un desplazamiento de 

las bandas características de las nanopartículas lo cual muestra una unión exitosa en todos 

los pH. [152] 



 

 

Figura  12: FT-IR Nanopartícula-Histidina 

Figura 12: Muestra la comparación de los espectros de histidina (línea verde) y el complejo Nanopartícula histidina  ( línea 
roja) a distintos pH. 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

 

Tabla 5: FT-IR Histidina/Complejo 

Tabla 5: Frecuencias de absorción de infrarrojo observadas de en histidina y el complejo Np-His a diferentes pH 

pH 11 pH 7 pH 3   

Histidina  Complejo Histidina  Complejo Histidina  Complejo Asignación Referencia  

2800 cm-1 - 2800 cm-1 - 2800 cm-1 2900 cm-1 CH2 del anillo de 
imidazol 

[149] 

- - 1600 cm-1 - 1600 cm-1 1600 cm-1 δNH3+  
[150] 

1590 cm-1 - - - - - νas CO2 - [150] 

1430 cm-1 1440 cm-1  - 1430 cm-1 - δCH2 [150] 

1400 cm-1 1400 cm-1 1400 cm-1 - 1403 cm-1 1403 cm-1 νs CO2 - [150] 

1330 cm-1 1330 cm-1 1333 cm-1 - 1334 cm-1 1334  cm-1 CH2 [150] 

1300 cm-1 - 1300 cm-1 - 1300 cm-1 - δCH2/δ=C–H [150] 

1260 cm-1 - 1260 cm-1 - 1260 cm-1 - ν=C–N +δ C–H [150] 

1240 cm-1 - 1242 cm-1 - 1243 cm-1 - ν=C–N + δC–H [150] 

1170 cm-1 - 1180 cm-1 - 1164 cm-1 - ν–C–H (CH2) [150] 

1130 cm-1 - 1130 cm-1 1130 cm-1 1130 cm-1 - ν=C–N/δ=N–H [150] 

1099 cm-1 - 1095 cm-1 1099 cm-1 1095 cm-1 1095 cm-1 ν=C–N/δ=C–H(Npi) [150] 

1080 cm-1 - 1075 cm-1 - 1075 cm-1 - ν=C–N/δ=C–H(Npi) [150] 

1049 cm-1 - 1050 cm-1 - 1050 cm-1 1050 cm-1 νC–N side chain [150] 

973 cm-1 973 cm-1 970 cm-1 970 cm-1 973 cm-1 - ν=C–N/δ ring [150] 

850 cm-1 850 cm-1 848 cm-1 848 cm-1 - - δ NH3+ [150] 

825 cm-1 825 cm-1 825 cm-1 - 825 cm-1 825 cm-1 Modo de vibración de 
anillo  

[150] 

 

9.4.1.2 Uv-Vis 

 

Las soluciones muestra se elaboraron colocando 10 mg de nanopartículas modificando las 

concentraciones de histidina y se colocaron en sus soluciones amortiguadoras 

correspondientes figura 13. La concentración de histidina de cada solución de muestra y la 

eficiencia de captura de las nanopartículas  calcularon midiendo la reducción en el pico UV 

máximo de la solución sobrenadante y utilizando las curvas de calibración presentadas en la 

figura  14 , que muestra un buen comportamiento lineal. Correlación (R2 = 0.999) en el caso 

de las tres curvas de calibración.  



 

 

 

Figura  13: Nanopartícula-Histidina 

Figura 13: Se muestra soluciones de nanopartículas de peróxido de zinc con una concentración de histidina conocida 

No obstante esto no fue posible debido a que la absorción supera las concentraciones  

medidas en las curvas de calibración,  por lo tanto se puede apreciar un efecto hipercromico 

[156]  

Como se puede apreciar en la figura 14 un aumento de absorbancia respecto a la absorbancia  

inicial.  



 

 

Figura  14:Curvas de calibración de histidina. 

Figura 14: La figura A, B Y C muestran la curva de calibración de histidina para pH3 pH7 y pH11 respectivamente la figura D 
muestra el espectro Uv-Vis de la curva de histidina.  

Este efecto es común cuando existe un tipo de interacción ya sea electrostática o de otro tipo 

entre nanopartículas y moléculas biológicas. [157] [158] En la figura 15 en los tres casos se 

puede observar un desplazamiento de longitud de onda de absorción lo que se puede deber 

a la agregación de nanopartículas, esta agregación puede deberse al acomplejamiento entre 

nanopartícula histidinas [159], estos desplazamientos pueden estar influenciados por el 

cambio de pH a que las moléculas se pueden encontrar protonadas y esto puede aumentar 

este tipo de interacciones, [160] sin embargo este tipo de desplazamiento  no es muy notable 

en todas las concentraciones de histidina esto puede deberse a que este tipo de complejos 

tienden a formase por el anillo de la histidina [161] o que no sufren ningún cambio estructural 

[162]. 

En la figura 15 B se observa que a mayor concentración dio como resultado una disminución 

en lmax y la aparición de un hombro a aproximadamente 280 nm lo cual se puede especular 



 

que se está dando una  formación de complejos de aminoácidos entre la nanopartícula y la 

histidina. [163] 

 

Figura  15: Uv-Vis nanopartícula- Histidina 

La figura 15 muestra espectros Uv-Vis de las soluciones Nanopartícula-histidina a diferente pH 3 , 7 y 11 (A , B y C) 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

 

 

 

9.5 Purificación de MAP 3773c  
 

Para poder estudiar a la proteína MAP3773c es conveniente que esta se encuentre de forma 

soluble y sin ningún cambio conformacional [164] sin embargo en la figura 15 podemos 

observar  el extracto que procede de la cepa de E-coli transformada, en este se puede observar 

que los niveles de sobreexpresión son muy bajos,  por lo cual será muy complicado la 

purificación de esta proteína por lo que en el primer gel se pretende observar si se forma la 

corona de proteínas en la nanopartícula.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura  16: SDS-PAGE  

Análisis SDS-PAGE de muestras de proteínas eluidas con dos concentraciones de 
sal. El carril 1 es un marcador de  bajo peso molecular (MARK 12  ), el carril 2 
representa extracto crudo; los carriles 3 ( L1  )  representan un lavado con Tris 
Buffer pH 8 el carril 4 y 5 representan  ( E1 Y E2 ) representan eluciones a diferentes 
tiempos con Tris buffer pH 8 500 mM Imidazol los carriles 6,7 y 8 representan el 
lavado y las eluciones que se sometieron a un proceso de precipitación mientras 
que el carril 9 representan la formación de la corona. 



 

 

 

 

En la  figura 16 se  muestra un gel de electroforesis SDS-PAGE donde se muestra en el carril 

9 pudieran ser las proteínas formadas por la corona dura  ya que estas son las proteínas que 

tienen más afinidad y las que tienen mayor grado de complejidad de deshacer la interacción 

[165] ya que esta elución se obtuvo mediante condiciones extremas de separación, es por eso 

que conforman las proteínas con mayor afinidad hacia la nanopartícula . 

Sin embargo en la corona se observa que está formada por proteínas de varios pesos 

moleculares, por lo que se pretende mejorar los lavados y las eluciones agregando agentes 

con mayor afinidad hacia la nanopartícula, en la figura 17  se puede observar que en la elución 

eluye la proteína esperada, sin embargo se puede observar que se eluye mas proteínas de 

diferentes pesos esto puede ser la misma proteína pero con diferente conformación, esto 

puede deberse al tiempo de exposición de la proteína con la nanopartícula [166], sin embargo 

se observa que los carriles de los lavado no se observan bandas, y es por eso que se pretende 

mejorar los lavados, para lograr eluir las proteínas menos específicas.  

 

 

 

 

 



 

 

 

 

Capítulo 9  

10.0 Conclusiones  
 

Con el método utilizado (Sol-gel asistido por ultrasonido) es posible sintetizar nanopartículas de ZnO2 

con 100 nm, compuesta de nano cristales altamente cristalinos de ~7 nm con bandgap de 3.7 eV y carga 

superficial de cero a dos pHs diferentes (IEP pH 7-8 y PZC 7.5-8). Estas características sugieren una 

posible aplicación como fotocatalizadores y/o adsorbentes.  

Las nanopartículas semiconductoras de ZnO2 actúan como fotocatalizador para la degradación de 97.7 

% de NB en solución a 30 ppm y pH 2 con luz UV. Sin obtener algún producto obvio de degradación lo 

cual sugiere una mineralización de NB.  

Las nanopartículas a pH 3, 7 y 11 pueden adsorber histidina, siendo totalmente recubiertas a pH 7. Las 

nanopartículas tienen potencial como agente de purificación para proteínas con etiqueta 6His y/o alto 

porcentaje de histidina con oportunidad de mejora las condiciones de purificación. 
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