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1. Resumen

El presente Trabajo de Fin de Grado evalua la capacidad de microparticulas de magnetita, FesOs, recubiertas de
silice, SiO2, y del polielectrolito catiénico cloruro de polidialildimetilamonio, PDADMACI,
(Fe3s04+@SiO2@PDADMACI) para capturar nanoparticulas de poliestireno (latex) y de silice tomadas como modelos
de particulas hidrofébicas e hidrofilicas, respectivamente. En primer lugar, se caracterizd la capacidad de
adsorcién de estas particulas de magnetita para adsorber ligandos solubles (en particular, el colorante azul de
tripano y la albuimina del suero bovino, BSA). Las particulas de magnetita mostraron una moderada capacidad de
unién de estos ligandos de carga opuesta (anidnicos) obteniéndose valores para la capacidad maxima de
adsorcién, gmax, de 25.6 y 84.7 mg de ligando por g de particula para el azul de tripano y la BSA, respectivamente.
Estos valores fueron discutidos en términos del tamafio molecular del ligando en comparacién con su superficie
de adsorcidn a la particula de magnetita. Las particulas de magnetita demostraron tener una enorme capacidad
para capturar y eliminar del medio acuoso tanto las particulas de latex como de silice. La gmax para estas
nanoparticulas es 6rdenes de magnitud superior a la determinada para los ligandos solubles: 1 g de particulas de
Fe304@SiO2@PDADMACI es capaz de adsorber 2.65 g y 9.54 g de nanoparticulas de latex vy silice,
respectivamente. Esto resultados demuestran que la metodologia propuesta puede ser optimizada para su

utilizacion en la captura y eliminacidn de estos contaminantes de diversos ecosistemas.

1. Abstract

This Final Degree Project evaluates the ability of magnetite microparticles, Fes0s, coated with silica, SiO2, and the
cationic polyelectrolyte poly diallyl dimethyl ammonium chloride, PDADMACI, (Fe304@SiO.@PDADMACI) to
capture polystyrene (latex) and silica nanoparticles taken as models of hydrophobic and hydrophilic particles,
respectively. First, the adsorption capacity of these magnetite particles to adsorb soluble ligands (in particular,
trypan blue dye and bovine serum albumin, BSA) was characterized. The magnetite particles showed a moderate
binding capacity of these oppositely charged (anionic) ligands obtaining values for the maximum adsorption
capacity, gmax, of 25.6 and 84.7 mg ligand per g of particle for trypan blue and BSA, respectively. These values
were discussed in terms of the molecular size of the ligand compared to its adsorption surface to the magnetite
particle. Magnetite particles proved to have an enormous capacity to capture and remove both latex and silica
particles from the aqueous medium. The gmax for these nanoparticles is orders of magnitude higher than that
determined for soluble ligands: 1 g of Fe304@SiO.@PDADMACI particles is capable of adsorbing 2.65 g and 9.54
g of latex and silica nanoparticles, respectively. These results show that the proposed methodology can be

optimized for use in the capture and elimination of these pollutants from various ecosystems.

Palabras clave: microparticulas magnéticas, recubrimiento, adsorcién, contaminantes, microplasticos.

ABREVIATURAS:

FesOs: magnetita; PDADMACI: polidialildimetilamonio cloruro; TEOS: tetraetilortosilicato; SiO2: silice;
Fe304@SiO2: microparticulas de magnetita recubiertas de silice; FesOs@SiO2@PDADMACI: microparticulas de
magnetita recubiertas de silice (primera capa) y de polidialildimetilamonio cloruro (segunda capa).




2. Introduccién

2.1 Los contaminantes

La contaminacion puede definirse como la acumulacién y los efectos adversos de contaminantes u
otros componentes sobre la salud humana y el medio ambiente. Para entender la contaminacidn, es
crucial identificar y comprender la naturaleza de los posibles contaminantes, que pueden originarse

tanto de actividades humanas como de procesos naturales.

La mala gestién de los desechos, el uso excesivo de recursos y el desarrollo no planificado deterioran
la calidad del suelo, el agua y el aire, dafian hébitats y afectan a la vida silvestre, lo cual impacta directa
e indirectamente en la salud humana. Ademas, la presencia de contaminantes en el medio ambiente
disminuye la disponibilidad y calidad de los recursos esenciales, como el agua o las tierras cultivables,
afectando al correcto funcionamiento de los ecosistemas en general y al bienestar humano en

particular (Brusseau et al., 2019).

Algunos de los contaminantes mas importantes que se encuentran en las aguas continentales y
maritimas son los tintes textiles y los metales pesados. En los ultimos afios asistimos a una
preocupacién creciente por la acumulacién de plasticos de muy diversa naturaleza cuya degradacion
mecanica y quimica da lugar a la aparicidon de particulas de tamafio muy reducido (microplasticos y
nanoplasticos) cuyo efecto sobre el medioambiente y la salud humana aln no estd totalmente

evaluado.

En primer lugar, los colorantes o tintes utilizados por la industria textil son una gran fuente de
contaminacion. Esto se debe a que descargan en el agua diversos compuestos como sales inorganicas,
surfactantes o materia orgdnica. Ademas, el proceso que ocurre para que las prendas de algodén se
tifan, consume grandes volumenes de agua. Por otra parte, durante el proceso de tefiido, la eficiencia
de fijacion del tinte no supera el 80%, lo que supone que el restante se descargue directamente en el

agua (Khatri et al.,2015).

En segundo término, los metales pesados son contaminantes no biodegradables que se acumulan en
los organismos vivos, siendo muchos toxicos o cancerigenos. Su imposible eliminacidn por parte de los
organismos tanto animales como vegetales en los que se fija, se traduce en su bioacumulacién e
intensificacion a lo largo de la cadena alimenticia, pudiendo provocar severos efectos sobre la salud de
los organismos superiores. S presencia en aguas residuales aumenta con el desarrollo industrial,
afectando especialmente a los paises en desarrollo. Los metales pesados preocupantes incluyen zinc,
cobre, niquel, mercurio, cadmio, plomo y cromo, todos ellos con efectos graves en la salud humana,

como toxicidad, cancer y dafo a diversos sistemas del cuerpo (Fu et al., 2011).




Por otro lado, se encuentran los residuos plasticos. Debido a su extraordinaria estabilidad quimica
(razén fundamental de su utilizacién generalizada en casi cualquier actividad humana) permanecen
inalterables durante cientos de afos en los distintos ecosistemas en los que se encuentran. Su
fragmentacion debido estrés mecanico y/o quimico o de la luz solar, hace que se formen particulas de
tamafio decreciente con el tiempo de desintegracidon que contaminan las aguas y el aire, dafian la fauna
marina y, en ultima instancia, son ingeridas por los seres humanos. Las particulas que miden menos de
5 mm se denominan microplasticos, mientras que las que tienen un tamafio inferior a 100 nm se
conocen como nanopldsticos. Su pequefio tamafo les permite penetrar barreras celulares,

aumentando su potencial de daifio ambiental y bioldgico.

En los ecosistemas acuaticos, los microplasticos son predominantemente ingeridos por organismos
marinos, afectando la cadena alimentaria y la salud de la fauna marina. Estas particulas se encuentran
en aguas superficiales a nivel mundial y pueden adsorber otros contaminantes quimicos, intensificando

el impacto ambiental (Chandra et al., 2024).
2.2 Los plasticos

Los pldsticos son materiales sintéticos de alta masa molecular. Principalmente estan compuestos de
polimeros organicos derivados de hidrocarburos obtenidos del petréleo o el gas natural. Por otro lado,
también se utilizan materias primas bioldgicas, como el maiz y los aceites vegetales, para la produccion

de plasticos (Rhodes, C.J., 2018).

Estos materiales son una de las innovaciones mds importantes en la historia. Desde que se inventaron,
han sustituido a diversos materiales tradicionales como el metal o la madera. Se estima que los seres
humanos hemos producido mas de 9.000 millones de toneladas métricas de plastico desde 1950.
Incluso en la actualidad, solo el 9% de los residuos plasticos se recicla y la gran mayoria termina en
vertederos y en el medio ambiente. Ademas de su toxicidad intrinseca (no totalmente conocida en el
caso de micro y nanoplasticos), contienen una gran variedad de producto quimicos potencialmente
perjudiciales para el medio ambiente que son afadidos durante su produccidn para mejorar sus

propiedades de impermeabilidad, resistencia mecanica, flexibilidad, etc.

A pesar de que los plasticos generan problemas de residuos y contaminacidn, tienen multiples ventajas
debido a su estabilidad quimica y térmica, versatilidad, y principalmente bajos costos de produccién

(Desidery et al., 2022).

Algunos de los plasticos mas comunes y algunas de sus aplicaciones son (Desidery et al., 2022):




Tabla 1. Tipos de pldsticos mds comunes y sus aplicaciones.

Material Aplicaciones tipicas
Polietileno Botellas o vasos
Polipropileno Envases
Poliestireno Juguetes

Poliéster PET Cables

Poliéster Ropa
Fluorocarbonos Aislantes

Acrilicos Tintes o colorantes
Vinilos Discos o tuberias
Epoxis Revestimientos
Fendlicos Carcasa de motor

La contaminacidn plastica tiene lugar debido a la resistencia de los plasticos a la degradacidn répida. La
exposicidn de estos plasticos al medio ambiente deteriora sus propiedades, dando lugar a la formacién

de microplasticos (Muthulakshmi et al., 2023).

Las fuentes de los micropldsticos en agua dulce engloban lixiviados de vertederos, plantas de
tratamientos de aguas residuales, descarga de aguas residuales domésticas, etc. Ademads, estudios han
demostrado que la deposicion atmosférica, la accidn del viento y la escorrentia superficial pueden

trasladar micropldsticos a lagos y rios.

Los pldsticos en mares y océanos proceden mayoritariamente las relacionadas con la industria
pesquera, el transporte maritimo, la actividad industrial en zonas costeras o la aportacién por parte de

los rios de materiales plasticos no retirados previamente (Xiang et al., 2022).

En cuanto a la presencia de micropldsticos en el agua, un estudio obtuvo los tipos de plasticos
predominantes en diferentes cuerpos de agua. Respecto a los resultados, el polietileno fue dominante
en todos los sectores ambientales, después se encontraban el polipropileno y el poliestireno. Los

menos observados fueron poliéster, poliamida y otros (Avio et al., 2017).
2.3 Métodos de eliminacion de contaminantes en el agua

Existen diversos modos de eliminar los contaminantes de las aguas residuales, aguas continentales o
agua marina. Por otro lado, también hay diversas metodologias de eliminacion segun el tamano, la
naturaleza o la composicion de los contaminantes. Por ultimo, se distinguen métodos fisicos, quimicos

y bioldgicos (Saravanan et al., 2021)




En cuanto a los métodos quimicos, son un conjunto de procesos que emplean sustancias y reacciones
guimicas para purificar el agua. Uno de los métodos principales consta de inyectar productos quimicos

en el agua para desagregar y remover los contaminantes. Los métodos quimicos son:

- Extraccidn con disolventes (extracciéon liquido-liquido): se emplea para separar compuestos
aromaticos y iones metalicos.

- Intercambio idnico: se utiliza para eliminar iones de soluciones acuosas.

- Neutralizacién: es un método que se utiliza para equilibrar las propiedades acidas y basicas de
sustancias en el agua.

- Adsorcién: es uno de los métodos mas efectivos para eliminar contaminantes del agua
contaminada, especificamente compuestos organicos y minerales téxicos. La adsorcidn ocurre
en la superficie del adsorbente cuando entra en contacto con una solucién acuosa que
contiene contaminantes.

- Precipitacion quimica: elimina sustancias disueltas y suspendidas en el agua mediante
reactivos quimicos. Tiene dos etapas, la coagulacion y la floculacién.

- Oxidacién electroquimica: alternativa eficaz que utiliza un campo eléctrico.

- Fotodegradacién: método eficaz que contiene reacciones como fotdlisis u oxidacién

fotocatalitica.

Por otro lado, estan los métodos fisicos que utilizan propiedades y fuerzas fisicas para purificar el agua.
La desventaja de estos métodos es que solo eliminan particulas sélidas grandes sin afectar a materiales

organicos o microorganismos.

- Destilacion: es el método mas antiguo y sencillo de tratamiento de agua. Utiliza una fuente de
calor para calentar el agua hasta su punto de ebullicién y separa las sustancias contaminantes.
El vapor se recoge en un condensador como agua purificada.

- Sedimentacidn: utiliza la fuerza de la gravedad para separar sustancias suspendidas.

- Filtraciédn por membrana: utiliza una membrana semipermeable para separar contaminantes
del agua basandose en el tamafio de las particulas o su carga. Este método si es efectivo para

eliminar distintos tipos de impurezas incluyendo bacterias y microorganismos.

Por ultimo, en cuanto al tratamiento bioldgico, se clasifican en aerdbicos y anaerdbicos segun la
disposicion de oxigeno o la ausencia de oxigeno, respectivamente. Este método solo elimina bacterias
y microorganismos, sin afiadir quimicos, por lo que se requiere métodos quimicos y fisicos para el

completo tratamiento de agua.




En perspectiva, en el futuro del tratamiento de aguas residuales, se involucraran los tres tipos de
métodos segun los contaminantes y la eficiencia y los avances tecnoldgicos podran implantar nuevos

métodos para tratar las aguas (Kordbacheh et al., 2023).
2.4 Nanoparticulas magnéticas

Las nanoparticulas magnéticas son estructuras a nanoescala cuyas dimensiones lineales suelen ser
menores a 100 nm. Estas particulas muestran propiedades que pueden ser notablemente diferentes
en comparacion con particulas de mayor tamafio. Estdn formadas por una disposicidon ordenada de
atomos o iones. Estas nanoparticulas son de gran interés cientifico ya que actian como un enlace entre

los materiales macroscépicos y las moléculas o estructuras a nivel atdmico (Gubin, S.P., 2009).
En cuanto a los tipos de nanoparticulas magnéticas, se pueden diferenciar en 4 grupos.

- Nanoparticulas de éxido de hierro: como la magnetita (Fes04) y la maghemita (y-Fe,0s) en las
gue varia el estado de oxidacion del 4tomo de Fe.

- Nanoparticulas metalicas mixtas: compuestas de metales magnéticos como el hierro, el
cobalto o el niquel.

- Nanoparticulas de ferrita: son compuestos cristalinos que contienen Fe en estado de oxidacion
0. Algunas de sus ventajas son estabilidad (con escasa tendencia a la oxidacidn) y versatilidad.

- Nanoparticulas hibridas: estan formadas por un nucleo magnético y un recubrimiento de
ciertos compuestos inorgdnicos (como la silice) u orgadnicos como los polimeros neutros o
cargados (polielectrolitos). Combinan las propiedades magnéticas de la magnetita, maghemita
o ferrita con otras propiedades que les confiere su recubrimiento como la capacidad de

transporte (Gubin, S.P., 2009).

De entre las distintas nano y microparticulas magnéticas destacan las formadas por magnetita, Fe3Oa.
Gracias a su disponibilidad, facilidad de sintesis, versatilidad en aplicaciones y escasa toxicidad, la
magnetita se ha posicionado como uno de los nanomateriales mas populares en la investigacion actual.
En particular, su biocompatibilidad y superparamagnetismo, que permite su interaccion con campos
magnéticos externos, hace que las particulas de magnetita tengan una amplia aplicabilidad en

biomedicina y tecnologia industrial (Novoselova, L. Y., 2021).

La reduccidon en el tamafo de las nano y microparticulas aumenta proporcionalmente su area especifica
(area expuesta al disolvente por unidad de masa). Como consecuencia, aumenta su capacidad para
capturar y transportar compuestos quimicos de interés (farmacos, contaminantes, enzimas y otros
catalizadores, etc.) lo que les dota de una enorme versatilidad en cuanto a las aplicaciones en las que
pueden ser utilizadas. Aunque la mayoria de los estudios se centran en particulas esféricas, también se

han investigado formas cubicas, de varilla y hexagonales.




En resumen, las propiedades magnéticas de las nanoparticulas dependen de su composicidn, tamafio,
forma y su interaccidon con el entorno, lo cual es crucial para sus aplicaciones en diversos campos

(Mohammed et al., 2017).
2.5 Aplicaciones de las nanoparticulas magnéticas

Las nanoparticulas magnéticas tienen un gran potencial en aplicaciones ambientales y biomédicas,
entre otras, debido a sus propiedades Unicas. Esas aplicaciones se basan en captura de contaminantes,

transporte o liberacién controlada de farmacos o biomoléculas, etc. (Mohammed et al., 2017).
2.5.1 Aplicaciones biomédicas

En primer lugar, entre las aplicaciones biomédicas se encuentran diagndéstico y tratamiento de
diferentes infecciones o enfermedades, imdgenes para la deteccidn, transporte de fdrmacos o

biomoléculas, etc.

En cuanto al diagndstico, las particulas magnéticas han venido utilizandose en la separacion de células,
una técnica biotecnolégica cominmente utilizada en diagndsticos médicos, en la que se utilizan
campos magnéticos externos como imanes permanentes o electroimanes. Este método emplea
particulas magnéticas unidas a ligandos, como anticuerpos o proteinas, que tienen una afinidad
especifica por las células objetivo. Estas particulas se utilizan para dirigir y purificar células, ADN o

bacterias, que luego se pueden separar bajo la influencia de fuerzas magnéticas (Alexiou et al., 2006).

Por otro lado, se encuentran las nanoparticulas magnéticas utilizadas para el tratamiento de
enfermedades. Por ejemplo, en el tratamiento del cancer las nanoparticulas magnéticas se utilizan en
la hipertermia para convertir la energia electromagnética en calor cuando se exponen a un campo
magnético. Esto permite el sobrecalentamiento selectivo de células tumorales a las que se unen
especificamente nanoparticulas magnéticas que tienen adheridos anticuerpos monoclonales para el
reconocimiento de las células diana, mejorando la eficacia del tratamiento del cancer al inducir dafio
térmico en las células cancerosas sin afectar significativamente los tejidos circundantes (Duguet et al.,

2006).

Ademas, las nanoparticulas magnéticas pueden utilizarse para la administracion de farmacos, que
ofrece una soluciéon innovadora para mejorar la especificidad y eficacia del tratamiento. Estas
nanoparticulas pueden ser dirigidas hacia areas especificas del cuerpo utilizando campos magnéticos
externos, lo que facilita la acumulacidon en sitios de enfermedad como tumores. Este enfoque no solo
reduce la dosis necesaria de farmacos, minimizando asi los efectos secundarios, sino que también

permite una liberacidn controlada del agente terapéutico en el sitio objetivo (Stueber et al., 2021).




Por otro lado, las nanoparticulas magnéticas son Uutiles en técnicas de obtencion de imagenes,
adaptadas a diferentes necesidades clinicas y de investigacién. Se usan como agentes de contraste en
resonancia magnética, por ejemplo, imagenes de resonancia magnética para enfermedades

neurodegenerativas (Ullah Khan et al., 2021).
2.5.2 Aplicaciones medioambientales

En cuanto a las aplicaciones medioambientales se encuentra la deteccidon y eliminacién de
contaminantes. En usos para la deteccion se encuentran los biosensores. Las nanoparticulas
magnéticas son empleadas como sensores que detectan una amplia gama de contaminantes, incluidos
pesticidas, metales pesados, colorantes, fdrmacos o bacterias patdgenas, mediante técnicas de

deteccidn variadas como voltametria, fluorescencia o la espectroscopia Raman.

La gran darea superficial de las micro y nanoparticulas magnéticas MNP potencia la sensibilidad del
sensory permite la deteccién de concentraciones muy bajas de contaminantes. Estas particulas pueden
ser modificadas con ligandos biolégicos o quimicos especificos para la identificacion de contaminantes
particulares, y su manipulacién con campos magnéticos facilita tanto la separacién de sefiales como la
concentracion de analitos, logrando métodos de deteccidon mas rdpidos y efectivos para los campos de

la biomedicina o el medio ambiente.

Por otro lado, en cuanto a la eliminacidn, las nanoparticulas magnéticas se utilizan principalmente
como materiales para la adsorcién o como catalizadores para eliminar contaminantes en aguas,
suelos y aire. Estas particulas demuestran una notable eficiencia en la eliminacién de metales
pesados, colorantes, aceites, productos farmacéuticos, y pesticidas debido a su capacidad para

adsorber contaminantes mediante procesos como la atraccidn electrostatica (Jiang et al., 2018).
3. Objetivos

1.- Obtener particulas magnéticas recubiertas de silice y de un polielectrolito catidnico.

2.- Caracterizar la capacidad de estas microparticulas para unir colorantes y proteinas de carga

opuesta.

3.- Evaluar la capacidad de las microparticulas sintetizadas para unir nanoparticulas de silice y

poliestireno como medio para reducir y/o eliminar estos contaminantes del medioambiente.




4. Materiales y Métodos

4.1 Sintesis de las particulas de magnetita recubiertas de silice, Fes0.@SiO;

Las particulas de magnetita, Fe;04, fueron obtenidas mediante el método solvotérmico (Li et al., 2015)
en presencia de etilenglicol. FeCls se disolvid en etilenglicol hasta alcanzar una concentraciéon de 0.2 M.
Sobre esta disolucién se afiadid acetato sddico anhidrocuya concentracion final fue 0.6 M. 180 mL de
esta disolucion de introdujo en un recipiente de teflén cuyo volumen era de 250 mL y se situd en el

interior de un autoclave de acero inoxidable de gruesas paredes capaz de soportar elevadas presiones.

orreons

Y4

ot
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b

Fig. 1.- Recipiente de teflén donde se lleva a cabo la reaccién a 200 °C (ligeramente
por encima del punto de ebullicion del etilenglicol). El recipiente se coloca dentro del
autoclave de acero en cuyo interior se alcanzan presiones elevadas.

El autoclave se introdujo en una estufa y se incubd a 200 °C durante 8 h. Transcurrido este tiempo, el
autoclave se enfrié pasivamente hasta alcanzar la temperatura ambiente. La dispersidn resultante, que
tenia un color negro caracteristico de la magnetita, se decantdé magnéticamente utilizando imanes

permanentes de neodimio y se lavd exhaustivamente con agua.

Con objeto de proteger las particulas de magnetita de su posterior oxidacidn a maghemita por accién
del oxigeno atmosférico, éstas se recubrieron de una fina capa de silice, SiO,, para dar lugar a las
particulas Fes0.@Si0,. Para ello, las particulas se dispersaron en una disolucidon conteniendo agua y
etanol en proporcion 1:4 en volumen, conteniendo amoniaco. Tras someter a la dispersion a sonicacién
para reducir su aglomeracién (ver mas adelante para los detalles) se afiadié tetraetilortosilicato (TEOS)
gota a gota bajo condiciones de fuerte agitacién mecdnica. Tras incubar la dispersidn resultante (en
condiciones de agitacion mecdnica) durante 4 h a temperatura ambiente, las particulas resultantes
fueran decantadas magnéticamente y sometidas a ciclos de lavado con agua y decantacion. Finalmente,
se determind el contenido de Fes04 en la dispersidn final resultante (ver detalles del procedimiento

més adelante) estimdndose en 19.6 mg de magnetita por mL de dispersién (19.6 mg-mL™).




4.2Radiacion de ultrasonidos y desagregacion de las particulas

Las particulas tienden a aglomerar como consecuencia del balance entre la repulsién electrostatica

entre ellas y la atraccién que se establece como consecuencia de interacciones dipolo — dipolo.

La aglomeracién afecta a sus propiedades magnéticas, tamafio y las propiedades superficiales de las

nanoparticulas, lo que hace que se reduzca su drea superficial (Gutiérrez et al., 2019).

La radiacién de ultrasonidos (Spengler et al., 2000) provocada por un sonicador es capaz romper los
agregados formados dando lugar a las particulas individuales de magnetita. El sonicador transforma
una corriente eléctrica que alimenta un sistema mecdanico en energia en forma de vibraciones de alta
intensidad, generando asi ondas de ultrasonido. Los ultrasonidos producen vibraciones en el
disolvente, generando millones de burbujas microscépicas, cuya implosidon genera ondas de presién
gue viajan en el liquido a velocidades proximas a las del sonido independientemente del fluido donde

se creen.

Fig. 2.- Ejemplo de un sonicador similar al utilizado en los experimentos.

Para nuestros experimentos, lo utilizaremos sobre las nanoparticulas magnéticas, antes de aplicarlas a
cualquier solucidn o tubo de ensayo, con el fin de evitar agregaciones entre las particulas, si es que las

hubiera.
4.3 Recubrimiento con el polielectrolito cationico PDADMACI,
Fe304@SiO,@PDADMACI.
Las nanoparticulas de stock Fes0,@SiO; se recubren con polielectrolito, concretamente cloruro de
polidialildimetilamonio (PDADMACI). El resultado son particulas, Fe;0,@SiO,@PDADMACI, con un

nucleo de magnetita, Fes04, que las dota de propiedades magnéticas, un recubrimiento de silice, SiO,,

que las protege de su oxidacidon y degradacidon y un recubrimiento del polielectrolito catidnico,
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PDADMACI, que las confiere carga superficial positiva que les permitird unir moléculas o particulas de

carga opuesta.

Cl

+

/N\
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Fig. 3.- Estructura de la unidad repetitiva del polialildimetilamonio cloruro (del
Pilar, R., 2019). El grupo amonio hace que el polimero esté cargado positivamente
en todo el rango de pH.

Se parte de 500 mL de polidialildimetilamonio a 10 g-L'*y 500 mL de agua destilada que contiene NaCl
en concentracién 0.25 mol-L. Para que el PDADMACI recubriera la nanoparticula Fes0.@SiO; y se
uniera fuertemente a ella, se ajustd el pH a 10 con hidroxido de sodio (NaOH) para cargar
negativamente a la superficie de SiO,. Por ultimo, se afiaden 25 ml de las particulas stock Fe;0,@SiO;
gota a gota sobre la disolucién anterior bajo fuerte agitacién mecanica. La dispersion resultante se

incubd, con agitacién, a temperatura ambiente durante 16 h.

Después de realizar el recubrimiento se realizan varios lavados con agua para eliminar de la disolucién
el excedente de polielectrolito no unido a la nanoparticula de Fe;0,@SiO,. Este proceso consta de
varios ciclos de decantaciones magnéticas y lavados para mantener las nanoparticulas magnéticas y
descartar el sobrenadante que contenga ese excedente que no se ha adherido. Posteriormente se
afiade 120 ml de agua, se sonican y se obtiene el stock final para caracterizar, nanoparticulas

magnéticas Fe30.@Si0,@PDADMACI.

4.4 Cuantificacion de la dispersidon de nanoparticulas mediante el método

del residuo seco

Se realiz6 la cuantificacion de nanoparticulas magnéticas Fe;0,@SiO,;@PDADMACI mediante el
método de residuo seco. Para ello se toma una muestra de 2 mL del stock Fes0,@Si0, @PDADMACI, se

centrifuga y se elimina el agua. Se deja incubar en el termobloque durante toda la noche a 120°C.

El peso de las particulas se calcula por diferencia de peso entre el tubo Eppendorf vacio y con las
nanoparticulas. El proceso se repitié por triplicado para determinar la concentracion de la dispersion

(en mg de particula por mL de disolucién).
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4.5 Cuantificacion del contenido de Fe30Os de las microparticulas obtenidas

El contenido en Fes04 de las microparticulas Fe;0.@SiO,@PDADMACI se realizd disolviendo la
magnetita en acido clorhidrico y se determiné la cantidad total de hierro utilizando como indicador la

1,10-fenantrolina (Petralito et al., 2012).

Se parte de 100 pL de la dispersién de microparticulas magnéticas y se les afiade 900 pL de HCI 5M. Se
deja incubar 3h a 60°C para asegurar que la magnetita contenida en las particulas
Fes0,@Si0,@PDADMACI se disuelve completamente dando lugar a los iones Fe? y Fe®

correspondientes:
Fes04 (s) + 4 HCl (ac) — Fe?*(ac) + Fe**(ac) + 4 H20(l) + 4 Cl'(ac)
En segundo lugar, se afiade hidroxilamina (NH,OH) a la disolucion obtenida. Se afiaden 200 pL de

hidroxilamina 2 M en agua, 100 pL de la solucién anterior y 1700 pL de buffer 1M a pH 4.5. La

hidroxilamina reduce el Fe3* a Fe?*:
2 NH,0H (ac) + 4 Fe** (ac) — NO (g) + H,0 (l) + 4 Fe?* (ac) + 4 H* (ac)

Por ultimo, se afiade 1,10-fenantrolina a una concentracion de 2,5 mg-mL? que es un ligando incoloro
que cuando reacciona con el Fe* forman un complejo rojo intenso. También se afiade buffer 1M a pH

4.5 para asegurar que la reaccion se lleve a cabo en medio ligeramente acido (pH 4.0 — 4.5).

+ Fe?t o

Fe2*

incoloro incoloro rojo

Fig.4.- La unidn del Fe?" a la fenantrolina (ambos incoloros) da lugar al complejo que tiene
color rojo y absorbe radiacion electromagnética en la zona del visible (512 nm).

Para cuantificar el color de esta reaccién se mide la absorbancia a 512 nm. El coeficiente de extincidn
del complejo se determind realizando la correspondiente curva de calibrado y utilizando la ley de

Lambert-Beer.

A partir de la absorbancia se determina la concentracién de hierro total (inicialmente en forma de Fe?*
y de Fe**). Tras corregir por la dilucidn, la concentracién se expresa en el contenido en Fes04 del stock

correspondiente.
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4.6 Medida del tamano de las microparticulas y de su densidad superficial

de carga

Para medir el tamafio de las nanoparticulas sintetizadas, se utilizo la técnica de dispersién dindmica de
la luz o Dynamic Light Scattering (DLS) (Stetefed et al., 2016; Falke et al., 2019) utilizando un
instrumento Zetasizer ZS de Malvern. La técnica monitoriza la variacién temporal de la dispersién de
un haz de luz por las particulas dispersas en el disolvente. La dispersidon de la luz es tanto mayor cuanto
mas grande es la particula con la que interacciona. Debido al movimiento Browniano, las particulas se
encuentran en continuo movimiento chocando de forma aleatoria con las moléculas del liquido que
les rodea. De modo que las particulas pequeinas se moveran mucho mas rapidamente que las grandes,
gue se mueven mas lentamente. Por tanto, la intensidad de la luz dispersada por particulas grandes

variard temporalmente mas lentamente que la debida la dispersion de particulas mas pequefias.

Para particulas esféricas, el radio hidrodinamico se puede determinar a partir del coeficiente de
difusién utilizando la ecuacidon de Stokes-Einstein:

k-T

d(H)

Donde d(H) es el radio hidrodinamico, k es la constante de Boltzmann, T es la temperatura de la
suspension, n es la viscosidad del medio y D es el coeficiente de difusidn de las particulas (Lim et al.,

2013).

Cuando se coloca la muestra el sistema Zetasizer Nano, el observable es la variaciéon temporal de
intensidad de la luz dispersada, a partir del cual es posible calcular la distribucién de tamafos de las

distintas poblaciones de la muestra.

Para medir el tamafio se tomaban muestras de las nanoparticulas preparadas, y para un volumen final
de 1.5 mL, se afiadia nanoparticulas a concentracidn aproximada de 0.1 mg-mL? y a 5 mM del buffer

al pH que se fuese a utilizar.
Potencial zeta

El potencial Z es una medida de la carga superficial de una particula que esta directamente relacionada
con su movilidad electroforética cuando se la somete a potenciales eléctricos crecientes. El Malvern
Zetasizer ZS DLS utiliza la celda (DTS1070) que contiene dos electrodos de cobre que permiten aplicar
un campo eléctrico externo a los extremos de la cubeta y calcula el potencial zeta, determinando la

movilidad electroforética (Kaszuba et al., 2010).

La capa de liquido alrededor de la particula tiene 2 partes; una regién interior, lamada capa de Stern,

donde los iones estan fuertemente unidos, y la capa exterior, difusa, donde hay menores atracciones;
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esta es la doble capa eléctrica que existe alrededor de cada particula. Entre cada capa difusa hay una
barrera entre los iones y la particula, que forman una entidad estable. Cuando la particula se mueve,
los iones de la barrea se mueven con ella, pero los iones mas alla de la barrera no viajan con la particula.
Esta barrera es la conocida superficie de corte hidrodindmica. El potencial eléctrico entre ambas

superficies barreras es el potencial zeta.
4.7 Adsorcion de ligandos a las microparticulas Fes04@SiO,@PDADMACI

El proceso de adsorcidn es un mecanismo donde los ligandos de una solucién se adhieren a la superficie
de un adsorbente sdlido mediante interacciones atractivas no covalentes (fisisorcion) o enlaces

guimicos (quimisorcidn).

Las nanoparticulas magnéticas pueden adsorber contaminantes del agua gracias a sus variadas
composiciones y estructuras, lo que las hace utiles en diversas aplicaciones ambientales. Estas
nanoparticulas son especialmente efectivas y rentables para eliminar colorantes, metales pesados y
otros contaminantes. Sus propiedades superficiales mejoradas y alta relacién superficie-volumen
permiten una alta tasa de adsorcidn y facil separacién del agua (Liosis et al. 2021). En este caso, se

utiliza para la eliminar del agua diferentes ligandos tanto solubles como insolubles.

Un parametro fundamental en la caracterizacién de la capacidad de una cierta microparticula (MP, en
nuestro caso, Fe;0,@SiO,@PDADMACI) para adsorber cierto ligando es la capacidad maxima de
adsorcidn, gmax, que se define como la masa de ligando que puede ser adsorbida por unidad de masa

de microparticula:

)
( ligando J 4 gsorpida (2)

qmdx =

Fe30, @Si0, @ PDADMACI

De donde la masa de ligando adsorbida sobre la superficie de una cierta masa de microparticula sera:
(mligando )admrbida = iy X Mpe 0, @5i0, @ PDADMACI (3)

Experimentalmente, podemos determinar gmax estudiando la adsorcidn de una cantidad constante de
ligando a medida que se aumenta la cantidad de microparticula. Para ello, se prepara una serie de
muestras que contienen una cantidad constante de ligando y cantidades crecientes de microparticula.
Tras incubar las muestras durante un tiempo suficiente para alcanzar el equilibrio, las particulas de
magnetita recubiertas de silice y PDADMACI, se retiran mediante decantacion magnética utilizando
imanes de neodimio. La concentracion de ligando soluble (no adsorbido a la microparticula) puede ser

determinada mediante métodos espectrofotométricos (ver mas adelante).
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La concentracion total de ligando que contiene cada muestra es constante. En presencia de una cierta

cantidad de microparticula, una parte de la poblacién de ligando se adsorberd sobre la superficie de la

particula, (Miigando)adsorbida, Mientras que otra parte permanecera libre en disolucidn, (Miigando)soluble:

(m[igando )wm, = (mliganda )50 wnie ¥ (mliganda )adsorbida
Sustituyendo (Miigando)adsorbida, de acuerdo con la eq. 3:

(mligundo )mm, = (mligunda )SO wnte T Amax X Mee 0, @sio, @ PpabMACI
Despejando (Miigando)soluble:

(mligundo )m wble (mligundo )mm, T Qax XM 0, @sio, @ PDADMACI
Dividiendo por el volumen de la dispersion:

[Ligando)]

oluble

=[Ligando),  —q,, x[Fe,0,@Si0,@PDADMACI]|

(4)

(6)

(6)

(7)

Por tanto, si representamos la concentracion de ligando en el sobrenadante, [Ligando]sowble, frente a la

concentracion de Fes;0,@SiO,@PDADMACI de cada muestra, obtendremos una representacién que

puede ajustarse a una correlacién lineal:

- Cuya ordenada en el origen es [Ligando]iotal (para [Fes0.@Si0.@PDADMACI] = 0).

- Cuya pendiente es -Qmax.

1.2

e

1.0

[Ligando]sobrenadante (mgmtl)

|sobrenadante

08 [ e S S— S

/ pendiente =—q,,,.

o6 | SR T _—

04 Jor S R A S L

0.2 |- [Ligando] =[Ligando],, —q,q, *[Particula]--------

0.0
0.00 0.05 0.10 0.15 0.20 0.25

[Particula] (mg-mL?)

[Ligando]total y la pendiente -Qmsx.

0.30 0.35 0.40

Fig.5.- Disminucién de la concentracion de ligando libre en disolucién (no adsorbido) a medida que
aumenta la cantidad de particula presente en la dispersion. La ordenada en el origen es
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En el presente estudio se caracterizé la adsorcidn de dos ligandos solubles a las particulas de magnetita
recubiertas de silice y el polielectrolito catiénico: un colorante (azul de tripano, PB) y una proteina
(albumina del suero bovino, BSA). Ademas, se estudié la capacidad de estas microparticulas para
adsorber y eliminar de la disolucidon acuosa dos tipos de nanoparticulas: unas de silice, SiO,, y otras de

poliestireno (particulas de latex).

Para los dos ligandos solubles (TB y BSA), su concentracién en el sobrenadante (tras eliminar por

decantaciéon magnética las particulas Fe;0,@SiO,@PDADMACI y la fraccion de ligando adsorbido a su

superficie) se determind espectrofotométricamente haciendo uso de la ecuacidon de Lambert-Beer:
A(A)=¢-c-l (8)

Siendo la A la absorbancia a una longitud de onda (1) dada, € el coeficiente de extincién molar del

ligando a esa longitud de onda, que se expresa en Mt-cm™, [ es |a longitud del camino éptimo encmyy

la ¢ es la concentracion que se quiere obtener en molar (M).

Realizando experimentos como los comentados anteriormente y utilizando una representacion similar
a la presentada en la Fig. 5, se determind la gmsx en las condiciones de pH y fuerza idnica

correspondiente.
4.7.1 Adsorcion del azul de tripano, TB, a las particulas Fe;0.@SiO,@PDADMACI.

Su utilizé el azul de tripano, TB, como modelo de ligando orgdnico cargado negativamente. El azul de

tripano es un colorante anidnico (ver Fig. 6) utilizado de forma habitual en histologia.

NHz OH OH NH,
NaO- S s ONa

S ONa NaO- S

Fig.6.- Estructura del azul de tripano.

Los experimentos para determinar la capacidad maxima de carga de las microparticulas por el azul de
tripano se realizaron a una concentracidn constante de colorante (alrededor de 10 uM) y concentracién
creciente de microparticulas magnéticas Fe;0.@SiO,@PDADMACI. Estos experimentos se hicieron en
Hepes 10 mM a pH 7 y agua destilada. El volumen total de las muestras fue de 1.5 mL en tubos

Eppendorf.

Las muestras se dejan una noche de incubacidon a temperatura ambiente y en agitacion constante. Se

decantan magnéticamente durante 10 minutos y después se mide la absorbancia del sobrenadante, a
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una longitud de onda de 610 nm. Para calcular la concentracion de colorante no adsorbido se utiliza el

coeficiente de extincién molar £ (610 nm) = 51000 M*cm™.
4.7.2 Adsorcion de la albumina de suero bovino, BSA, a las particulas Fe;0,@Si0,@PDADMACI.

De manera similar se realizan los experimentos para caracterizar la adsorcion de la BSA a las
microparticulas Fe;0,@SiO,@PDADMACI. Se eligiéd la albimina del suero bovino como proteina
modelo para estudiar su adsorcidn por parte de las particulas Fe;0,@SiO.@PDADMACI. La BSA tiene

un punto isoeléctrico de 4.6 por lo que se encuentra cargada negativamente a pH fisioldgico.

Fig.7.- Estructura de la albumina de suero bovino, BSA, destacando sus elementos de
estructura secundaria y terciaria.

En cada serie de experimentos se incuba, en un volumen total de 1.5 mL, una concentracién constante
de proteina (1.5 mg-mL?) y concentraciones crecientes de microparticula en tampdn Hepes 10 mM a
pH 7. Las muestras se incuban durante una noche y al dia siguiente se mide la absorbancia del
sobrenadante a 280 nm utilizando cubeta de cuarzo debido a que el metacrilato absorbe en el
ultravioleta. Se mide en el espectrofotometro en un rango de 400 a 240 nm. Para relacionar la
concentracion con la absorbancia se utiliza el coeficiente de extincién molar de la proteina BSA a 280
nm: £ (280 nm) = 0.646 M'cm™. La absorbancia detectada fue corregida por la ligera dispersion

observada.

4.7.3 Efecto de la fuerza idnica sobre la adsorcion de ligandos solubles a las microparticulas

Fes:0,@5i0,@PDADMACI

Dado que la adsorcion de ambos ligandos solubles (TP y BSA) a las microparticulas de magnetita
recubiertas de polielectrolito catidnico se debe, en gran medida, a la atraccidn electrostatica entre
especies de signo opuesto, se estudié la dependencia de la capacidad mdaxima de adsorcién con la

fuerza idnica.
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En el caso del azul de tripano se mide el efecto de la adsorcion a concentraciones de 50, 100, 150 y 200

mM de NaCl, mientras que en el caso de la BSA el estudio se reduce al intervalo 0 — 100 mM de NaCl.

Para llevar a cabo estos experimentos se realizan de la misma manera que los anteriores, se incuban
durante una noche y se mide la absorbancia del sobrenadante al dia siguiente previamente decantado

magnéticamente.
4.7.4  Adsorcion de nanoparticulas de silice, SiO;, a las microparticulas Fe30,@Si0,@PDADMACI

Se utilizaron particulas de silice de un tamano de 180 nm. Estas particulas son insolubles en agua y no
adsorben radiacién electromagnética ni en la zona del ultravioleta ni en el rango visible. Sin embargo,
debido a su tamafio, dispersan una parte de la luz que atraviesa la dispersién. Como consecuencia la
intensidad de la luz que llega al otro lado de la dispersion (por ejemplo, contenida en una cubeta de
absorbancia) es menor que la incidente (parte de la luz es dispersada en todas direcciones y no llega al
detector). A bajas concentraciones de particulas dispersantes, la densidad éptica (concepto similar a la
absorbancia de la dispersidn) detectada es proporcional a la concentracidn (de forma similar a como la
absorbancia de un croméforo aumenta con su concentracién, dentro de los limites de la ley de Lambert-

Beer).

Por tanto, es posible determinar un coeficiente de extincidn operacional a la longitud de onda de
trabajo mediante la construccién de la correspondiente curva de calibrado (densidad dptica frente a

concentracion de las particulas insolubles) (Skoog et al., 2007).

La superficie de la silice contiene grupos silanoles, R-Si-OH, que son deprotonados a medida que
aumenta el pH. Por tanto, su superficie tiene carga negativa que se hace mas negativa al aumentar el
pH (como consecuencia de la deprotonacién de los grupos silanoles para dar lugar a su forma
deprotonada:

R-SiOH (ac) — R-SIO" (ac) + H* (ac)

Los experimentos para determinar la capacidad de adsorcion de las nanoparticulas de silice, SiO,, por
las microparticulas de magnetita, Fes0.@SiO,@PDADMACI, se realizan de forma similar, incubando
diferentes muestras en las que una cantidad constante de silice se incuba con agitacidén en dispersiones

de concentracién creciente de las particulas magnéticas:
Fes0.@Si0,@PDADMACI (s) + SiO; (s) =  Fes0.@SiO,@PDADMACI - SiO; (s)

Tras eliminar mediante decantacion magnética las particulas de magnetita, la concentracién de
nanoparticulas de silice en el sobrenadante es determinada a partir de la densidad éptica determinada

para cada muestra y el coeficiente de extincion determinado previamente. La grafica de la densidad
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Optica frente a la concentracion de particulas de magnetita y el ajuste a la correlacién lineal

correspondiente es idéntica a la presentada en la Fig. 5.
4.7.5 Adsorcion de nanoparticulas de Idtex, LB, a las microparticulas Fe30,@SiO,@PDADMACI

Se utilizaron particulas de latex comerciales cuyo tamafio era de alrededor de 100 nm como modelo
de micropldsticos. Estas particulas estdn formadas de poliestireno y tienen en su superficie grupo
sulfato, R-SO4, que permite una adecuada hidratacién de su superficie que minimiza su aglomeracién
(que las haria inservibles en disolucién acuosa). Suelen estar estabilizadas conteniendo alrededor de

un 0.1 wt. % de surfactantes neutros tales como el tween-20.

Los experimentos son similares a los realizados para caracterizar la adsorcién de los otros ligandos
solubles (TP y BSA) y las particulas de silice. En primer lugar, se obtuvo una curva de calibrado (densidad
Optica de las dispersiones de latex en concentraciones crecientes) que permite determinar un

coeficiente de extincidn operacional a la longitud de onda de trabajo, 360 nm.

Después, se prepara un conjunto de muestras en las que las particulas de latex se encuentran en
concentracidn constante y en las que la concentracion de las particulas de magnetita es creciente. La
concentracion de particulas de latex se determina tras medir la densidad dptica del sobrenadante y
dividiendo esta magnitud por el coeficiente se extincién. Finalmente, se realiza una grafica similar a la

Fig. 5 para determinar qmax.

5. Resultados y Discusion

5.1 Caracterizacidon de microparticulas Fez04@SiO.@PDADMACI

5.1.1 Concentracion por residuo seco

Todos los experimentos realizados en el trabajo experimental relacionado con este Trabajo de Fin de
Grado fueron realizados a partir de un stock de microparticulas cuya concentracién se estimé en
6.3+0.2 mg-mL?, expresado como masa de particulas Fes0,@Si0O,@PDADMAC por unidad de volumen

de la dispersion.
5.1.2 Tamafio

El tamaifio promedio de las microparticulas, 1.29 + 0.12 um, fue determinado mediante la técnica de
DLS observandose una distribucién monomodal, indicando la presencia de una Unica poblacion. El
indice de polidispersidad de la distribucion, 0.336 + 0.025, sugiere una variabilidad moderada en el

tamafio, lo que es aceptable para las aplicaciones que se proponen en el presente Trabajo.
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5.1.3 Carga superficial

El potencial Z promedio de las microparticulas, 25.1 £+ 4.60 mV, fue determinado igualmente por
técnicas de DLS. El signo positivo del potencial Z de las particulas corrobora la presencia del
polielectrolito catiénico (cloruro de polialildimetilamonio) lo que confirma la capacidad de estas
particulas para adsorber ligandos de carga negativa. El relativamente elevado valor del potencial Z
indica que las particulas muestran una buena estabilidad coloidal debido a la repulsién electrostatica
entre sus superficies que compite con la decantacidn gravitacional y la atraccién dipolo — dipolo entre

ellas. Todo ello se traduce en la inhibicidn parcial de la aglomeracién entre particulas individuales.
5.1.4  Contenido en Fe30.

Tras disolver una alicuota del stock de microparticulas en HCI 5 M, se determind su contenido en
magnetita utilizando la 1,10-fenantrolina como indicador (ver seccién de materiales y métodos).
Resultado indica que el stock contiene de 4.31 + 0.46 mg de Fe304 por mL de stock de microparticulas

magnéticas Fes0,@Si0,@PDADMACI (4.31 + 0.46 mg-mL?).

Por lo tanto, se puede obtener el porcentaje que hay de magnetita en las microparticulas. Se ha
obtenido una concentracion de 6.3 mg-mL* de microparticulas Fe30,@Si0,@PDADMACI. Por otro lado

se obtiene la concentracidn de magnetita contenida en estas particulas.

) 4.31

% Fe,0, = x100=—""x100=68.5 %

Mg,.0, @sio, @ PpaDMACI

Este resultado muestra que en las microparticulas Fe;0,@SiO,@PDADMACI se halla un 68.5% de

magnetita.

El porcentaje indica que las microparticulas Fe;0,@SiO,@PDADMACI contienen una cantidad
significativa de magnetita (Fes0.4), lo que es relevante, ya que sugiere un gran poder magnético que las
hace adecuadas para diversas aplicaciones de estas particulas. Es importante resaltar que casi un tercio
de la masa promedio de las microparticulas estd formado por silice y polielectrolito. Teniendo en
cuenta que es previsible que el polielectrolito recubra las particulas con una monocapa, el interior de
magnetita de estas particulas se encuentra recubierto por una capa de silice de cierto grosor que las

protege tanto de su oxidacidon como de su digestidn en disoluciones diluidas de acido.

5.2 Adsorcion del azul de tripano, TB, a las particulas

Fe30,@SiO2@PDADMACI

El azul de tripano es un colorante anidnico (ver estructura en Fig. 6), por lo que podria ser atraido

electrostaticamente por la superficie de las particulas de Fe;0,@SiO,@PDADMACI. Para evaluar su
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capacidad de adsorcidn frente al azul de tripano, se utilizé el método descrito en la parte de métodos
utilizando una concentracidén constante de colorante (alrededor de 15 uM en buffer 10 mM hepes a

justado a pH 7) y concentraciones crecientes de particula.

Los resultados se muestran en la Fig. 8, indicando que, en estas condiciones las particulas muestran
una elevada capacidad de absorcién del ligando. Dado que la pendiente de la correlacion lineal es igual

a la gmax cambiado de signo (ver Fig. 5y eq. 7):

o =266 (umol de TB)-L" _ . . umol de TB
max ’ g de particula-L™ " g de particula

Teniendo en cuenta la masa molar de la sal sddica del colorante (960,81 g-mol™?):

q,, =26.6-10"° nga).g] gde—m:().0256 gde—TB_256 mg de TB

g de particula mol de TB g de particula o g de particula

Adsorcion de Trypan Blue

i i i ‘ j
e i NN L T y-26603+16118
! ! ! R?=0.9975
e . I} Ra— i ki e EmT—— i
_ ‘ | | ‘ |
1 1 1 1 1
S0 3 —— YN, ERMTA IR AR liail s
S | | | | |
P e RRE FEERER T e o
2 | | o | |
[ER - - == i e SLELL SR IERREEEEEE e
£ : : : : :
(0] 6 - Tttt T T TS [ i~y B [
s ! ! ! . !
= 4. __________ S L | R
2 : : : : :
=, I I S S feceoooN R
: : : : .
0 : : : : :
0.0 0.1 0.2 0.3 04 0.5 0.6

[Fe;0,@Si0,@PDADMCl],, (mg-mL1)

Fig.8.- Concentracion de azul de tripano libre en disolucion frente a la concentracion de las
microparticulas FesOs@SiO@PDADMACIL.

Por tanto, 1 g de particula Fe;0,@SiO.@PDADMACI es capaz de adsorber 26.6 mmoles (25.6 mg) de
azul de tripano. La posterior decantacidn magnética de la dispersién resultante eliminaria esta cantidad
de colorante del medio acuoso. Todo ello demuestra la capacidad de estas particulas para capturar y

eliminar de las aguas continentales contaminantes organicos anidnicos.
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5.2.1 Efecto de la fuerza ionica en la adsorcion de Trypan Blue a las microparticulas

Fez0,@Si0,@PDADMACI

Como se ha anticipado anteriormente, la fuerza motriz de la adsorcidon del azul de tripano por las
particulas recubiertas de polialilamonio es la atraccién electrostética que se establece entre especies
de carga opuesta. Por tanto, es previsible que la interaccién sea apantallada cuando aumente la fuerza
iénica en el medio acuoso. Por ello, se estudid, la dependencia de la gms, Obtenida mediante

experimentos similares a los presentados en la Fig. 8 en presencia de NaCl, con la fuerza idnica.

Omax frente [NaCl]
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Fig.9.- Efecto de la fuerza idnica a diferentes concentraciones de NaCl para la adsorcion del
colorante Trypan Blue a la microparticula FesOs@SiO@PDADMACI. Se muestra la gmsx obtenida a
diferentes concentraciones de NaCl.

Los resultados obtenidos muestran que el aumento de fuerzo idnica apantalla la atraccion
electrostatica, aunque menor que el que podria anticiparse: la capacidad de adsorcidn de las particulas
por el colorante disminuye desde 25.6 g-g™* en ausencia de sal hasta alrededor de 22.0 g-g* en presencia
de NaCl en concentracion 50 mM (alrededor de un 14 %). Sin embargo, un aumento de la concentracion
de NaCl por encima de este valor no tiene apenas efecto sobre la gmsx (en el rango de concentracién de
NaCl entre 50 y 200 mM). El resultado parece indicar que la atraccion entre la superficie de la
microparticula y la molécula de colorante tiene un componente (minoritario) debido a la atraccién
electrostatica, siendo otro tipo de fuerzas (atraccion dipolo — dipolo o la debida al efecto hidrofébico)

responsables mayoritarios.

Las moléculas de colorante, tal como el azul de tripano, contienen anillos aromaticos conjugados con
orbitales Il deslocalizados lo que les dota, entre otras propiedades, de ser capaces de absorber fotones

muy efectivamente (aumento de su absortividad molar). Por otro lado, las moléculas individuales de
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colorante tienen tendencia a atraerse entre si mediante interacciones I1 — IT (efecto conocido como
IT -stacking) mientras que se establecen interacciones electrostaticas repulsivas entre cada una de las
moléculas cargadas. Al aumentar la fuerza idnica, las interacciones electrostaticas sufren un importante
apantallamiento lo que hace que las moléculas individuales de colorante tiendan a formar oligdmeros

cuya carga superficial total es menor que la suma de la carga de las moléculas individuales.

Por tanto, al aumentar la fuerza idnica, los agregados de moléculas de colorante son la especie que se
une a la superficie de las particulas magnéticas recubiertas de polielectrolito. La condensacién parcial
de las cargas del polielectrolito por el aumento de concentracidn del contraién (Cl) y la disminucién de
carga de los agregados de moléculas de colorante hace que el componente electrostatico de la
atraccion que se establece sea menos importante, ganando protagonismo las interacciones dipolares

e hidrofdbicas.
5.3 Adsorcion de BSA a las microparticulas Fes0s@SiO,@PDADMACI

Con objeto de evaluar la capacidad de las particulas para adsorber biomoléculas, tales como proteinas,
se tomd la BSA como proteina modelo. Dado que su pl es 4.6, la proteina tendra carga global negativa
a pH 7 y, como consecuencia, deberia ser atraida por la superficie de la microparticula recubierta de

PDADMACI.

En este experimento, se estudia la capacidad de adsorcidn de la proteina BSA a las microparticulas
magnéticas Fe;0,@Si0,@PDADMACI, utilizando un enfoque similar al aplicado para el colorante azul

de tripano. Los resultados se presentan en la Fig. 10.

Adsorcion de la proteina BSA
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Fig.10.- Concentracion de proteina BSA libre en disolucién frente a la concentracion de

microparticulas Fes0.@SiO-@PDADMACI.
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La gréfica se interpreta de manera similar que la anterior, con el caso del azul de tripano, observandose
como la concentracidon de proteina de suero bovino disminuye linealmente conforme aumenta la
concentracidon de microparticula magnética. De acuerdo con la pendiente de la correlacidn lineal, - gmax,
cada miligramo de microparticula magnética Fe30.@SiO,@PDADMACI es capaz de adsorber 0.0847 mg
de proteina BSA (84,7 ug de BSA por mg de particula).

Si comparamos estos resultados con los obtenidos en el apartado anterior, observamos que la cantidad
de BSA que se adsorbe a las particulas por unidad de masa de éstas (84,7 ug-mg?) es significativamente
mayor que la cantidad de azul de tripano equivalente (25,6 pg-mg?). La razén de esta diferencia habria
qgue buscarla en la relacién carga:masa de cada uno de los ligandos: el colorante presenta 4 moles de
cargas negativas (grupo sulfonato, Fig. 6) por mol de ligando (960,81 g) mientras que esta relacién es
de 18 moles de cargas por mol de BSA (66430 g) a pH 7. La relacidn de masa de cada ligando por carga
resulta ser:

masa 960,81

azul de tripano :
carga 4

=240,2 g por mol de carga

masa :m =3690,5 g por mol de carga

carga 18

BSA :

Por tanto, la relacién carga:masa para la BSA es unas 15 veces mayor. Debido al tamafio de la molécula
de azul de tripano, parece razonable que cada molécula de colorante pueda compensar sus 4 cargas
con grupos amonio del polielectrolito del recubrimiento. Sin embargo, dado el mayor tamafio de la
proteina, Unicamente parte de las 18 cargas negativas de su superficie estableceran interacciones

atractivas con la superficie de la particula, quedando el resto expuestos al disolvente.

5.3.1 Efecto de la fuerza idnica en la adsorcion de la proteina BSA a las microparticulas
Fe;0,@Si0,@PDADMACI

Al igual que en el caso del azul de tripano, se estudia el comportamiento de la adsorcidn de la proteina
BSA a las microparticulas magnéticas Fe;0,@SiO.@PDADMACI en funcién de la fuerza idnica. Tal y
como muestra la Fig. 11, la qmsx de las particulas por la BSA disminuye monotdnicamente con la fuerza

idnica, indicando que la atraccidn electrostatica es mayoritaria en la interaccidn ligando — particula.
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Fig.11.- Efecto de la fuerza i6nica a diferentes concentraciones de NaCl para la adsorcion de la
proteina BSA a la microparticula FezO,@SiO2@PDADMACI. Se muestra la gmax obtenida a diferentes
concentraciones de NaCl.

Este fendmeno puede explicarse por el aumento del apantallamiento electrostatico en soluciones
salinas: a medida que aumenta la fuerza idnica, los iones de NaCl en la solucién interfieren con las
interacciones electrostaticas entre la proteina y las microparticulas, reduciendo asi la capacidad de

adsorcion.

Ademas, es relevante destacar que la disminucidn en la adsorcion con la fuerza idnica podria afectar la
eficiencia de las microparticulas en aplicaciones donde se requiere la captura de proteinas en entornos

salinos, como en el tratamiento de aguas.

Como se mencioné anteriormente, en el estudio de la proteina BSA se analiza la adsorcidn bajo
condiciones de salinidad a concentraciones de NaCl de 25, 50, 75 y 100 mM. Esta investigacion es
particularmente relevante en comparacion con el andlisis del colorante azul de tripano, ya que se
observa una diferencia significativa en la cantidad de sal utilizada. En el caso del colorante, se estudia
su adsorcidon en una gama mads amplia de concentraciones de NaCl, que van desde 50 hasta 200 mM.
Esta diferencia en las concentraciones de sal permite una comparacion detallada de como diferentes

concentraciones afectan la adsorcion de ambos compuestos.

5.4 Adsorcion de particulas de silice, SiO», a las microparticulas

Fe304@SiO,@PDADMACI

El objetivo ultimo del presente Trabajo Fin de Grado es evaluar la capacidad de las particulas de

magnetita recubierta de silice y polielectrolito catiénico, PDADMACI, (Fes0,@SiO,@PDADMACI) para

25



capturar nanoparticulas distinta naturaleza, habiéndose elegido las de silice y poliestireno como

representativas de algunos de los nanomateriales mas utilizados en la actualidad.

La superficie de las particulas de silice esta recubierta de grupos silanoles, R-Si-OH, que se deprotonan
a medida que aumenta el pH. El punto de carga nula de la superficie se alcanza a pH 2 — 3, aumentando
el nimero de cargas negativas a medida que aumenta el pH hasta alcanzar su maximo nivel de carga
alrededor de pH 10.5 — 11. Por tanto, a pH fisioldgico, las particulas de silice se encuentran cargadas
negativamente vy, por tanto, deberian poder ser capturadas mediante su adsorcidon a las particulas de

magnetita recubiertas mediante interacciones electrostatica.

El primer problema con el que nos encontramos es la cuantificacion de las particulas de silice en una
dispersiéon acuosa ya que no adsorben radiacidon electromagnética en el intervalo UV-vis. Como
cualquier dispersién sobre la que incide radiacién electromagnética, parte de ésta es dispersada lo que
hace que la intensidad de la luz que atraviesa una muestra es menor que la intensidad incidente. La
densidad dptica (D.0.) de la dispersion representa, al igual que la absorbancia, el logaritmo decimal del

cociente de la intensidad incidente (lincidente) Y 1 intensidad que alcanza el receptor (ltransmitida):

i B
DO:IOg[ incidente J

transmitida

Cuando la dispersidn se encuentra suficientemente diluida, la densidad éptica de la dispersion resulta

ser proporcional a la concentracion de particula sélida:
D.0.=¢{NP]-1

Expresién que es idéntica a la Ley de Lamber-Beer, donde ¢ es el coeficiente de dispersion de la

muestra, [NP] es la concentracién de la nanoparticula y | el paso éptico de la celda espectrofotométrica.

Por consiguiente, en primer lugar, determinamos el coeficiente de dispersién de las nanoparticulas de
silice mediante la construccién de la correspondiente curva de calibrado representando la densidad
Optica de la dispersion en funcién de la concentracidn de la nanoparticula. Los resultados se muestran

en la Fig. 12).
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Fig.12.- Recta de calibrado para la obtencion de un coeficiente de extincién operacional al

representar la densidad dptica de las dispersiones de concentracion creciente de silice.

El coeficiente de dispersion de las particulas de silice a 360 nm, resultd ser 1.89 (mg-mL?)tecm?, es

decir, que una dispersidn de concentracién 1 mg-mL* tendra una densidad éptica de 1.89.

Conocido el coeficiente de dispersién, es inmediato determinar la concentraciéon de silice en el
sobrenadante de muestras incubadas con las particulas de magnetita simplemente midiendo su

densidad dptica:

NP]
[ sobrenadante

En la Fig. 13, se muestra la recta de adsorcidon que resulta del experimento de obtener la capacidad
maxima de adsorcion de particulas de silice (SiO2) a las microparticulas magnéticas

Fe30,@Si0,@PDADMACI.
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Adsorcidn de particulas de SiO,
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Fig.13.- Concentracion de nanoparticulas de SiO: libre en disolucidn frente a la concentracion de
microparticulas Fes0.@SiO2@PDADMACI.

En base a los resultados que se muestran en la Fig. 13, se puede interpretar que la cantidad maxima
que puede adsorber cada miligramo de microparticula magnética Fe;0,@SiO,@PDADMACI es de 9.54

miligramos de particulas de SiO..

Conviene comparar este resultado con el correspondiente para los dos ligandos solubles anteriormente
estudiados. Mientras que para el azul de tripano y para la BSA 1 mg de microparticula de magnetita era
capaz de adsorber 0,0256 y 0,0847 mg de ligando, la misma cantidad de microparticula magnética
puede adsorber una cantidad de silice 9,54 veces su propia masa (unas 370 veces mayor que la masa

de azul de tripano y 112 veces la cantidad de BSA).

El resultado obtenido muestra la extraordinaria capacidad de adsorcidon de las particulas de magnetita
obtenidas para la captura de nanoparticulas de silice en dispersiones acuosas cuya eliminacidn es
practicamente imposible con los medios habitualmente utilizados en el tratamiento de aguas

residuales.
5.5 Adsorcion de particulas de latex, LB, a las microparticulas
Fe304@SiO,@PDADMACI
Como apartado final de este TFG, se evalud la capacidad de las particulas de magnetita recubiertas de
silice y PDADMACI, Fe;0,@SiO.@PDADMACI, para adsorber particulas de latex (que se obtienen a

partir de poliestireno) de 100 nm de diametro. Se eligieron estas nanoparticulas como modelo para el

estudio de la viabilidad para la captura y eliminacidn de nanoplasticos.
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Para estudiar la adsorcidn de las particulas de latex, se puede aplicar un modelo similar al utilizado para
estudiar las particulas de silice. Del mismo modo, se puede determinar experimentalmente un
coeficiente de dispersion a 360 nm. Los resultados se muestran en la Fig. 14, determindndose un valor
de 6.86 (mg-mL?Y)t-cm™, es decir, que una dispersién de las particulas de latex de concentracion 1

mg-mL? tendrad una densidad 6ptica de 6.86.

Coeficiente de dispersion particulas de latex
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Fig.14.- Recta de calibrado para la obtencion de un coeficiente de extincion operacional al
representar la densidad Optica de las dispersiones de concentracion creciente de particulas de
latex.

De forma andloga a como se hizo para el resto de especies quimicas estudiadas, se determiné la
capacidad maxima de adsorcién de particulas de latex a las microparticulas magnéticas

Fe;0,@Si0,@PDADMACI, mostrandose los resultados en la Fig. 14.
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Adsorcion de particulas LB
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Fig.14.- Concentracion de nanoparticulas de SiO: libre en disolucion frente a la concentracion de
microparticulas FesOs@SiO@PDADMACIL.

Los resultados muestran que 1 mg de las particulas magnéticas es capaz de adsorber 2.65 mg de
particulas de latex, lo cual demuestra la elevada capacidad de la microparticulas para eliminar de forma

cuantitativa nanopldsticos, un problema de creciente interés.

La capacidad de adsorcién de las microparticulas de magnetita para la adsorcion de las distintas
especies quimicas estudiadas, tanto solubles (azul de tripano y BSA) o sdlidas (microparticulas de silice

y latex) se muestra en la Tabla 2.

Tabla 2. Capacidad mdxima de adsorcion, qmax, de las microparticulas de
magnetita por distintos ligandos.

tigando (mg de ligando :::xmg de particula)
Azul de tripano 0.0256
Albumina del suero bovino, BSA 0.0847
Nanoparticulas de silice (d = 180 nm) 9.54
Nanoparticulas de latex (d = 100 nm) 2.65

Al analizar los resultados es necesario tener en cuenta que existe una enorme diferencia entre la
proporcion de masa de los ligandos que se adsorben a la microparticula de magnetita. Para el caso de
el azul de tripano virtualmente toda la molécula esta formando parte del recubrimiento. Al aumentar

el tamafio del ligando soluble (la BSA tiene una masa molar casi 70 veces mayor) solo una parte de la
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molécula esta en contacto con la microparticula de magnetita mientras que amplias regiones de la
proteina se encuentran expuestas al disolvente. Podemos afirmar, que mientras que casi el 100 % de
la molécula de azul de tripano se encuentra en contacto con la superficie de la particula de magnetita,
solo una pequefia parte de la molécula de BSA se encuentra en la zona de contacto con la
microparticula. Por tanto, a medida que aumenta el tamafio del ligando, es previsible que aumente la

masa total de ligando adsorbido.

En el caso de las nanoparticulas sdlidas, este efecto hace que las microparticulas de magnetita
presenten una extraordinariamente alta capacidad de adsorcién para nanoparticulas de silice y latex,

9.54 y 2.65 veces, respectivamente, la masa de la primera.

5.5.1 Efecto de la fuerza idnica en la adsorcion de las proteinas de ldtex, LB, a las microparticulas
Fe;0,@Si0O,@PDADMACI

Para estudiar el efecto de la fuerza idnica en la adsorcion de particulas de latex, se ha estudiado el
comportamiento de las microparticulas magnéticas Fe30,@SiO,@PDADMACI en condiciones de
salinidad creciente. El experimento se realizd a diferentes concentraciones de NaCl (50, 100, 150, 200

y 250 mM) y se comparé con la capacidad maxima de adsorcidn (gmsx) obtenida en ausencia de NacCl.

Omsx frente [NaCl]
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Fig.15.-. Efecto de la fuerza iénica a diferentes concentraciones de NaCl para la adsorcion de las
particulas de latex, LB, a la microparticula FesO.@SiO2@PDADMACI. Se muestra la gmsx Obtenida a
diferentes concentraciones de NaCl.

Los resultados muestran que a medida que aumenta la concentracién de NaCl, disminuye la gmax
obtenida en los experimentos, aunque se alcanzan valores de gmsx practicamente inalterables para

concentraciones de NaCl superiores a 100 mM.
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Este fendmeno puede explicarse por la interaccidn electrostatica predominante en la disolucion. A
diferencia del caso de las proteinas BSA, donde la adsorcién se vio afectada principalmente por la
fuerza idnica, en el caso de las particulas de latex también interviene una interaccidon hidrofdbica.
Idealmente, la interaccion hidrofébica deberia dominar y permitir que las microparticulas
Fes0,@Si0,@PDADMACI adsorban eficientemente los contaminantes en agua marina. Sin embargo,
en este caso, la interaccion electrostatica parece predominar sobre la interaccidn hidrofdbica, lo que

limita la eficacia de adsorcién en presencia de sal.

Los resultados sugieren que en condiciones de alta salinidad, como las encontradas en el agua marina,
la capacidad de adsorcién de contaminantes por las microparticulas Fe;0,@SiO,@PDADMACI puede
verse comprometida. Esto implica que, para aplicaciones en ambientes marinos, puede ser necesario
optimizar las caracteristicas de las microparticulas o emplear métodos alternativos para mejorar la

eficacia de adsorcion.
6. Conclusiones

En el marco de este estudio, se han disefiado microparticulas magnéticas Fes0,@SiO,@PDADMACI
para la captura de diversos contaminantes en aguas continentales, incluyendo el colorante azul de
tripano, la proteina BSA, particulas de silice y particulas de latex. Ademas, se ha investigado su posible

aplicacién en aguas marinas, evaluando el impacto de la fuerza idnica sobre el proceso de adsorcién.
A continuacion, se presentan las conclusiones derivadas de estos experimentos:

e Las microparticulas Fe;0.@SiO.@PDADMACI tienen una capacidad de adsorcién moderada
frente al colorante azul de tripano (25.6 mg de colorante por mg de microparticula), que se
mantiene eficiente incluso en condiciones de salinidad moderada, lo que sugiere su capacidad
para la eliminacion de colorantes en aguas de baja y moderada salinidad.

e En el caso de la proteina BSA, la capacidad de adsorcién es notablemente mayor (84,7 mg de
proteina por mg de microparticula) y altamente sensible a la fuerza idnica. La predominancia
de la interaccidn electrostatica limita la eficacia de la adsorcidn en soluciones salinas.

e las particulas de magnetita recubiertas de silice y PDADMACI muestran una extraordinaria alta
capacidad de adsorcién de nanoparticulas sélidas de silice o latex (9.54 y 2.65 mg de
nanoparticula por mg de microparticula de magnetita, respectivamente).

e Las microparticulas de magnetita sintetizadas han demostrado una elevada capacidad para
adsorber y eliminar nanoparticulas de disoluciones acuosas, evidenciando su potencial para el

tratamiento de aguas continentales que presenten estos contaminantes.
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7. Perspectivas futuras

Los resultados obtenidos en este Trabajo de Fin de Grado pueden poner las bases para:

La recuperacién vy reutilizacién de las microparticulas Fe;0,@SiO.@PDADMACI,
aprovechando sus propiedades magnéticas, presenta un potencial significativo y deberia
ser objeto de futuras investigaciones para optimizar su aplicacion en procesos de
adsorcion.

Futuros estudios deberian explorar la adsorcidn de los ligandos estudiados bajo diferentes
condiciones de pH y temperatura, asi como evaluar la estabilidad y eficiencia a largo plazo
de las microparticulas mediante su reutilizacién.

La modificacion de la superficie de las microparticulas o la incorporacién de otros agentes
modificadores podria ser necesaria para mejorar la adsorcion de contaminantes

especificos, como las particulas de silice.
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