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1. Resumen

La presencia de contaminantes en aguas continentales y marinas debidos mayoritariamente al
desarrollo industrial ha alcanzado niveles alarmantes que amenazan la supervivencia de ecosistemas
distribuidos por todo el planeta. En particular, la utilizacion generalizada de plasticos y la cada vez
mayor proliferacién en el uso de micro uy nanoparticulas de muy distinta naturaleza exige del
desarrollo de estrategias capaces de eliminar estos contaminantes de forma selectiva y cuantitativa.
El presente Trabajo Fin de Grado propone la utilizacidn de microparticulas de magnetita recubiertas
del detergente catiénico bromuro de cetiltrimetilamonio, CTAB, como medio de capturar nano y
microparticulas tanto hidrofilicas (derivadas de silice) como hidrofébicas (microplasticos). La capacidad
de estas particulas para adsorber de forma efectiva tanto ligando solubles (proteinas y colorantes)
como particulas insolubles ha sido analizada y estrategias en el disefio de nuevas generaciones de
particulas magnéticas que mejoren su capacidad han surgido tras un analisis critico de los resultados

obtenidos.

1.- Abstract

The presence of contaminants in continental and marine waters, mainly due to industrial
development, has reached alarming levels that threaten the survival of ecosystems distributed
throughout the planet. In particular, the widespread use of plastics and the increasing proliferation in
the use of micro and nanoparticles of very different nature requires the development of strategies
capable of eliminating these contaminants selectively and quantitatively. This Final Degree Project
proposes the wuse of magnetite microparticles coated with the cationic detergent
cetyltrimethylammonium bromide, CTAB, as a means of capturing nano- and microparticles, both
hydrophilic (derived from silica) and hydrophobic (microplastics). The capacity of these particles to
effectively adsorb both soluble ligands (proteins and dyes) and insoluble particles has been analyzed
and strategies in the design of new generations of magnetic particles that improve their capacity have

emerged after a critical analysis of the results obtained.

Abreviaturas

Fe304: magnetita

SiO2: 6xido de silicio

CTAB: bromuro de cetiltrimetilamonio

Fe304@Si02@CTAB: particulas de magnetita recubiertas de silice con CTAB adosrbido a su superficie.

SiO2@PDAPMACI@TB@PVSA: azul de tripano encapsulado en particulas de silice un polielectrolito catidnico
(PDADMACI) y otro anidnico polivinilsulfonato (PVSA).



2. Introduccion

2.1. Importancia y aplicaciones de las nanoparticulas
2.1.1. Nanoparticulas de Fe304

Las nanoparticulas tienden un puente entre los materiales de gran volumen y las estructuras
atémicas o moleculares [1]. Se denominan nanoparticulas aquellas cuyo didmetro aproximado es de
100 nm o menor. Los materiales nanométricos presentan una elevada area superficial alta en relacién
con su volumen, haciendo que tanto su adsorcién especifica (por unidad de masa) como u potencia de
transferencia de calor (energia intercambiada por unidad de tiempo) sean mejores que las de los

mismos materiales de dimensiones mayores.

En particular, las nanoparticulas magnéticas estan formadas por 6xidos de hierro que poseen
propiedades ferromagnéticas intrinsecas (maghemita, Fe,0s, magnetita, Fes0,, etc.) [2] [3], pudiendo
contener cantidades estequiométricas de otros metales como el cobalto o niquel. La variacién del pH
del medio induce cambios en su carga superficial, observandose valores positivos a bajo pH y valores
negativos a pH alcalinos. El punto de carga nula (punto isoeléctrico) es cercano a 7 [4], lo que
compromete su estabilidad coloidal a pH fisiolégico. La estabilidad coloidal de los nano vy
micromateriales se refiere a la capacidad de sus dispersiones de evitar su decantacion al compensar la
fuerza gravitacional (que tiende a sedimentar las particulas) con el movimiento browniano y la
repulsion entre las superficies de las particulas individuales. En el caso de las particulas de magnética
o maghemita, sus dispersiones aumentan su estabilidad coloidal al alejarse de su punto isoeléctrico al
aumentar la intensidad de la repulsion electrostatica entre particulas tanto a bajo pH (cargadas

positivamente como) como a pH alcalino (cargadas negativamente).

Por otro lado, las particulas de magnéticas tienen cierta tendencia a reaccionar con el oxigeno
atmosférico disuelto en agua, ademas de poder sufrir procesos de disolucién a bajo pH. Por ello, es
frecuente proteger estas particulas con materiales organicos insolubles tales como los 6xidos de silicio,

SiO,, o aluminio, Al,Os.

En los ultimos afios, el interés por el uso de nanoparticulas magnéticas se ha incrementado,
sobre todo en el campo de administracion de farmacos. Esto se debe a las propiedades que presentan
dichas particulas: son faciles de separar mediante un campo magnético externo, su sintesis es sencilla,
el area superficial es grande, presentan alta estabilidad quimica, pueden reutilizarse y presentan gran

biocompatibilidad [4]. Ademds, son utilizadas en una amplia variedad de aplicaciones biomédicas.

2.1.2. Remediacion ambiental
La rapida industrializacion, la urbanizacidn y las practicas agricolas extensivas han llevado a la

acumulacién de numerosos contaminantes como los metales pesados, pesticidas organoclorados o



hidrocarbonos policiclicos aromaticos, tanto en suelo terrestre como acuatico [5]. Esta contaminacion
ha llevado a la creacidn de técnicas de remediacién ambiental que buscan restaurar los entornos
naturales que han sido dafiados por la actividad humana, con el objetivo de reducir el impacto negativo

de la contaminacidn en el medio ambiente y proteger la salud humana y los ecosistemas.

Las técnicas que se utilizan para la remediacién de las aguas continentales son variadas,
puediendo ser procesos quimicos, fisicos, bioldgicos o una combinacién de estos. El hecho de que se
utilice un método u otro depende de la naturaleza del contaminante. Algunos ejemplos de procesos
de remediacién serian la filtracidn de aguas, la sedimentacién y separacién, neutralizacién, adsorcién,
biorremediacién, fitorremediacién, etc. La eficacia de todas ellas esta sujeta a varios factores como la
naturaleza y extensidon de la contaminacién, ademds presentan otras limitaciones como el impacto
ambiental que causan, elevados costes y el alcance que tiene. Ademds, los contaminantes emergentes
como son los microplasticos, productos farmacéuticos y sustancias perfluoroalquiladas representan
un desafio para estas técnicas. Por tanto, es necesario buscar y desarrollar nuevas tecnologias que

resuelvan estas carencias.

El desarrollo e implementacién de nanotecnologias ambientales sostenibles para el
tratamiento y remediacidon de impactos ha crecido notoriamente en los Ultimos afios. Se destaca en
particular la aplicacion de nanoparticulas magnéticas [6]. Por ahora son pocos los ensayos de
remediacion realizados a escala de campo, pero estos van acompafiados de numerosos estudios a nivel
de investigacién y desarrollo para tratamiento de aguas de desechos y sitios contaminados donde las
nanoparticulas magnéticas han sido exitosas. Desde un punto de vista practico, las aplicaciones de
estas particulas en la remediacion ambiental se pueden clasificar en tres tipos: el empleo del
nanomaterial como reactivo, su uso como catalizadores, y el aprovechamiento de otras caracteristicas,

como su cardacter paramagnético [6].

Este Ultimo aspecto serd el objetivo principal del presente Trabajo Fin de Grado: disefiar unas
particulas magnéticas (Fes04) que estén recubiertas por SiO,, que es un material inorgéanico y todo ello
recubierto por un surfactante, en este caso el detergente CTAB, con la capacidad de capturary eliminar

microparticulas y microplasticos presentes en las aguas continentales.

2.1.3. Otras aplicaciones
Ademas de la captura y eliminacidén de contaminantes, este tipo de particulas pueden ser
utilizadas en casi todas las disciplinas cientificas como el espacio, la energia, biomedicina y agricultura

[1]. Algunas de sus otras aplicaciones y usos mas importantes son las siguientes:

- Liberacién controlada de farmacos:



debido a sus propiedades fisicoquimicas Unicas, como su tamafio controlable, buena
biocompatibilidad, biodisponibilidad y baja citotoxicidad, las nanoparticulas se han convertido
en un recurso muy Util para la administracién de farmacos dirigida asi como su liberacidn,
mejorando de esta forma la solubilidad del farmaco, su farmacocinética, prolongando el
tiempo del farmaco en la circulacidn sanguinea y reduciendo los efectos secundarios téxicos
de los farmacos [7].
Actividad antibacteriana:
el uso generalizado de antibidticos para tratar infecciones bacterianas ha llevado a la
aparicidon de cepas bacterianas resistentes a multiples farmacos. Por lo que proporcionar un
tratamiento seguro y eficaz para las cepas bacterianas resistentes a fdrmacos se ha vuelto un
reto de salud global. Una de las soluciones investigada ha sido el uso de nanoparticulas como
agente antibacteriano, las cuales han demostrado una actividad bactericida eficiente y
superior. Su mecanismo de actuacién implica la alteracién de la membrana celular y la
generacion de especies reactivas de oxigeno (ROS) produciendo asi la muerte de las bacterias.
La actividad antibacteriana de estas particulas ha demostrado ser de amplio espectro tanto
frente a bacterias grampositivas y como gramnegativas [1].
Electrénica:
debido a sus novedosas propiedades electrdnicas y dpticas, las particulas magnéticas
tienen una amplia gama de aplicaciones en técnicas de imagen y electrdnica. Por ejemplo, las
nanoparticulas basadas de Gd pueden mejorar la calidad de la imagenologia y la dosis de
administracién del agente de contraste en la resonancia magnética (MRI). Ademas, también
ofrecen la capacidad de obtener imdgenes y rastrear una sola molécula, lo que puede revelar
informacidn acerca de importantes procesos celulares como la organizacion de las proteinas
de membrana y la interaccidn con otras proteinas [8].
Agricultura:
las nanoparticulas presentan un alto potencial para solucionar los problemas agricolas
y ambientales actuales. En el sector de la agricultura las nanoparticulas se utilizan
principalmente de dos formas, como nanofertilizantes y nanopesticidas. Los nanofertilizantes
se aplican en menor cantidad que los fertilizantes quimicos convencionales, pero presentan
mayor eficacia que estos ultimos puesto que liberan los nutrientes justo cuando y donde las
plantas los requieren, evitando asi es uso excesivo de fertilizantes. Por otro lado, varias
nanoparticulas han demostrado tener actividad antimicrobiana, insecticida y nematicidad, lo
gue las convierte en una alternativa prometedora a los pesticidas quimicos y una alternativa

potencialmente mdas barata que los biopesticidas [8]



Estas aplicaciones son menos relevantes para el desarrollo de este trabajo, vamos a centrarnos
mayoritariamente en el uso de las nanoparticulas magnéticas en el dmbito de la remediacion

ambiental, como captura y eliminacién de contaminantes.

2.2 Contaminantes
2.2.1. Metales pesados

Debido a la creciente industrializacion combinada con las prdcticas agricolas, la contaminacidn
del suelo con metales pesados se ha convertido en una grave preocupacién ambiental a nivel mundial.
Esta clase de metales tienen una vida media de veinte afios y son muy persistentes en la naturaleza.
Dentro de los metales pesado hay dos categorias, los necesarios y los no esenciales. El cobalto (Co), el
cobre (Cu), el cromo (Cr), el hierro (Fe), el niquel (Ni), el manganeso (Mn) y el zinc (Zn) son metales
pesados bdsicos, son considerados como micronutrientes, pero se vuelven tdxicos cuando se
consumen en grandes cantidades. Por otra parte, el cadmio (Cd), el mercurio (Hg) y el plomo (Pb) son
metales pesados no esenciales que son extremadamente letales para los organismos vivos [9]. La
exposiciéon cronica a metales pesados afecta a varios érganos, incluyendo el cerebro y los nervios
periféricos. La intoxicacion por metales pesados es una causa bien conocida de neuropatia periférica

[10].

La contaminacion por metales pesados ha llamado la atencién del mundo debido a su toxicidad
para los organismos vivos a través de la bioacumulacion. Los metales pesados se clasifican tipicamente
como metales o metaloides con una densidad elemental mas alta. Incluso las trazas de metales
pesados en el sistema tienen un efecto intenso en los ecosistemas (terrestres y acuaticos). Esto podria
deberse a diversos factores como las emisiones atmosféricas, que se han reconocido como la principal

causa de la contaminacion del suelo y el agua [9].

La reduccidon del contendido de metales pesados del agua es dificil, siendo mas frecuente un
tratamiento conducente a la transformacion del estado de oxidacién, lo que da como resultado
alteraciones significativas en el metabolismo de la vida acuatica, asi como inestabilidad ecoldgica.
Ademas, los metales pesados presentes en el suelo pueden causar la contaminacién de las aguas

superficiales y subterraneas, lo que representa un peligro para los sistemas ecoldgicos [9].

2.2.2. Micro-/nanoparticulas de pldstico
El plastico estd presente en todas partes en nuestra vida diaria y se utiliza en el transporte, la
agricultura, la construccion, los productos médicos y farmacéuticos y en el envasado de alimentos. No

es de extrafiar que la produccion mundial de plastico haya aumentado desde la década de 1960; solo

en 2023, el mundo produjo 400,3 millones de toneladas métricas de plastico [11]. Los pldsticos son

materiales compuestos complejos que comprenden una estructura polimérica combinada con aditivos



guimicos como plastificantes (ftalato), retardantes de llama bromados, estabilizadores de luz y calor
(contienen metales), biocidas y colorantes. Otros productos quimicos incluyen auxiliares de
procesamiento y sustancias afnadidas no intencionalmente, como impurezas en materias primas,
subproductos de la produccién de polimeros, productos de degradacion y transformacién vy

contaminantes de la maquinaria de procesamiento [12] [13].

La cantidad de pldsticos producidos aumenta cada afio, aunque las estrategias de reutilizacién,
reciclaje y readaptacién no se han implementado de forma suficientemente efectiva, particularmente
en algunos paises en desarrollo. Solo entre el 21-26 % de los residuos de plastico se reciclaron e
incineraron adecuadamente. El resto se incinera en fosas abiertas o se desecha al medio ambiente, lo

gue provoca la contaminacidn plastica del agua, el aire, el suelo, etc. [14].

Después de haber ingresado en el medio ambiente, las interacciones entre los desechos
plasticos y los componentes ambientales pueden degradar grandes piezas de pldstico a desechos
plasticos mas pequeiios [14]. Segun el didametro de los fragmentos de plastico, las particulas de pldstico
se pueden dividir en microplasticos (MP) y nanoplasticos (NP), siendo los microplasticos los que tiene

un tamafio de menos de 5 mm de didmetro y los nanoplasticos de 1 a 100 nm de didmetro.

En la cadena alimentaria acudtica, la bioacumulacién de micro- y nanopldsticos se produce
después de la ingestion por parte de los organismos acuaticos y la posterior transferencia de particulas
engullidas a niveles tréficos. Los micro- y nanoplasticos pueden transferirse desde el tracto digestivo
hasta el sistema circulatorio. Los seres humanos estan expuestos a estos contaminantes a través del
consumo de animales acuaticos contaminados y otros alimentos y productos de consumo como la
pasta de dientes, el agua potable, la cerveza, la miel, el azlcar y la sal. No obstante, los posibles riesgos
para la salud resultantes de la exposicidn, absorciéon y translocacién de micro- y nanoplasticos estan

poco investigados y son un tema importante de debate [15].

Las cuestiones criticas son (1) ¢cdmo pasan estos microplasticos a través del tratamiento del
agua y llegan al agua potable? y (2) éel tratamiento del agua potable es capaz de eliminar los
micropldsticos y en qué medida? Actualmente, el destino de los microplasticos en el tratamiento del
agua no se ha investigado adecuadamente. Habitualmente los procesos de tratamiento del agua
implican la coagulacion combinada con sedimentacidn, filtracién de arena, ozonizacién vy
ultrafiltracidn. La eficacia de eliminacion por el proceso de la coagulacion/sedimentacion es del 40,5%
al 54,5%, sin que se disponga una idea clara acerca de cdmo implementar medidas que ayuden a la
eliminacion de microplasticos en las condiciones de trabajo ordinarias de las plantas de tratamiento
de agua. Ademas, se deberia prestar mas atencién a los micropldsticos mas pequefios puesto que son

los que se detectan con mayor frecuencia en el agua potable [16].



3. Antecedentes

3.1. Invencidn de la técnica
La nanotecnologia es reconocida como uno de los mayores avances cientificos de este siglo
XXI. Esta nueva tecnologia se ha infiltrado en casi todas las disciplinas cientificas para crear nuevas

alternativas destinadas a resolver diferentes atascos relacionados con la investigacién [1].

Desde la década de 1990, los nanomateriales empiezan a ser mas relevantes, debido a sus
propiedades en comparacién con sus contrapares a nivel macroscépico. Dentro de estos
nanomateriales encontramos los diferentes tipos de nanoparticulas las cuales ya han sido citadas en
este documento. Entre las nanoparticulas estudiadas para ser empleadas en el ambito de la
remediacidn ambiental, las nanoparticulas magnéticas, en concreto, podrian adquirir una importancia
creciente a lo largo de los afios, por ser facilmente manipulables mediante el empleo de un campo

magnético externo.

3.2. Desarrollo y actualidad
Actualmente, esta clase de nanoparticulas magnéticas se utilizan de manera regular en
biomedicina para la liberacion controlada de farmacos y terapias contra diversas enfermedades, como

el cancer, la diabetes o problemas respiratorios.

Aunque su uso principal se en el ambito de la biomedicina, poco a poco se han ido hallando
nuevos usos para este tipo de particulas magnéticas en diferentes ambitos, como el tratamiento de
aguas residuales mediante biorremediacidn, ingenieria genética, agricultura y en el campo de la
electronica. No podemos descartar que, en un futuro, tal vez préximo, se lleguen a descubrir y

desarrollar mas aplicaciones para estas particulas tan versatiles.

En general, el desarrollo de nuevas nano y microparticulas dirigidas a aplicaciones cada vez

mas sofisticadas se ha convertido en uno de los campos mas prolificos de la nanotecnologia.
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4. Objetivos

El objetivo del TFG propuesto es el disefio, estudio y caracterizacidon de particulas magnéticas
submicrométricas capaces de capturar nanoparticulas y microplasticos de las aguas continentales
considerados como contaminantes de dificil eliminacidn capaces de introducirse en la cadena tréfica

induciendo su bioacumulacioén.
En particular, el presente Trabajo Fin de Grado se plantea los siguientes objetivos:

1.- Obtener particulas magnéticas recubiertas de silice y de micelas de CTAB.

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.
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5. Materiales y Métodos

5.1. Sintesis de las particulas de magnetita recubiertas de silice, Fe30,@SiOx.

Las particulas de magnetita, Fe;0,4, fueron obtenidas mediante el método solvotérmico [30]
en presencia de etilenglicol. FeCl; se disolvid en etilenglicol hasta alcanzar una concentracién de 0.2
M. Sobre esta disolucidn se afiadié acetato sddico anhidro cuya concentracidén final fue 0.6 M. 180 mL
de esta disolucidn de introdujo en un recipiente de teflén cuyo volumen era de 250 mLy se situd en el

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

Fig. 1.- Recipiente de teflon donde se lleva a cabo la reaccion 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 de enfrid pasivamente hasta alcanzar la temperatura ambiente. La dispersion
resultante, que tenia un color negro caracteristico de la magnetita, se decanté magnéticamente

utilizando imanes permanentes de neodimio y se lavd exhaustivamente con agua.

Con objeto de proteger las particulas de magnetita de su posterior oxidacidon a maghemita por
accion del oxigeno atmosférico, éstas se recubrieron de una fina capa de silice, SiO,, para dar lugar a
las particulas Fes0,@SiO,. Para ello, las particulas se dispersaron en una disolucién conteniendo agua
y etanol en proporcidon 1:4 en volumen, conteniendo amoniaco. Tras someter a la dispersion a
sonicacién para reducir su aglomeracion (ver mds adelante para los detalles) se afiadié
tetraetilortosilicato gota a gota bajo condiciones de fuerte agitacion mecdnica. Tras incubar la
dispersion 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 aguay

decantacion. Las particulas resultantes se identifican como Fe;0,@SiO,.
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5.2. Recubrimiento de las particulas magnetita, Fes04, CON CTAB.

El surfactante empleado para recubrir las nanoparticulas de magnetita fue el bromuro de
cetiltrimetilamonio (ver fig. 2), se trata de un surfactante catidnico con el contraidon de bromo, consiste
en una sal de amonio cuaternaria, que constituye la parte hidrofilica de la molécula y una cadena
alquilica de gran longitud que forma la parte hidrofébica [17] [18]. La concentracidn micelar critica del
CTAB es de alrededor de 1 mM a 30 °C. Sus micelas estan formadas por unos 75 — 120 mondmeros y

muestran un grado de ionizacién a de 0,2 — 0,1 dependiendo de la fuerza idnica del medio [31].

Br

AVAVAVAVAVAVAVANVY \CH3

Fig. 2.-Estrutura molecular del bromuro de cetiltrimetilamonio (CTAB)

Es bien conocido que el CTAB muestra gran afinidad por la superficie de silice [32]. Para
proceder al recubrimiento de las particulas de magnetita con CTAB, primeramente, se hizo una mezcla
de agua destilada, ajustada a pJ 11 para facilitar la deproponacion de los grupos silanoles de la
superficie del silice (-SiO’). Por su parte, las particulas de magnetita se ajustaron al mismo pH y se
sometieron a sonicacion (ver mas adelante para conocer los detalles de los procesos de sonicacién por

ultrasonidos) para romper los agregados que pudieran haberse formado durante su almacenamiento.

La dispersion de particulas de magnetita, previamente sonicadas, se afiadié gota a gota sobre
la disolucién alcalina conteniendo CTAB sometida a agitacién vigorosa. La dispersion resultante se
incubd (con agitacién moderada) durante 24 horas a temperatura ambiente. En ese momento las
particulas de magnetita recubiertas con CTAB fueron decantadas magnéticamente para desechar el
detergente sobrante y lavadas con agua destilada varias veces. Las particulas resultantes fueron

identificadas como Fez:0;@SiO,@CTAB.

5.2. Caracterizacion de las particulas de magnetita recubiertas con CTAB.
5.2.2. Concentracion de Fe304

Para determinar la concentracién total de magnetita en la alicuota de Fe;0,@SiO,@CTAB, se
realizaron dos experimentos complementarios. En primer lugar, se procedié a la deteMINACION del

residuo seco y, en segundo lugar, se determind la cantidad de Fe30,.

El experimento del residuo seco se llevd a cabo por triplicado. Se afiadié 1 mL de la alicuota de

particulas magnéticas a un tubo Eppendorf, seguido de una decantacidn magnética utilizando un iman
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para separar y retirar el sobrenadante. Posteriormente, los tubos fueron secados en una estufa a 120
°C durante 24 horas. Al concluir el proceso de secado, los tubos fueron pesados y la diferencia con el
peso del tubo vacio, previamente registrado, se utilizé para calcular el residuo seco. Se calculé el
promedio de la diferencia de peso de los tres tubos, obteniendo una cantidad de particulas magnéticas

de 9,2 mg/mL.

Para la determinacién de la cantidad de FesO,4 contenida en las particulas Fes0,@SiO,@CTAB,
0,1 mL de la dispersién fue anadido a 0,9 mL de HCI 5 M lo que produce la disolucién de la magnetita
en sus iones componentes, Fe?* y Fe®*. Una vez obtenidos ambos iones, se procediod a reducir el ion
Fe3* a Fe?* utilizando hidroxilamina en tampdn de acido acético a pH 4,5. Seguidamente, se adiciond
1,10-fenantrolina, un reactivo incoloro que, al reaccionar con el ion Fe?*, forma un complejo de color
rojizo. La cantidad de Fes04 presente en la dispersion original de particulas Fe;O0.@SiO,@CTAB fue
determinado a partir de la absorbancia de la disolucidon resultante (conteniendo Fe2* y 1,10-

fenantrolina). Resultndo una concentracion de magnetita de 4,9 mg/mL.

Finalmente, se calculd la concentracién de FesO4 en la muestra de Fes0,@SiO,@CTAB. Se
determind que el 53,3% en masa de las particulas FesO,@SiO,@CTAB correspondia a FesO4, mientras

qgue el 46,7% restante correspondia a SiO, y CTAB presentes en las particulas magnéticas.

5.2.2. Tamano de las particulas de Fez04@S5i0O,@CTAB

Para medir el tamafio de las nanoparticulas sintetizadas, se utilizé la técnica dispersion
dindmica de la luz o Dynamic Light Scattering (DLS) utilizando un instrumento ZetaSizer Malvern [19]
[20]. Esta técnica monitoriza la variacion temporal de la luz dispersada a partir debido movimiento
browniano simultaneo del conjunto de particulas en solucion. Debido a este movimiento Browniano,
las particulas se encuentran en constante movimiento lo que provoca el choque de estas con las
moléculas del liquido que las rodea de manera aleatoria. De modo que las particulas de gran tamafio
se moveran mas lentamente que las pequefias, que se mueven mas rapido. Por tanto, la intensidad de
la luz dispersada por las moléculas grandes variara temporalmente mas lentamente que la dispersada
por las particulas pequefias. El diametro hidrodindmico de las particulas y el coeficiente de difusidon de
las particulas se encuentran relacionados con el radio hidrodindmico de las particulas mediante la
ecuacion de Stokes — Einstein (ecuacion 1).

k-T

d(H)

donde D es el coeficiente de difusidn, k, la constante de Boltzmann, T es la temperatura

expresada en Kelvin, | es la viscosidad del solvente y Ro es el radio del soluto.
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Cuando se coloca la muestra en el sistema Nano-Zetasizer, el observable es la variacion
temporal de la intensidad de la luz dispersada, que sirve emplea para calcular la distribucién de
tamanfios de las particulas presentes en la muestra analizada. Los resultados obtenidos de la medida se
encuentran en funcion de la intensidad ya que, mediante la aproximacién de Rayleigh, la intensidad

de dispersién de una particula es proporcional a la sexta potencia de su didmetro.

Antes de realizar la medida del tamafio de las particulas, la muestra fue brevemente sonicada
para deshacer los agregados que pudieran haberse formada durante su almacenamiento. El diametro
hidrodinamico promedio obtenido fue de 2,1 = 0,2 um con un indice de polidispersidad de 0,377,
indicando que la muestra era moderadamente monodispersa (la anchura de la distribucion gaussiana

del tamafio de la muestra era de alrededor de 0,2 um).

5.2.3. Potencial Z

El potencial Z es una medida de la carga superficial de una particula, directamente vinculado
con su movilidad electroforética al ser sometida a campos eléctricos crecientes. El Malvern Zetasizer
ZS DLS utiliza la celda (DTS1070), que cuenta con dos electrodos de cobre. Estos permiten aplicar un
campo eléctrico externo a los extremos de la cubeta, midiendo asi la movilidad electroforética, a partir

de la cual se determina potencial zeta.

El liquido que rodea a la particula se divide en dos regiones: una capa interna, conocida como
la capa de Stern, donde los iones estan fuertemente adheridos a la superficie de la particula, y una
capa externa, denominada capa difusa, en la que las atracciones son de menor intensidad. Ambas
capas conforman la doble capa eléctrica que rodea a cada particula. Entre estas capas existe una
barrera que separa los iones de la particula, formando una estructura estable. Al moverse la particula,
los iones dentro de la barrera la acompafian, mientras que los situados mas alld no lo hacen. Esta
barrera se conoce como superficie de corte hidrodindmica. El potencial zeta es igual a la diferencia de

potencial eléctrico que se genera entre estas dos superficies.

5.3. Efecto de la radiacion de ultrasonidos sobre la aglomeracidén de las particulas.

Las particulas magnéticas suelen aglomerarse a consecuencia del balance entre la repulsidn
electrostatica entre ellas y la atraccién establecida como consecuencia de las interacciones dipolo —
dipolo. La radiacidn de ultrasonidos provocada por un sonicador es capaz de romper estas
aglomeraciones de particulas dando lugar a las particulas individuales de magnetita recubiertas con
CTAB. En presencia de homogenizacidn ultrasdnica se reduce el tamano de las particulas formadas
como resultado de fuerzas de cizallamiento o efectos mecanicos producidos por el colapso de las

microburbujas que forman las ondas de ultrasonido [21], la implosidn de las microburbujas genera
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ondas de presion que viajan en el liquido a velocidades similares a las del sonido independientemente

del fluido donde se creen.

Fig. 3.-Ejemplo de un sonicador semejante al utilizado en los experimentos

Para nuestros experimentos, lo utilizaremos sobre las nanoparticulas de magnetita, antes de

aplicarlas a cualquier solucién, con la finalidad de evitar agregaciones entre las particulas.

5.4. Azul de tripano (TB) como colorante modelo: adsorcion a Fe30.@SiO>@CTAB.

En el presente proyecto, y especificamente en los ensayos que se describirdn en el apartado
de resultados, se requiere un compuesto que funcione como ligando modelo para evaluar su
interaccion con particulas magnéticas. El compuesto seleccionado es el colorante azul tripano (TB)
[22][23], un colorante azoico hidrofilico de naturaleza anidnica, empleado tradicionalmente en

tinciones histoldgicas y celulares.

El azul tripano es ampliamente utilizado en técnicas de microscopia para el recuento celulary
la determinacién de la viabilidad de tejidos. Su aplicacién principal radica en la diferenciacién entre
células viables y no viables, ya que estas ultimas presentan membranas permeables al colorante.
Asimismo, la solucién de azul tripano se emplea frecuentemente en ensayos de citotoxicidad y

proliferacién celular, aprovechando sus propiedades de tincién especificas.

NHZ OH OH NH;
N= NHN =N
Seer
NaO-$ S ONa
o

s: NaO

Fig. 4.- Representacion de la estructura quimica del azul de tripano.
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La eleccién del azul de tripano como colorante para la realizacidon de los experimentos se
fundamenta en su estabilidad moderada, lo que lo convierte en un compuesto adecuado para este
tipo de ensayos. Dado que se trata de un colorante de naturaleza anidnica, su adsorcion depende
significativamente de las caracteristicas de la superficie de las nanoparticulas magnéticas. En nuestro
caso, las nanoparticulas estan recubiertas con CTAB (bromuro de cetiltrimetilamonio), un surfactante
catidonico que confiere una carga superficial positiva a las particulas FesO,@SiO,@CTAB. Esta
propiedad favorece una atraccién electrostatica fuerte entre el azul de tripano y las microparticulas,
lo que permite la formacién del complejo NP-TB. Por consiguiente, el azul de tripano se empleara como
ligando en los experimentos de adsorcién, constituyendo una prueba de concepto para aplicaciones

potenciales en futuros desarrollos.

5.5. Diferentes clases de ligandos
Para determinar la capacidad de adsorcidn de las nanoparticulas de magnetita, se utilizaron

diversos ligandos con caracteristicas de naturaleza, tamafio y carga distintas.
e Ligandos proteicos:

En los experimentos de adsorcién, se emplearon dos proteinas de caracteristicas diferentes:
lisozima (LZM) y albumina sérica bovina (BSA). La lisozima, también conocida como muramidasa,
es una enzima hidrolasa que actua sobre el enlace glucosidico 3-1,4, aunque su forma dimérica
presenta propiedades distintivas y de gran interés. Esta proteina es especialmente activa frente a
bacterias Gram-positivas, con una actividad reducida frente a bacterias Gram-negativas
[24][25][26]. La lisozima se encuentra de manera natural en las lagrimas y la saliva, donde cumple
una funcidn de barrera protectora frente a infecciones, y también estd presente en grandes
cantidades en la clara de huevo. Su punto isoeléctrico se encuentra alrededor de pH 11, por lo que,

a pH fisioldgico, presenta una carga neta positiva.

La albumina sérica bovina (BSA) es una proteina compuesta por 583 aminoacidos y esta organizada
en tres subdominios dispuestos linealmente, que son estructuralmente homdlogos [27].
Perteneciente al grupo de las albuminas séricas, BSA constituye una de las proteinas mas
abundantes en el plasma sanguineo, desempefiando funciones cruciales en el transporte de
moléculas y en la regulacién osmética [28]. Su punto isoeléctrico se encuentra alrededor de pH

5,9, lo que implica que, a pH fisioldgico, BSA presenta una carga negativa.

e Azul tripano en SiO,@PDADMACI@PVSA:
Uno de los objetivos del presente Trabajo Fin de Grado es caracterizar la capacidad de las particulas

Fes0,@SiO,@CTAB de capturar nanoparticulas. Para ello, se utilizaron, en primer lugar, particulas
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de silice en las que se encuentra encapsulado el azul de tripano. Estas particulas se obtuvieron
mediante la deposicién por capas:
i) Primero las particulas de silice se recubrieron con el polielectrolito catiénico cloruro de

polidialildimetil amonio (PDADMACI), dotando a la superficie de una carga positiva.

ii) Sobre las particulas se depositd azul de tripano (cargado negativamente) de forma que
parte de las cargas postivas del poliamonio se unieron y compensaron las cargas negativas del

colorante.

iii) Por udltimo, las particulas resultantes se recubrieron de un polielectrolito negativo
(polisulfonato, PVSA), encpsumlando al colorante y dotando de carga negativa a la particula

resultante, SiO,@PDADMACI@TB@PVSA.

Este recubrimiento confiere a la superficie de las nanoparticulas una carga neta negativa, lo que
les otorga una alta afinidad por superficies cargadas positivamente, como las de
Fe;0,@SiO, @CTAB.

Perlas de latex (Latex beads):

Las perlas de latex fueron utilizadas como ligando para representar micropldsticos, con el fin de
evaluar la capacidad de captura de las particulas magnéticas hacia este tipo de contaminantes.
Estas perlas consisten en particulas poliméricas esféricas dentro del rango de tamano coloidal,
comunmente formadas a partir de polimeros amorfos como el poliestireno.

La superficie de las particulas de latex exhibe un caracter altamente hidrofébico debido a la
presencia de anillos aromaticos en su estructura quimica, lo que favorece la adsorcidn fisica de
especies moleculares con regiones hidrofébicas. En este contexto, surfactantes como el bromuro
de cetiltrimetilamonio (CTAB), que recubre las particulas magnéticas, se adhieren de manera

eficiente a la superficie de las perlas de latex mediante un mecanismo de adsorcion pasiva.

5.6. Metodologia de trabajo

A continuacidn, se describe la metodologia principal empleada en la mayoria de los

experimentos realizados en este trabajo, cuya explicacidon detallada se desarrollara en el apartado de

resultados.

Con el objetivo de determinar la cantidad de ligando adsorbido en una cantidad especifica de

particulas Fe;0,@SiO,@CTAB, se preparé una serie de tubos Eppendorf con una concentraciOn

constante de ligando (ajustada segun el ligando utilizado) y una concentracidn creciente de

Fe;0,@Si0O,@CTAB. Las muestras fueron sometidas a agitacién durante un periodo de 12 — 18 horas

para favorecer la maxima interaccién y adsorcién del ligando a las particulas magnéticas.
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Posteriormente, se realizd la separacion magnética de las dispersiones para decantar las
particulas y eliminar el ligando unido. La concentracion de ligando libre en la solucién fue cuantificada
midiendo espectrofotométricamente la absorbancia del sobrenadante a la longitud de onda especifica

correspondiente a cada tipo de ligando.

La masa total de ligando sera igual a masa adsorbido a la particula y la masa de ligando libre

en el sobrenadante:

= Ec
<m1i9"”d0 )total (mligandu )soluble + (mligandu )adsarbida (2)
Despejando:

(mligandv )Iibre = (mligando )total - (mligando )adsorbida (3)

Por su parte, si llamamos gmax a la masa de proteina adsorbida por unidad de mas de particula:

Mo
_ ( ligando adsorbida (4)
qméx -

Fe;0, @Si0, @CTAB

Despejando (mligando )

adsorbida ©

(mligandu )admbida = ix " Mre,0, @si0, @CTaB (5)
Sustituyendo en ec. 3:

(mliganda ),ib,e = (mligando )mm, ~nax “Mre,0, @si0, @CTaB (6)
Dividiendo por el volumen de la disolucién:

[Ligando], ~=[Ligando] . —q,,, -[Fe;0,@Si0,@CTAB]  (7)

libre

Por tanto, representando la concentracidn de proteina presente en el sobrenadante frente a
la concentracién de particula en la dispersidn, obtendriamos una linea recta cuya ordenada en el

origen es [Ligando]iotal ¥ 12 pendiente -Qmax.
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Fig.5.- Disminucion 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 [Ligando]total y la pendiente -Qmgx.

Para el caso de los ligandos solubles como el azul de tripano (TB) y las proteinas lisozima (LZM)
y albimina sérica bovina (BSA), la concentracién de ligando libre se obtiene a partir de la ansorbancia
del sobrenadante transformada en la concentracién correspondiente utilizando su coeficiente de

extincion (ley de Lambert-Beer).

Para ligandos insolubles, su concentracidn fue determinada a partir de la densidad dptica del
sobrenadante (tras la decantacion magnética) debida a la dispersién de la luz incidente provocada por
las nanoparticulas de SiO; o latex. La relacidn entre densidad dptica y concentracion se establecid

mediante la construccién de la curva de calibrado correspondiente.

Ademas, es importante destacar que, durante el uso del espectrofotémetro, las longitudes de
onda fueron ajustadas segun el ligando empleado en cada experimento. Para las proteinas, se utilizé
una longitud de onda de 280 nm; en el caso del azul de tripano, se empled una longitud de onda de
610 nm; mientras que, para las particulas de azul de tripano en SiO,@PDADMACI@PVSA vy las perlas

de latex, se aplicé una longitud de onda de 360 nm.

El objetivo principal de estas mediciones fue verificar que las capacidades de adsorcion de los
ligandos eran consistentes y estaban correlacionadas con el tamafio y la carga de las particulas

utilizadas en los experimentos.
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6. Resultados y Discusion

6.1. Adsorcion del azul tripano (TB) sobre particulas de magnetita.

En primer lugar, se llevaran a cabo una serie de experimentos con el objetivo de determinar
los niveles y las caracteristicas de unién del colorante azul tripano (TB) a las nanoparticulas magnéticas
recubiertas con CTAB, denominadas Fe3O,@SiO,@CTAB. Para ello, se prepararan varias disoluciones
en tubos Eppendorf, cada una de las cuales contendra azul tripano y un buffer Hepes ajustado a pH 7,
con el fin de garantizar que el colorante se encuentre en su forma cargada negativamente. Las
concentraciones de buffer y de azul tripano permanecerdn constantes en todas las muestras, mientras
que la concentracién de las nanoparticulas se incrementard de manera progresiva en cada tubo.

Finalmente, se afadird agua a cada mezcla para ajustar el volumen total a 1500 pL.

Las dispersiones resultantes, que contienen tanto particulas magnéticas como azul tripano,
presentan una concentracion de 10 mM de buffer Hepes ajustado a pH 7,0, una concentracion
constante de azul tripano de aproximadamente 0,0151 mg/mL, y una concentracién de

Fes0,@Si0,@CTAB que varia en un rango de 0 a 0,93 mg/mL.

6.1.1. Efecto del tiempo de almacenamiento de las particulas en su capacidad de adsorcion.
Las dispersiones de particulas FesO,@SiO,@CTAB presentan una tendencia natural a
aglomerarse con el tiempo. Por este motivo, la dispersién de particulas magnéticas fue sometida a un
proceso de sonicacidn con el objetivo de inducir su desagregacién. Previo a la realizacién del
experimento definitivo, se llevaron a cabo dos ensayos preliminares, cuyo propdsito fue determinar la
concentracién stock de particulas magnéticas a emplear, asi como el volumen dptimo de particulas a

adicionar. Los resultados obtenidos se presentan en las Figuras 6, 7 y 8.

[Trypan blu]y. (M)

0,0 0,1 0,2 0,3 0,4 0,5 0,6 0,7 0,8 0,9 1,0
[Fe30,@Si0,@CTAB],oru [mg-mL)

Fig.6.- Variacion de [Azul Tripano]jse con la concentracion de particula para
experimentos realizados a una [Azul Tripano]iota constante. La Gmax (en nmol de TB por
mg de NP) es igual a la pendiente de la correlacion lineal, cambiada de signo.
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Estos resultados permiten estimar la capacidad de adsorcién maxima del azul de tripano a las
particulas FesO,@Si0O,@CTAB, gmsx, igual a 8,91 pmol de ligando por gramo de particula. Teniendo en
cuenta el peso molecular del colorante (960,81 g/mol) permite expresar gmsx como 8,56 mg de

colorante por gramo de microparticula.

Con objeto de confirmar que la adsorcidn del colorante a la microparticula no afectaba a su
estabilidad estructural (por ejemplo, arrancando CTAB de su recubrimiento), se obtuvieron vy
compararon los espectros de absorbancia del colorante en presencia y ausencia de CTAB vy los del
colorante presente en el sobrenadante. De esta forma se confirmé que el azul de tripano no adsorbido

a la microparticula estba libre de CTAB.

6.1.2. Efecto de la fuerza idnica sobre la capacidad de adsorcidn de las particulas.

A pH fisioldgico, es previsible que la adsorcién de las moléculas de azul de tripano (cargadas
negativamente) sobre las particulas recubiertas con CTAB (cargadas positivamente) esté dominada por
un componente electrostdtico. Por tanto, resulta evidente que la capacidad de adsorcidon de las
particulas Fes0,@SiO,@CTAB por azul de tripano se verd afectada negativamente por el
apantallamiento ejercido por los iones contenidos en la disolucién salidna, el cual reduce la atraccién

electrostatica entre ambas especies.

En el siguiente experimento se evaluara el efecto de la fuerza idnica sobre la unién del azul de
tripano a las nanoparticulas Fes0,@SiO,@CTAB. Para aumentar la fuerza idnica, se afiadird NaCl al
medio en concentraciones crecientes. El experimento de adsorcidn se repetira cinco veces, utilizando
concentraciones de NaCl de 50, 100, 150, 200 y 250 mM. El resto de los componentes de la mezcla se
mantendran en las mismas concentraciones y volimenes que en los experimentos anteriores, con el

fin de determinar especificamente la influencia de la fuerza idnica en la adsorcion observada.

Es de esperar una disminucién progresiva de la pendiente de adsorcion (valor absoluto) a
medida que aumenta la concentracién de sales en el medio, ya que la presencia de estas dificulta e

inhibe la unién electrostatica entre el azul de tripano y las nanoparticulas de magnetita.

A continuacion, se presentan las graficas que resumen los resultados obtenidos en los cinco

experimentos realizados.
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Fig.7.- Efecto de la fuerza iénica sobre la capacidad de adsorcion de las particulas de Fe;0,@Si0,@CTAB mediante
adicion de concentraciones crecientes de NaCl: (A) 50 mM; (B) 100 mM; (C) 150 mM; (D) 200 mM; 250 mM

Aunque se predecia una disminucidn en la capacidad de adsorcién de las nanoparticulas, los
resultados mostraron que la gmax fue ligeramente superior en las concentraciones de 50, 100, 150 y
200 mM de NaCl. Esto sugiere que la adicion de sales al medio tiene un efecto minimo sobre las

particulas. Sin embargo, en la grafica correspondiente a la concentracién de 250 mM de NaCl, se

observod la disminucién predicha de la gmax, |0 que indica una reduccion en la capacidad de adsorcidn.

Los resultados se pueden apreciar mas claramente en la Fig. 8.
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Fig.8.- -Efecto de la adicion de sales sobre la capacidad mdxima de adsorcion de azul
tripano por las particulas de magnetita recubiertas de CTAB, Fe;0,@SiO,@CTAB.

Los resultados indican que la cantidad de colorante adsorbida sobre la superficie de la particula
aumenta a baja fuerza idnica (hasta alrededor de 11 umolg/g) y comienza a declinar a concentraciones
de NaCl mayores de 200 mM. Si tenemos en cuenta la estructura del azul de tripano (Fig. 4),
observamos que a pH 7 dispone de cuatro grupos sulfonato cargados negativamente que son atraidos
por la superficie de la microparticula cargada positivamente. Ademads, debemos tener en cuenta que
las moléculas adsorbidas ejerceran cierta repulsidon electrostatica entre ellas por lo que el
apantallamiento parcial de las interacciones electrostaticas (tanto atractivas, particula — colorante,
como repulsivas, colorante — colorante) podrian explicar este comportamiento. Resultados similares
se han observado al variar la carga de una misma proteina al adsorberse a superficies de silice a medida
en funcién del pH [33, 34]. La capacidad de adsorcion maxima de la superficie de silice aumenta con la
disminucién de la carga de la proteina ya que dicha disminucién reduce drdsticamente la repulsidn
entre moléculas de proteina ocupando posiciones cercanas (téngase en cuenta que la energia

electrostética es inversamente proporcional al cuadrado de la distancia).

Adicionalmente, los resultados parecen indicar que la interaccidn electrostatica no es la Unica
relevante en la formacién del complejo colorante — microparticula. Una vez compensadas las cargas
positivas de la superficie de la microparticula y las negativas del ligando, el cuerpo central de la
molécula de ligando (formada por anillos aromaticas bastante hidrofébicos) podria interaccionar con

la parte apolar de las micelas de CTAB estabilizando el complejo resultante.

6.2. Adsorcion de lisozima (LZM) sobre particulas de magnetita.
Con objeto de comprobar que la interaccidon electrostatica es la fuerza mayoritaria en la
adsorciéon de proteinas a las particulas Fes0,@SiO,@CTAB, se disefid un experimento en el que una

proteina catidnica (lisozima) se enfrentd a concentraciones crecientes de microparticula. Es de esperar
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gue no se produzca la adsorcién de la proteina a menos que el caracter fuertemente hidrofébico del

interior de las micelas de CTAB estabilice algun estado parcialmente desplegado de la proteina.

Para este fin, se prepard una serie de disoluciones en diversos tubos Eppendorf, que contenian
lisozima y buffer HEPES a pH 7.0, de manera que la proteina se encuentre cargada positivamente, dado
que su punto isoeléctrico es de 10,7. Tanto el buffer como la lisozima se mantuvieron a
concentraciones constantes en todos los tubos, mientras que las concentraciones de nanoparticulas
variaron de manera progresiva en cada uno de los tubos. Finalmente, se afiadié agua a cada mezcla

hasta alcanzar un volumen total de 1,5 mL.

Las dispersiones finales (que contenian tanto las particulas magnéticas como la lisozima)
presentaron una concentraciéon de 10 mM de buffer HEPES ajustado a pH 7.0. La concentracién total
de proteina (lisozima) fue constante, aproximadamente 0,4 mg/mL, mientras que la concentracién de
Fes0,@Si0,@CTAB variaba entre 0 y 0,93 mg/mL. Cabe destacar que la concentracion de
Fes0,@Si0,@CTAB provino del stock de nanoparticulas de magnetita a 2 mg/mL, utilizado en el

experimento previo con azul de tripano.

Dado que en este caso el ligando es una proteina, se utilizd un rango de longitudes de onda
diferente en el espectrofotdmetro. Las mediciones se realizaron en un rango de 240 nm a 400 nm, con
un pico de méxima absorbancia registrado alrededor de los 280 nm. Los resultados obtenidos se

presentan en la Figura 9.
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Fig.9.- - Variacion de la [Proteina]iye con la concentracion de particula para

experimentos realizados a una [Proteina]iota constante. La gmax (en mg de LZM por mg
de NP) es igual a la pendiente de la correlacion lineal, cambiada de signo.

Como se observa, la capacidad mdaxima de adsorcion de las particulas magnéticas es

practicamente nula (-0,0055 mg de lisozima por mg de nanoparticulas). La explicaciéon de este
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resultado es sencilla: considerando que el punto isoeléctrico de la lisozima es 10,7 y el pH fisioldgico
de nuestras disoluciones es 7, la proteina lisozima presenta una carga positiva, como se mencioné
anteriormente. Por otro lado, las nanoparticulas estan recubiertas con CTAB, un surfactante catidnico,
lo que implica que tienen una carga superficial positiva. Esto genera que, al entrar en contacto la
lisozimay el CTAB, ambos componentes se repelan debido a la coincidencia de carga. Este experimento

con la proteina lisozima se realizé Unicamente como un control experimental.

Finalmente, el experimento permite deducir que la presencia de micelas de CTAB en la
superficie de la micro particula no induce cambios conformacionales en la proteina que podria facilitar
la adsorcion a la misma de moléculas de proteina parcialmente desplegadas, mas hidrofébicas que las

gue se encuentran en su estado nativo.

6.3. Adsorcion de albumina sérica bovina (BSA) sobre particulas de magnetita.

Con el objetivo de analizar los niveles de adsorcién de nuestras particulas magnéticas
recubiertas con CTAB (Fe;0,@SiO,@CTAB) hacia diferentes ligandos, en este estudio nos centramos
en el segundo ligando proteico seleccionado: la albimina sérica bovina (BSA). Para ello, se prepard una
serie de diluciones en tubos Eppendorf. En el experimento inicial, el niUmero de tubos fue inferior al
de experimentos posteriores. Cada tubo contenia buffer ajustado a pH neutro (pH 7) para garantizar

que la proteina tuviera carga negativa, dado que su punto isoeléctrico (pl) es de 5,59.

Siguiendo la metodologia aplicada en experimentos anteriores, las concentraciones del buffer
y del ligando (en este caso, BSA) se mantuvieron constantes en todos los tubos, mientras que la
concentracién de las nanoparticulas magnéticas se incrementd progresivamente en cada muestra.
Para alcanzar un volumen final uniforme de 1,5 mL, las soluciones se ajustaron afiadiendo agua

desionizada.

Las dispersiones finales, que contenian las particulas magnéticas y la albumina sérica bovina,
se prepararon con una concentracién de 10 mM de buffer ajustado a pH 7. La concentracidn total de
proteina se mantuvo constante, alrededor de 1,5 mg/mL, mientras que la concentracion de

Fes0,@SiO,@CTAB varié dependiendo del experimento.

6.3.1. Adsorcion de la BSA a las particulas FesO,@SiO,@CTAB en ausencia de sal.
Como cabia esperar, dado que a pH 7 (por encima de su punto isoeléctrico) la proteina esta
cargada negativamente, un miligramo de microparticula es capaz de adsorber alrededor de 27,3 pg de

BSA tal y como se muestra en la Fig. 9.
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Fig.9.- - Variacion de la [BSA]jisre con la concentracion de particula para experimentos
realizados a una [BSA]:otal cOnstante. La gmax (en mg de BSA por mg de NP) es igual a la
pendiente de la correlacion lineal, cambiada de signo.

La moderada gmsx obtenida para la BSA a pH 7 debe ser correlacionada con la escasa carga
negativa de la proteina dado que se encuentra a tan solo 1,4 unidades de pH por encima de su punto
isoeléctrico sin que todos los residuos ionizables se hayan deprotonado. Sin embargo, y para facilitar
la comparacion de la capacidad de adsorcidon de estas microparticulas frente a distintos ligandos, se

decidio realizar este estudio al mismo pH que el resto de experimentos presentados en este trabajo.

6.3.2. Efecto de la fuerza idnica sobre la capacidad de adsorcion de las particulas.

A pH fisioldgico, es previsible que la adsorcion de las moléculas de albumina sérica bovina
(carga neta negativa, pl = 5,59) sobre las particulas recubiertas de CTAB (carga neta positiva) esté
dominada principalmente por interacciones electrostaticas. Por lo tanto, se espera que la capacidad
de adsorcién se vea negativamente afectada por el apantallamiento electrostatico inducido por la

fuerza idnica.
Los resultados se presentan en la Figura 10.

El andlisis de los resultados indica que la capacidad mdxima de adsorcién de las particulas
magnéticas Fe;0,@Si0,@CTAB no es elevada, lo cual era previsible, dado que la adsorcidn de la

proteina BSA sobre las particulas de magnetita en ausencia de sales ya presentaba valores reducidos.

Sorpresivamente, no se observa un patrén claro en la variacidn de gmsx con la concentracion

de NaCl.
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Fig.10.- Efecto de la fuerza idnica sobre la capacidad de adsorcion de BSA por parte de las particulas de
Fe;0,@Si0,@CTAB mediante adicion de concentraciones crecientes de NaCl: (A) 50 mM,; (B) 100 mM; (C) 150 mM; (D)
200 mM; 250 mM

No obstante, al examinar en detalle los resultados obtenidos para cada concentracién de NaCl,
se observa que los valores de gmax @ 50 y 100 mM son coherentes con la capacidad de adsorcion
determinada en el experimento 2 (0,027 mg de BSA por mg de nanoparticula). Sin embargo, las
capacidades de adsorcidn obtenidas a concentraciones de 150 y 200 mM de NaCl son
significativamente mas elevadas en comparacidn con las anteriores, lo que sugiere la posible presencia
de un factor adicional que influye en el proceso de adsorcidn. Para descartar la existencia de un error

experimental, estos dos experimentos fueron repetidos.
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En el caso de la concentracién de 250 mM de NaCl, el valor de gmax obtenido fue practicamente
nulo, en concordancia con lo esperado, ya que a concentraciones tan elevadas de sal las particulas

pierden su capacidad de adsorber la proteina BSA.
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Fig.11.- Efecto de la fuerza idnica sobre la capacidad de adsorcion de BSA por parte de las particulas de
Fes0,@Si0O,@CTAB mediante adicion de concentraciones crecientes de NaCl: (A) 150 mM; (B) 200 mM.

Tras repetir los experimentos a concentraciones de 150 y 200 mM de NaCl (Fig. 11), se
comprobd que los valores de la capacidad de adsorcion de las particulas de magnetita seguian siendo

significativamente elevados.

A partir de estos resultados, surgié la hipdtesis de que los posibles errores no estuvieran en los
valores de gmax Obtenidos para las concentraciones de 150 y 200 mM, sino en los correspondientes a
50 y 100 mM de NaCl. Para descartar cualquier error experimental, se decidié repetir también estos

ultimos experimentos y verificar la consistencia de los resultados.
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Fig.12.- Efecto de la fuerza idnica sobre la capacidad de adsorcion de BSA por parte de las particulas de
Fe;0,@Si0,@CTAB mediante adicion de concentraciones crecientes de NaCl: (A) 50 mM; (B) 100 mM.

Tras realizar nuevamente las mediciones de absorbancia en las muestras correspondientes a

50 y 100 mM de NaCl, los resultados obtenidos mostraron una discrepancia significativa con respecto
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a los experimentos iniciales. En esta ocasién, la capacidad de adsorcion de Fe;0,@SiO,@CTAB sobre
la proteina BSA fue considerablemente menor, lo que indica una posible variabilidad en las condiciones

experimentales o en el procedimiento de medicion.

Dado que los resultados obtenidos presentaban anomalias, se decidié realizar una serie de
comprobaciones para evaluar si el detergente CTAB podria estar afectando la estabilidad de la proteina
BSA. Para ello, se prepararon tres tubos Eppendorf con diferentes concentraciones de NaCl: 0 mM, 100
mM y 200 mM. Todas las muestras contenian la misma cantidad de tampdn, particulas, proteina y un
volumen final ajustado a 1,5 mL con agua. Posteriormente, los tubos fueron sometidos a agitacion
durante 24 horas, tras lo cual se realizé una separaciéon magnética para obtener el sobrenadante. Con
este sobrenadante, se llevd a cabo un experimento de fluorescencia con el objetivo de evaluar la

estructura terciaria de la proteina.

Los detergentes, como el CTAB, pueden inducir la desnaturalizacion de las proteinas. En el caso
de la albumina sérica bovina (BSA), este proceso es irreversible. Se planted la hipdtesis de que, al
interactuar con las micelas de CTAB, la BSA se desnaturalizaba y reorganizaba sus dominios hidrofilicos,
lo que resultaba en una interaccion desfavorable debido a la presencia de regiones hidrofébicas tanto
en la proteina como en el detergente. Como consecuencia, el sobrenadante podria contener una

mezcla de BSA en su conformacion nativa y desnaturalizada, afectando su coeficiente de extincion.

Para evaluar esta hipétesis, se realizaron experimentos de fluorescencia a dos condiciones de
temperatura. En el primer experimento, se midié la fluorescencia a 20 °C con un voltaje de 625V,
excitando la muestra a 280 nm y registrando el espectro de emisidon entre 300 y 400 nm con
incrementos de 0,5 nm. Los espectros obtenidos fueron muy similares entre si, lo que sugeria que el
CTAB no estaba afectando significativamente la estructura de la proteina. Sin embargo, para confirmar
estos resultados, se realizd un segundo experimento de fluorescencia utilizando un rango de
temperatura de 20 °C a 100 °C con un incremento lineal. En este caso, se mantuvo la excitacién a 280
nm y se registré el espectro de emision entre 360 y 400 nm a un voltaje de 625 V. El objetivo de este
experimento era inducir la desnaturalizacidn térmica de la proteina para evaluar si su intensidad de
fluorescencia disminuia en comparacidn con su estado nativo, ademas de determinar si la temperatura

de desnaturalizacion (Tr) era similar en todas las muestras.

Los resultados indicaron que todas las muestras presentaban valores similares de Tr, lo que
permitié concluir que el CTAB no afectaba negativamente a la estabilidad de la BSA. De hecho, se
observé que en dos de las muestras la temperatura de desnaturalizacién era entre dos y tres grados
centigrados superior a la reportada para la BSA en condiciones normales, lo que sugiere un ligero

efecto estabilizador del CTAB sobre la proteina.
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Finalmente, se concluyd que los resultados anémalos obtenidos en la evaluacién del efecto de
la fuerza idnica se debian probablemente a la naturaleza idnica del CTAB, que presenta grupos amonio
cuaternario (NH4*) en su estructura. Es posible que la presencia de NaCl favoreciera la disrupcién de
las micelas de CTAB, permitiendo que los grupos amonio interaccionaran directamente con la BSA, lo
que reduciria la cantidad de proteina libre disponible para ser adsorbida por las particulas magnéticas.
6.4. Adsorcion de azul de tripano encapsulado en particulas de silice sobre particulas de
magnetita.

En esta etapa del trabajo, se estudiara la adsorcidn de azul de tripano encapsulado en
particulas de silice. En particular, se evaluard la interaccion del colorante con las particulas de silice
funcionalizadas (SiO,@PDADMACI@TB@PVSA.) y con las nanoparticulas magnéticas recubiertas con
CTAB (Fe;0,@5Si0,@CTAB).

Para ello, se prepararon una serie de dispersiones en tubos Eppendorf, en las que se afiadira
azul de tripano adsorbido en SiO,@PDADMACI@PVSA, junto con un buffer a pH 7, con el fin de
mantener un pH fisiolégico. En estas condiciones, el polielectrolito PVSA, presente en la superficie de
las particulas de silice que contienen al colorante, permanecera en su forma anidnica, favoreciendo la
interaccion con las nanoparticulas magnéticas. Tanto la concentracion del buffer (10 mM, pH 7) como
la del ligando (=0,5 mg/mL) se mantendran constantes en todas las muestras, mientras que la

concentracion de Fe;0,@SiO,@CTAB se variara sistematicamente.

En la realizacién del primer experimento, los resultados obtenidos parecian indicar que las
particulas de magnetita eran capaces de adsorber la totalidad de las moléculas de azul de tripano en
SiO,@PDADMACI@PVSA, ya que las absorbancias medidas en los tubos fueron cercanas a cero. No
obstante, esta interpretacion resultd ser errénea, ya que se observd que las particulas de azul de
tripano en SiO,@PDADMACI@PVSA precipitaban, lo que provocaba que el sobrenadante no fuera

homogéneo.

Para corregir este problema, se decidid repetir el experimento introduciendo una serie de
modificaciones. En particular, tras la separacién magnética, el sobrenadante se transfirié a un tubo

limpio con el fin de agitarlo antes de la medicidn de absorbancia y asegurar asi su homogeneidad.

Los resultados siguieron mostrando una baja reproducibilidad observandose que la dispersidn
de los sobrenadantes no guardaban correlacion directa con las cantidades de particulas magnéticas
afiadidas ya que era previsible una disminucién monoténica de la cantidad de particulas de silice
conteniendo el azul de tripano al aumentar la cantidad de particulas magnéticas en el medio de

reaccion.
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Nuestra hipdtesis para explicar este comportamiento fue que, durante la separacion de las
particulas magnéticas del sobrenadante, se producia un arrastre de particulas de magnetita (adheridas
a la pared del tubo por efecto del iman situado en su exterior), lo que generaba una inconsistencia en
los resultados (la dispersidn del sobrenadante venia aumentada por la cantidad de particulas

SiO,@PDADMACI@PVSA arrastradas al succionar el sobrenadante).
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Fig.13.- Variacion de la [SiO,@PDADMACI@TB@PVSA]iwre con la concentracion de
particula  para  experimentos  realizados a  una concentracion  de
Si0,@PDADMACI@TB@PVSA constante.

Existen varias hipdtesis que deberdn ser contrastadas en el futuro que podrian explicar estos
resultados. Por un lado, desde el punto de vista metodoldgico, la utilizacién de la dispersién del
sobrenadante (turbidez) como el observable para determinar la concentracién de particulas de silice
que contiene el sobrenadante podria no ser adecuada. El hecho que parte de las particulas de
magnética unidas a la pared interior del tubo que contiene la muestra por la atraccién magnética del
iman exterior pueda ser arrastrada al succionar el sobrenadante, impone restricciones muy

importantes a la metodologia experimental seguida.

En este sentido, pareceria mas adecuado utilizar particulas de silice que contengan fluoréforos
en su interior (entrapados durante la sintesis de las particulas de silice) de forma que sea su
fluorescencia el observable monitorizado. Esto permitiria disminuir drasticamente la concentracion de
silice de la muestra (y de particulas de magnetita) evitando en buena medida estos problemas

experimentales.

Por otra parte, el andlisis critico de los resultados plantea dudas acerca de la utilizacién de
particulas de magnetita que contienen micelas de CTAB Unicamente adheridas a su superficie
mediante interacciones electrostaticas. La captura de las particulas SiO,@PDADMACI@PVSA (cargadas

negativamente por la capa exterior de PVASA que contienen) por las particulas de magnetita,
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Fes0,@Si0O,@CTAB (cargadas positivamente debido a la presencia de CTAB en su capa externa)
presupone que las construcciones capa a capa de cada una de las particulas permaneces estables. Sin
embargo, existe la posibilidad que la interaccidén entre las capas mas externas de cada particula, PVSA
(-) y CTAB (+), pudieran ser arrancados de cada particula si la interaccion mutua PVSA@CTAB tuviese

una afinidad mayor que cada uno de sus componentes por la cada una de Is particulas individuales.

Por todo ello, se plantea la necesidad de disefiar nuevas particulas de mahgnetita cuyo
recubrimiento esté unido a su superficie mediante enlaces covalentes lo que eliminaria esta

posibilidad.

6.5. Adsorcion de Latex Beads sobre particulas de magnetita.
En la etapa final del estudio, se emplearan particulas esféricas de latex como modelo
representativo de microplasticos, con el objetivo de evaluar su interaccidon con particulas magnéticas

recubiertas con el surfactante CTAB (Fe;0,@SiO, @CTAB).

Para ello, se preparardn una serie de dispersiones en tubos Eppendorf, en las que se aiiadiran
perlas de latex junto con un tampdn a pH 7, a fin de mantener condiciones fisioldgicas. En estas
condiciones, se favorece la adhesion de las particulas de latex a las micelas de CTAB que recubren las

particulas magnéticas, promoviendo la interaccién entre ambas clases de particulas.

Debido a que las particulas de latex carecen de cromdéforos, su determinacion se realizard
mediante la medida de la turbidez de la dispersién resultante tras ser tratadas con las particulas
magnéticas. En todas las muestras, la concentracion del tampdn (10 mM, pH 7) y la del ligando
(aproximadamente 0,18 mg/mL) se mantendridn constantes, mientras que la concentracion de

Fe;0,@Si0,@CTAB se variara de manera sistematica.
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Fig.14.- Variacion de la concentracion de particulas de ldtex en funcion de la
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Los resultados preliminares (ver Fig. 14) muestran que las particulas de magnetita,
Fe;0,@SiO,@CTAB, muestran una elevada capacidad para adsorber a su superficie las particulas de
latex que, ademas de su hidrofobilidad intrinseca, contiene en su superficie grupos sulfato (de carga

negativa) para disminuir su tendencia a agregar en disoluciones acuosas.

Adicionalmente, se realizd una prueba de control para estimar si existia interaccion entre las
particulas de latex y la superficie interior de los tubos de polipropileno utilizaos para incubar las
muestras. Tras incubar la muestra durante 24 h se observd una diferencia notable entre la cantidad de
latex presente inicialmente y la detectada a | cabo de 24 horas. Para mitigar este problema, se opté
por emplear tubos de vidrio, dado que tanto el vidrio como las perlas de latex presentan carga
negativa, lo que genera un efecto de repulsidn y evita la adhesion de las perlas a las paredes del

recipiente.

El experimento fue repetido utilizando tubos de vidrio y manteniendo la concentracién de
nanoparticulas en 0,02 mg/mL. No obstante, los resultados siguieron sin ser los esperados, ya que el
tubo O continué mostrando una variacién considerable en la absorbancia entre mediciones realizadas
en diferentes momentos. Se considerd entonces que el tipo de cubeta empleada en las mediciones
espectrofotométricas podria estar afectando los resultados, debido a que las cubetas de metacrilato

podrian favorecer la adhesiéon de las perlas de latex a sus paredes.

Asimismo, se observd que las perlas de latex, al presentar una densidad inferior a la del agua
y ser altamente hidrofdbicas, tendian a ascender hasta la interfase, donde se encontraban en un
estado mas estable. Ademas, estas perlas mostraban una tendencia a la agregacién, fendmeno que se
veia acentuado al someterlas a agitacidon. Para evitar la flotacion de las particulas de latex, se prepard
una nueva suspension stock de perlas de latex con la adicién del detergente Teen 20, el cual no solo

ayudaba a evitar la formacidn de agregados, sino que también favorecia su dispersion en la solucidn.

Finalmente, para evaluar la efectividad de esta modificacidn, se realizd6 un experimento de
cinética utilizando cubetas de vidrio, a la cual se afiadié un volumen de particulas de latex de 80 pl. En
este ensayo, se observd que la absorbancia de las particulas de latex se mantenia relativamente
constante a lo largo del tiempo, lo que indicaba una mayor estabilidad del sistema y sugeria que la

solucién implementada era efectiva.

La Fig. 15 muestra los resultados obtenidos para la adsorcién de latex a las particulas
magnéticas en presencia del detergente no idnico tween 20. Aunque la presencia del detergente
favorece la estabilidad de la dispersion (evitando la aglomeracion de las particulas de latex) la

capacidad de adsorcién de las particulas magnéticas se ve reducida frente al experimento anterior en
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ausencia del detergente. Incluso en estas condiciones, la capacidad de carga de las particulas

magnéticas resulta ser elevada (alrededor de 1,1 mg de latex por g de paticula magnética).

y =-1,1234x + 0,0833
RZ=0,9829

0.04

[Latex]yp,e (mg/mL)

0.03

0.02

0.01

0.00

0.00 0.01 0.02 003 0.04 0.05 0.06 0.07

[Fe,0,@5i0,@PDADMCI] ¢y (mg-mL?)

Fig.15.- Variacion de la concentracion de particulas de latex en funcién de la
concentracion de particulas magnéticas presenten en la dispersion.

La causa de esta disminucion en la adsorcién se atribuyd a la presencia del detergente TWIN
20 en la suspension de latex. Dado que las particulas de magnetita recubiertas con CTAB debian
competir con el Teen 20 por la adsorcién en la superficie de las perlas de latex, la estabilidad
proporcionada por el detergente dificultaba la interaccién con las particulas magnéticas. No obstante,
se puede concluir que, si en estas condiciones las particulas Fes0,@SiO,@CTAB lograban capturar una
minima cantidad de perlas de latex, en un entorno real, donde el latex no se encuentra estabilizado
con Teen 20, estas particulas magnéticas serian ain mas eficientes. Por tanto, los resultados sugieren
que las nanoparticulas desarrolladas podrian ser utiles para la eliminacién de microplasticos en aguas

continentales.

Estos resultados permiten concluir que las particulas Fes0,@SiO,@CTAB presentan una alta
eficiencia en la captura y eliminacidn de microplasticos en aguas continentales. Ademas, es probable
que su eficacia se incremente en condiciones reales, dado que en ausencia del detergente Teen 20 no

habria competencia por los sitios de adsorcion en las perlas de latex.
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7. Conclusiones

v’ las nanoparticulas de Fes0,@Si0O,@CTAB demostraron una capacidad notable de adsorcién para
el colorante azul de tripano, con valores de gmax alrededor de 8,6 mg de colorante por mg de

particula.

v las particulas magnéticas utilizadas mostraron baja capacidad de adsorcion sobre los ligandos
proteicos. En el caso de la lisozima ambas moléculas presentaban la misma carga y en el caso de

la BSA no pudo ser determinada por posibles interacciones entre la proteina y las micelas de CTAB.

v’ Las particulas de magnetita recubiertas de CTAB, mostraron cierta capacidad para adsorber
particulas de silice con azul de tripano encapsulado, SiO,@PDADMACI@TB@PVSA aunque ésta no

pudo ser determinada por problemas metodoldgicos (ver ultima conclusion).

v En el caso de las perlas de latex (modelo de microplasticos), la adsorcion fue significativa,
alcanzando un valor maximo de alrededor de 1,1 mg de latex por mg de particula magnética. En
condiciones reales, sin la presencia de detergentes como Teen 20, la eficacia de las nanoparticulas

en la captura de microplasticos podria ser aun mayor.

v" Los resultados sugieren que las nanoparticulas funcionalizadas con el surfactante, CTAB, tienen un

gran potencial para la eliminacion de microparticulas y microplasticos en aguas continentales.

v" Los resultados parecen apuntar a la escasa estabilidad de las particulas construidas capa a capa

(tanto SiO,@PDADMACI@TB@PVSA como Fe;0,@Si0O,@CTAB) cuando interaccionan entre si.
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8. Proyeccion futura

Los resultados obtenidos en este Trabajo de Fin de Grado pueden servir como base para el
desarrollo de particulas magnéticas optimizadas para la captura y eliminacién de micromoléculas y

microplasticos en aguas continentales contaminadas.

Un analisis critico de los resultados nos hace pensar que parte de los problemas ya comentados

al analizar la adsorcidn de azul de tripono encapsulado en silice estan afectando a estos experimentos.

Por un lado, seria aconsejable utilizar particulas de latex que contengan en su interior
fluoréforos que permitan determinar mas facilmente su concentracion evitando usar la turbidez de la

dispersidn sobrenadante (densidad éptica) para determinar su concentracion.

Por otro, existe la posibilidad que la elevada hidrofobicidad de los microplasticos (siendo el
latex uno de ellos) afeta la estabilidad de las propias particulas de magnetita eliminando las micelas de
CTAB de su superficie, induciendo la interaccién directa CTAB — latex y evitanto su captura. Por ello,
parece razonable abogar por el disefio de particulas de magnetica que manteniendo las caracteristicas
gue le confiere la superficie de CTAB, una mediante enlaces covalentes el interior de la particula de

magnetita con su recubrimiento.
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