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RESUMEN

El disefio y preparacion de arreglos regulares de nanoparticulas metalicas tienen
gran relevancia en la actualidad ya que han demostrado tener propiedades cataliticas
excepcionales. Uno de los mayores desafios en este campo es desarrollar métodos que
permitan obtener estos ensamblados en nanoescala perfectamente dirigidos y controlados.
Desde la bionanotecnologia se han introducido grandes aportes, entre los que se destaca
el empleo de proteinas en estrategias de construccion biomolecular. En este sentido, las
proteinas de capa-S han emergido como bloques de construccion de arreglos de
nanoparticulas metalicas al combinar la capacidad para autoensamblarse formando
arreglos nanomeétricos sobre distintas superficies, a su habilidad para sintetizar
nanoparticulas metalicas. No obstante, aun quedan muchos aspectos por explorar sobre
estas proteinas con el fin de desarrollar nuevos productos tecnolégicos basados en
nanoparticulas metalicas para su aplicacion en catalisis.

Por esto, el presente trabajo de tesis propone el disefio de un sistema compuesto
por proteinas de capa-S y particulas poliméricas para su posterior empleo en la sintesis de
nanoparticulas metalicas con la finalidad de obtener un bionanocatalizador activo frente a
reacciones de hidrogenacion en fase acuosa.

El mismo inicia con la sintesis de cuatro dispersiones acuosas de particulas
poliméricas, disefiadas con el proposito de ofrecer a las proteinas de capa-S una variedad
de superficies sobre las que adsorberse. Las dispersiones obtenidas resultaron ser
coloidalmente estables, con particulas de tamafo similar y con densidad de carga
superficial negativa asociada a la presencia de grupos oxhidrilos, sulfatos y/o carboxilatos.
Por otra parte, se realizd la extraccion y purificacion de dos proteinas de capa-S de dos
cepas de Lactobacillus kefiri. Las proteinas de capa-S fueron caracterizadas
fisicoquimicamente en término de su composicion, peso molecular, punto isoeléctrico,
estructura secundaria y geometria bidimensional.

Se estudio la adsorcion de las proteinas sobre las particulas poliméricas realizando
isotermas de adsorcion que fueron modeladas segun el modelo de Langmuir-Freundlich.
Los sistemas resultantes fueron caracterizados fisicoquimicamente y morfologicamente
evidenciandose una morfologia “core-shell’.

Empleando sistemas los polimero/proteina seleccionados, se lograron obtener
nanoparticulas de metales nobles (Pt o Ag) soportadas. El conjunto (polimero/proteina-
nanoparticula metélica) presentd una morfologia “strawberry’, observandose
nanoparticulas metélicas de entre 2 y 20 nm estabilizadas sobre los soportes
polimero/proteina.

Los bionanocatalizadores obtenidos fueron evaluados frente a la reaccion de
reduccion de p-nitrofenol. La performance catalitica observada fue excelente, con
conversiones del orden del 95% vy tiempos que variaron segun la concentracion del
catalizador empleado en condiciones suaves de reaccion. A su vez, los mismos pudieron
reutilizarse en hasta 10 ciclos de uso con una disminucion leve a moderada de su actividad
catalitica. Estos no presentaron alteraciones fisicoquimicas importantes post-reaccion.



De esta manera, se logré disefiar y obtener bionanocatalizadores con excelente
desempefo catalitico formados por nanoparticulas de metales nobles sintetizadas
(dirigidas, estabilizadas) y soportadas sobre sistemas particula polimérica/proteina de
capa-S.
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En el presente capitulo introductorio se abordaran los aspectos tedricos mas
relevantes involucrados en el desarrollo de este trabajo, con el fin de exponer el marco
conceptual de esta tesis doctoral.

Con el propoésito mencionado previamente, se presentan las nanoparticulas
metalicas junto con los desafios involucrados en la obtencion de las mismas, y se
contextualiza la importancia de éstas en el campo de la catalisis, con particular atencién a
los sistemas formados por nanoparticulas metalicas soportadas.

Dado que los soportes a emplear estaran constituidos por la combinacion de
proteinas con particulas poliméricas, se presentan las proteinas de capa-S y se describen
las caracteristicas generales que las han convertido en una herramienta en creciente
expansion en el campo de la nanobiotecnologia, y una introduccion al disefio de particulas
poliméricas en fase dispersa.

En adicion se describe la interaccion de las proteinas con diversas superficies
poliméricas como parte del disefio racional de soportes que involucren estos componentes.

Por ultimo, se presenta la reaccion utilizada para evaluar el desempefio de los
catalizadores, fundamentando su empleo como test catalitico, ademéas de su importancia
industrial y medioambiental.
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. INTRODUCCION GENERAL

En las ultimas décadas hemos entrado en la denominada "nano-era” en la cual la
revolucion cientifica tiene a la hanociencia, disciplina dedicada al estudio de los fenémenos
fisicos, quimicos y biologicos que ocurren a escala nanométrica, en el centro del progreso
tecnologico. Esto es gracias a la creciente capacidad de manipular la materia a una escala
dentro del rango nanomeétrico. El campo multidisciplinar que relaciona estos conocimientos
para la aplicacion tecnoldgica de materiales, aparatos y sistemas funcionales a través de la
manipulacion en forma precisa de la materia en la nanoescala se lo conoce como
nanotecnologia. Los posibles beneficios y consecuencias del control de la materia en la
nanoescala aun no son completamente conocidas.

El interés por la utilizacion de los nanomateriales en diferentes ramas de la ciencia
se ha incrementado en los ultimos anos, y todo indica que seguira haciéndolo en los
proximos [Recuperado de https://exaly.com/trends/?g=nanomaterial, 06/22]. Las formas en
la nanoescala de derivados del carbono (fullerenos, nanotubos y grafeno) [Kumar &
Kumbhat, 2016], los nanomateriales organicos (como los nanocristales de celulosa) [Habibi
et al.,, 2010], las vesiculas poliméricas [Rideau et al., 2018]), y los nanomateriales
inorganicos (nanoparticulas metalicas y ceramicas) [Thomas et al., 2015] proporcionan
bloques de construccion para el montaje de materiales funcionales nanoestructurados. Las
aplicaciones potenciales en diversos campos de la fisica, la quimica, la ciencia de los
materiales, la medicina y la biologia, hacen del estudio de las nanoparticulas un area
predilecta [Khan et al., 2019].

En particular, la preparacion de nanoparticulas metalicas (MNPs) para una amplia
gama de aplicaciones ha sido muy investigada. Se han utilizado MNPs de oro en el area
biomédica ya que pueden ser facilmente funcionalizadas con un amplio abanico de ligandos
(anticuerpos, polimeros, sondas de diagnostico, farmacos, material genético, etc.)
utilizandolas como test clinicos diagndésticos, como antimicrobianos, antitumorales, etc [Hu
et al., 2020; Yeh et al., 2012]. Por su parte, las nanoparticulas de platino y paladio han
mostrado tener aplicaciones en el campo de la catalisis, biosensores y en medicina [Siddiqgi
& Husen, 2016; Bloch et al., 2021; Jeyaraj et al.,, 2019.]. Las MNPs de plata son
ampliamente estudiadas para el desarrollo de diversas aplicaciones basadas en su
propiedad antibacteriana y antifungica [Zhang et al., 2016], aunque también pueden exhibir
un buen desempefio como catalizadores [Yan, 2014].

Sin embargo, con la sostenibilidad ecolégica como criterio emergente de disefio
desde mediados de los 90s, existe todavia un margen de mejora en las metodologias de
sintesis empleadas. Idealmente, las MNPs deberian prepararse empleando el precursor
menos téxico disponible, realizando la sintesis preferencialmente en agua o en solventes
amigables con el medio ambiente, usando el menor numero de reactivos/pasos,
consumiendo la minima cantidad de energia posible, y optimizando la generacion de
subproductos y residuos. Cumpliendo con estas condiciones, se debe ademas lograr la
obtencion de MNPs con caracteristicas adecuadas para la aplicacion requerida [Campelo
et al., 2008; Gedanken, 2004; Kappe, 2008; Budarin et al., 2008; Zhang & Wang, 2006].


https://exaly.com/trends/?q=nanomaterial
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Otro de los desafios tecnologicos mas importantes que involucra el empleo de
MNPs es el desarrollo de métodos que permitan obtener ensamblados en nanoescala
perfectamente dirigidos y controlados. La posibilidad de obtener MNPs en arreglos
regulares en 2D y 3D conduce no solo a nuevos materiales con estructuras mas complejas,
sino que abre la posibilidad a nuevas aplicaciones que aprovechen la distribucion
controlada en el espacio de las mismas, explotando sus propiedades electrénicas vy
optoelectronicas [Mangold et al., 2016; Lin et al., 2015].

El particular ordenamiento de las estructuras biologicas encontradas en la
naturaleza desperto el interés cientifico para desarrollos de base nanotecnologica. En este
sentido, la nanobiotecnologia surgi® como un nuevo campo cientifico que influyd
notablemente tanto en el descubrimiento de nuevos bionanomateriales como en el
desarrollo de nuevas técnicas experimentales y teoricas para la creacion de nanosistemas
innovadores y materiales nanoestructurados [Phoenix & Ahmed, 2014; Nagamune, 2017].
La estructuras paracristalinas de las matrices biolégicas se han llevado una particular
atencion dado su ordenamiento, distribucion y su capacidad de constituirse como “bio-
templates”. En este sentido, uno de los principales aportes de este campo ha sido el empleo
de biomoléculas tanto en la sintesis de MNPs [Sardar & Mazumder, 2019; Malhotra &
Alghuthaymi, 2022; Gazit, 2007] como en la obtencion de arreglos regulares de las mismas
[Wahl et al., 2001]. Las proteinas son unas de las biomoléculas mas destacadas en este
area, aportando meétodos de sintesis amigables con el medio ambiente ademas de conducir
a la obtencion de nanosistemas con morfologia y estructura controlada [Wahl et al., 2001,
Goswami et al., 2011]. Se pueden obtener entonces, mediante el empleo de algunas
moléculas de esta familia, arreglos regulares de MNPs, lo que pone de manifiesto la
capacidad de esta biomolécula para actuar como un bloque de construccion en el
desarrollo de nuevos materiales nanoestructurados funcionales. La habilidad de algunas
proteinas de autoensamblarse en solucion y sobre diferentes superficies las destaca de las
restantes biomoléculas, para la obtencion de nanoestructuras unicas. El ordenamiento
supramolecular de estas proteinas se ve fuertemente influenciado por el entorno, siendo
este fundamental a la hora de construir bio-templates proteicos [Freeman, 2017]. La
posibilidad de obtener sistemas con versatilidad operativa y robustez (estabilidad
mecanica) que permitan la manipulacion de los bio-templates en aplicaciones tecnologicas
es uno de los desafios mas complejos en las ciencias aplicadas. Para esto, una de las
estrategias en continuo desarrollo es la obtencion de arreglos proteicos sobre superficies
de diferente naturaleza que actiuen como soporte [de Poel et al., 2018; De Moraes et al.,
2019]. El diseno de estas superficies ofrecidas como un anclaje a las proteinas en solucion
tiene un rol importante, tanto en la organizacion como en la manipulacion y aplicacion de
estos femplates proteicos. No obstante, todavia resta explorar diferentes aspectos en o
que se refiere al diseio de nuevas estrategias que conduzcan a la obtencion y
caracterizacion de estos sistemas soporte-proteina. Para esto, se necesita la combinacion
0 seleccion de diversos procesos, entre los que se encuentran la manipulacion
atémica/molecular, la sintesis organica, el autoensamblaje, la organizacion definida por el
entorno, la microfabricacion y algunos procesos bio-relacionados con estos, cuya
interrelacion confluye en lo que hoy en dia ha comenzado a denominarse como
nanoarquitectonica [Chen et al., 2020]. Es importante resaltar que la creacion de materiales
y sistemas a nanoescala suele conducir a propiedades inesperadas, 10 que se asocia a las



Capitulo I: Introduccién General |17

interacciones especificas que surgen entre los componentes debido a su organizacion
[Aono & Ariga, 2016; Ariga & Azzaroni, 2022].

En este marco, abordar la obtencién de arreglos de MNPs con un enfoque
interdisciplinario entre la ciencia de los polimeros y la ciencias biolégicas puede brindar
herramientas que permitan disefiar y construir nuevas plataformas para dirigir y orientar la
obtencion de nanoparticulas metalicas con la finalidad de obtener nanosistemas funcionales
con diversas aplicaciones, con particular atencion en el campo de la catalisis. Para brindar
las bases que permitan comprender la estrategia desarrollada en este trabajo de tesis, esta
introduccion presentara aspectos vinculados a la obtencion de nanoparticulas de metales
nobles soportadas sobre sistemas particula polimérica-proteina para su aplicacion en
catélisis.

.1 NANOPARTICULAS METALICAS Y SU APLICACION EN
CATALISIS

l.1.1 Nanoparticulas metalicas: Propiedades y sintesis

Una de las fuerzas impulsoras del rapido desarrollo del estudio de las MNPs es la
gran diferencia en cuanto a propiedades fisicoquimicas que presentan en comparacion con
sus contrapartes a granel (metal en “bulk™. Los metales a granel tipicamente son ductiles
y poseen alta conductividad térmica y eléctrica producto de la deslocalizacion de electrones
dentro de la matriz atébmica. Por el contrario, cuando se reducen las particulas a tamafos
muy pequefnos se modifica su estructura electronica, pasando los electrones confinados a
ocupar diferentes niveles de energia. Se produce asi una cuantizacion de los niveles de
energia, de los estados de densidad electrénica y de la carga. Se observan dos efectos
cuando se reduce a escala molecular el tamafo de una particula: a) un incremento muy
importante de su area superficial relativa, y b) un incremento muy importante del numero
de atomos en su superficie [Ramachandra et al., 2000].

Al decrecer en tamarno, el porcentaje de atomos en superficie se incrementa
sustancialmente, lo que conduce en consecuencia a un aumento de la relacion
superficie/volumen que ejerce un efecto directo sobre las propiedades de los
nanomateriales [Ndolomingo et al., 2020]. Algunas de la propiedades sobresalientes de
estos materiales son la polarizabilidad 6ptica, la actividad antibacteriana, la conductividad
eléctrica, elevada performance catalitica, etc. Dentro de las particulas metalicas
encontramos un continuo de tamafo que va desde el bulk hasta el atomo metalico pasando
por nanoparticulas y nanoclutsers. Mientras que el metal a granel y las nanoparticulas
metalicas tienen una banda continua de niveles de energia, el numero limitado de atomos
en los nanoclusters de metal da como resultado niveles de energia discretos, lo que
permite, entre otras propiedades, la interaccion con la luz mediante transiciones
electronicas entre niveles de energia, como se muestra en la Figura 1.1. Los nanoclusters
de metal cierran la brecha entre los 4tomos individuales y las nanoparticulas [Diez & Ras,
20111
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Figura I.1. Efecto del tamano en los metales

Con el aumento del numero de atomos en superficie, se incrementa la energia libre de
la mismay las fuerzas de Van der Waals de las nanoparticulas, por lo que tienden a atraerse
entre si y aglomerarse perdiendo como consecuencia sus propiedades distintivas, por lo
que es necesario estabilizar las mismas. Para evitar este inconveniente se han desarrollado
diferentes métodos de sintesis tendientes a mantener a las nanoparticulas dispersas. Su
sintesis se lleva normalmente a cabo siguiendo alguna de estas dos estrategias cuya
clasificacion se basa en la escala del material o precursor de origen: “fop down”o “bottormn
up” (figura 1.2). Las técnicas denominadas “fop-down” (de arriba a abajo) consisten en la
miniaturizacion o reduccion de tamafo de estructuras de partida con una dimension
superior a la escala nanométrica. Dentro de este grupo podemos encontrar técnicas
litograficas como la fotolitografia, litografia de rayos x, litografia de electrones, ademas de
técnicas como la molienda mecanica, entre otras. Por otro lado, las técnicas “bottom-up”
se basan en el crecimiento o ensamblado de estructuras nanométricas a partir de
precursores moleculares con una escala inferior a la de los nanomateriales, entre las que
se pueden citar la deposicion quimica de vapor (CVD), la pirolisis por laser, la condensacion
atbmica o molecular, sol-gel, coprecipitacion, entre otras [Habibullah et al., 2002; Singh et
al., 2018]. A su vez, segun el fendbmeno que esta detras de estos procedimientos, estos
métodos pueden ser clasificados como fisicos, quimicos o bioldgicos. En el Ultimo caso, se
han desarrollado metodologias bioinspiradas que incluyen el empleo de biomatrices en
niveles micro y macromoleculares utilizando desde microorganismos hasta plantas, que por
ser amigables con el medio ambiente se las denomina como via “green chemistry”
[Parandhamana et al., 2019].



Capitulo I: Introduccién General |19

Sintesis de n?noparticulas

[ |
bottom-up top-down

i

Clusters o
Nanoparticulas

Material a granel

\/

Métodos bioldgicos Métodos quimicos Métodos fisicos
Uso de plantas y extractos Coprecipitacion Litografia
Uso de microorganismos Reduccion de sales metélicas Condensacidn de gas inerte
Uso de algas Métodos electroquimicos Sintist.]llsae_qj falge vapor
Uso de enzimas y biomoléculas Hétodos ;::rtmgi:;emulmﬁn H;fier:m:er

Uso de desechos industriales Métodos fotoquimicos

Métodos sonoquimicos
Procesos sol-gel

Figura |.2. Métodos de sintesis de nanoparticulas

En todos los casos para lograr la estabilizacion de las nanoparticulas durante la
sintesis se recurre al empleo de distintos estabilizadores como ligandos donores [Ganesan
et al., 2007; Aiken Il & Finke, 1999; Toshima et al., 2001], polimeros [Rioux et al., 2005;
Bianchi et al., 2000; Wilson et al., 2006] y surfactantes [Bonnemann et al., 1996] cuyo
propodsito es el control del crecimiento de los nanoclusters incipientes para prevenir la
aglomeracion de los mismos. La estabilizacion se da mediante tres mecanismos principales
que involucran interacciones estéricas, electrostaticas o ambas. En algunos casos, los
agentes estabilizantes cumplen también el rol de reductores [Turkevich et al., 1995].

Considerando que sus aplicaciones aprovechan principalmente su elevada
superficie expuesta, el empleo de agentes estabilizantes representa una problematica.
Cuanto mas eficiente sea el agente estabilizante menor sera el area superficial expuesta
por las MNPs lo que reduce la superficie activa de la nanoparticula [Li & EI-Sayed, 2001].
En este sentido, un método que se utiliza comunmente para estabilizar las mismas es
depositarlas sobre un soporte para impedir su sinterizacion, re-cristalizacion y agregacion.
Este tipo de materiales nanoestructurados soportados son de gran utilidad en areas como
la catalisis, aplicaciones 6pticas, médicas, entre otras, y se presenta como una alternativa
atractiva para la estabilizacion [Zanella, 2012].

Las MNPs soportadas pueden obtenerse por depésito de MNPs coloidales
preformadas sobre los soportes, o por reduccion “/n-sifu” de los precursores metalicos. La
primera de las vias implica el contacto de los soportes con una dispersion coloidal
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preformada de MNPs, lo cual se puede lograr a través de diferentes metodologias: la
adsorcion de las MNPs coloidales sobre el soporte [Lee et al., 2008; Dimitratos et al., 2009],
el grafting de las MNPs sobre los soportes, las técnicas de spray con llama [Bonini et al.,
2002; Semagina et al., 2007], los métodos de intercambio iénico [Mastalir & Kiraly, 2003;
Mastalir, et al., 2001], y la técnica de Langmuir-Blodgett [Bonini et al., 2002; Ruta et al.,
2008]. Los soportes solidos mas utilizados son el carbon, la silica y diversos oxidos
metalicos. Los métodos mencionados previamente, que hacen uso de particulas metalicas
preformadas, cuentan con la ventaja de separar el disefio de las MNPs del disefio del
soporte, ampliando los puntos de control del proceso. Sin embargo, entre las mayores
desventajas de estas metodologias se encuentra el hecho de que las MNPs preformadas
depositadas en la superficie de los soportes suelen ser expuestas durante su preparacion
o empleo a diversas condiciones (T, P, etc.), lo que frecuentemente produce la sinterizacion
de las mismas [Chun-Jiang & Schuth, 2011].

La reduccion “in-situ” podria evitar la sinterizacion y al mismo tiempo favorecer la
estabilizacion de las MNPs. Esta metodologia involucra tres etapas: la preparacion del
soporte solido, el tratamiento primario de este soporte para obtener el precursor metalico
soportado, y la posterior activacion del precursor para dar origen a las MNPs soportadas.
El tratamiento primario del soporte puede darse a través de cuatro vias: el depdsito, la
precipitacion, la coprecipitacion o la formacion de geles. Entre los métodos de depodsito se
encuentran la impregnacion, el intercambio i6nico, y el deposito desde fase gaseosa.
Posteriormente, la via de activacion elegida dependera de las propiedades del soporte,
encontrandose entre las opciones la hidrodesulfurizacion, la deamoniacion y la reduccion
[Haber et al., 1995].

Dentro de los métodos de depodsito presentados, la impregnacion implica el
contacto del soporte solido poroso, hidratado o seco, con una solucién que contiene el
precursor metalico. Este proceso se conoce comunmente como impregnacion humeda, en
este método el precursor metalico es tipicamente una sal que se disuelve en la minima
cantidad de disolvente requerida. La solucion resultante se agrega luego al soporte sélido
poroso hasta formar una pasta espesa. El solvente es posteriormente retirado y el sélido
final se seca, se calcina y reduce (de ser necesario). Se han desarrollado procedimientos
de reduccion alternativos a la calcinacion, como el empleo de hidrazina como reductor, con
el fin de mejorar el tamano y dispersion de las MNPs [Choudary et al., 2005], aunque
presentaron otras dificultades como la necesidad de utilizar un exceso del agente reductor
que requiere de su posterior remocion previo a la utilizacion de las MNPs. Aplicando estas
metodologias se ha logrado explotar una gran variedad de soportes solidos para las MNPs.
Algunos ejemplos de ellos son aerogeles de silice [Gurav et al., 2010], esferas de silica
[Jiang et al., 2005], microemulsiones de silica [Hori et al., 2006], hidrotalcita [He et al.,
2014], zeolitas [Peng et al., 2015] y membrana de alumina [Cheng et al., 2016]. Se ha
reportado también, y en gran escala, el empleo de soportes basados en 6xidos metalicos
de aluminio [Raybaud et al., 2013], titanio [Bagheri et al., 2014], circonio [Ntais et al., 2014],
calcio [Mori et al., 2004], magnesio [Kantam et al., 2008], manganeso [Wang et al., 2008],
zinc [Wu et al., 2011], y cobalto [Yamada et al., 2010]. Distintos materiales carbonosos,
como el carbdn activado, o el grafitico también han sido extensamente empleados como
soportes [Pérez-Mayoral et al., 2016]. Los polimeros también se han utilizado en el disefio
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de soportes en diferentes formas como fibras poliméricas [Marchesini et al., 2020],
dendrimeros [Zhao & Crooks, 1999], polimeros porosos [Poupart et al., 2019],
polielectrolitos esféricos [Yuan et al., 2012], entre otras.

Asi, se dispone de diversos sistemas basados en MNPs (coloidales o soportadas)
que pueden ser empleados en diferentes aplicaciones. Entre ellas, una de las mas
exploradas es la catalisis.

l.1.2 Aplicacion de las nanoparticulas metalicas en catalisis

La catalisis tiene un rol central en las transformaciones quimicas y por ello forma
parte de innumerables procedimientos empleados tanto en la investigacion académica a
escala de laboratorio como en la industria quimica [Hemalatha et al., 2013]. Tan central es
este rol que aproximadamente un 90% de los productos quimicos mas comercializados
(como los combustibles, polimeros, fibras, productos de quimica fina, medicamentos, entre
otros) son obtenidos involucrando al menos una etapa catalitica [American Chemical
Society Report, 2020].

La comercializacion de catalizadores a escala global ha crecido inmensamente en
cortos periodos de tiempo, en 1998 involucraba 9,3 billones de ddlares mientras que en
2003 el monto aumento a 12 billones de dolares [Catalyst Business, 2004]. Recientemente,
en 2020 dicha cifra escalé a los 35 billones de doélares anuales [Groot, 2021].
Porcentualmente, los catalizadores heterogéneos representan un 80% del mercado
catalitico, los homogéneos participan en un 17% y los enzimaticos en un 3%
aproximadamente [Bravo-Suarez et al., 2013].

Puntualizando aun mas las implicancias econdémicas de estos materiales, los
catalizadores basados en nanoparticulas metalicas representan méas de un 70% del
mercado de catalizadores heterogéneos [Bravo-Suarez et al., 2013]. La gran irrupcion de
las MNPs al campo de la catalisis se debe a que estas proporcionan centros muy activos,
siendo ampliamente utilizadas como catalizadores ya sea coloidales o soportadas sobre
solidos porosos. Cabe destacar que las MNPs poseen mayor eficiencia dando como
consecuencia una mejora en la actividad y selectividad tipicas de la catalisis heterogénea
basada en otros sistemas [Ndolomingo et al., 2020]. En este sentido, se posicionaron como
catalizadores importantes en las industrias de refinacion de petrdleo y petroquimica,
conversion de energia y eliminacion de gases de escape de vehiculos, entre otros, ya que
pueden catalizar muchos procesos que incluyen la oxidacion de hidrocarburos,
acoplamiento cruzado de C-C, reacciones por transferencia de electrones y de
hidrogenacion-deshidrogenacion [Campelo et al., 2008b; Sandoval et al., 2007; Hutchings,
2008; Choi et al., 2008; Panziera et al., 2007; Tao et al., 2014; Alshammari et al., 2016].

Las nanoparticulas metélicas coloidales se han utilizado con éxito como
catalizadores en una gran variedad de reacciones [Bradley, 1994; Reetz & Helbig, 1994].
Entre las principales desventajas de la aplicacion de MNPs coloidales en el campo de la
catélisis se encuentra reportada la poca estabilidad de las particulas frente a distintas
condiciones de reaccion, que puede conducir incluso a la precipitacion del catalizador
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durante su empleo [Reetz et al.,, 1996; Beller et al., 1996, Li et al., 2000]. En lineas
generales, los catalizadores homogéneos son muy eficientes y selectivos, pero poseen
poca estabilidad térmica y su remocion del medio de reaccion suele ser muy dificultosa.
Diferencialmente, los catalizadores heterogéneos, toleran altas temperaturas y facilitan su
recuperacion del medio de reaccion [Astruc, 2008; Cornils & Herrmann, 2003]. En
particular, las nanoparticulas metalicas coloidales, que estan el limite entre catalizadores
homogéneos y heterogeneos [Thathagar et al., 2002], poseen amplias limitaciones para ser
separadas del medio reactivo y recicladas. Una alternativa para esto ha sido el empleo de
nanoparticulas magnéticas que exhiban actividad catalitica [Yeap et al., 2017].

Respecto a esta ultima problematica, las nanoparticulas metalicas soportadas
ofrecen una alternativa exitosa frente a la separacion del medio reactivo y posterior
reutilizacion. El uso como soporte de sistemas con sitios de adsorcion especificos, con
tamanos y caracteristicas de poro definidos, ofrece la ventaja de limitar el crecimiento de
las particulas y reducir su agregacion. Seleccionando y manipulando las propiedades
texturales del soporte se podria controlar el tamafio y la forma de las nanoparticulas
resultantes. La relacion entre la interaccidon metal-soporte, la interaccidon metal-metal
intraparticula, la forma de las particulas y la geometria de empaquetamiento atémico
determinara la eficacia de las MNPs para diversas aplicaciones [White et al., 2009]. Esto
conduce a la posibilidad de obtener catalizadores heterogéneos con MNPs de tamario
especifico.

Entre los nanocatalizadores metalicos existentes, aquellos basados en
nanoparticulas de metales nobles atraen especialmente la atencion debido a sus
propiedades electrénicas, quimicas e incluso opticas ya que, gracias a su elevado potencial
de reduccion estandar logran resistir la oxidacion [Pradeep & Anshup, 2009].

En este trabajo se propone la sintesis de nanoparticulas de platino y plata
soportadas sobre sistemas particula polimérica/proteina. En este sentido, a continuacion se
profundizara en algunos aspectos de las MNPs de estos metales.

l.1.2.1 Nanoparticulas de platino

El uso del platino en catalisis representa una de las aplicaciones mas importantes
de este metal [Wang et al., 2008a]. Esto se encuentra asociado principalmente a sus
propiedades distintivas respecto al resto de los metales nobles. Las particulares
caracteristicas electronicas del platino le otorgan una excepcional resistencia a la corrosion
lo cual lo ha hecho triunfar en sus aplicaciones como catalizador en industrias de alto
rendimiento, como la petroquimica, quimica, electromotriz y farmacéutica [Chen & Holt-
Hindle, 2010]. Por otro lado, el platino posee una elevada estabilidad y gran actividad
electrocatalitica lo cual lo convirtié en el metal predilecto para catalizar reacciones en celdas
de combustible [Chen & Holt-Hindle, 2010] .

La preparacion de nanoparticulas de platino (PtNP) soportadas normalmente
requiere de precursores de alto costo, ademas de procesos con altas temperaturas o
procesos de sintesis ecoldgicamente incompatibles [Sellin et al., 2009; Ye et al., 2015;
Melke et al., 2016]. Por esto, los estudios se han enfocado en optimizar la eficiencia
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catalitica de los materiales nanoestructurados basados en platino y disminuir la cantidad
utilizada de metal [Peng et al., 2009; Manthiram, et al., 2008]. La optimizacion de los
métodos de fabricacion de los materiales nanoestructurados basados en platino tiene el
potencial de ofrecer una solucion superior en términos costo-efectivos [Xu & Zhang, 2014].
Se han desarrollado multiples técnicas entre las que se encuentran métodos hidrotermales
y solvotermales [Masala et al., 2004], el método sol-gel, [Schubert, 1996], el depdsito por
haz de electrones o iones [Plank et al., 2008], el depbsito electroquimico [Zhong et al.,
2008], entre otras. Una estrategia interesante es el empleo de femplates, clasificada en tres
categorias duros, blandos y de sacrificio. Los femplates duros involucran materiales rigidos
por ejemplo de origen mineral [Liu et al., 2009]. Los fempiates blandos incluyen
macromoléculas bioldgicas, estructuras bioldgicas, o estructuras sintéticas como micelas,
microemulsiones y liposomas [Song et al., 2007]. Finalmente los femplates de sacrificio
suelen estar compuestos por metales, y 6xidos metalicos que son removidos al formarse el
producto final [Zhang et al., 2012°].

Las PtNP soportadas se utilizan para catalizar diferentes reacciones, incluida la
oxidacion de compuestos organicos varios [Ovejero et al., 2011; Gomes et al., 2004], la
hidrogenacion de compuestos derivados de la biomasa [Lange et al., 2010], la reduccion
del monoxido de nitrogeno, el reformado de etilenglicol [Liu et al., 2011] y una variedad de
procesos como los utilizados en la refineria de petroleo [Stanislaus et al., 2010]. Las PtNP
también se han utilizado en reacciones de oxidacion y reduccion de mayor complejidad
[Abu-Rezig et al., Mallat et al., 1997]. Recientemente, se ha reportado un incremento en la
actividad catalitica de las PtNP al ser inmovilizadas en la superficie de materiales
mesoporosos, favoreciendo la oxidacion en fase gaseosa completa del etanol [Bingwa et
al., (n.f)].

Asi, gracias a las bondades de este metal sumadas a la eficiencia catalitica de los
catalizadores basados en él en diversas reacciones, este metal noble es el preferido frente
a otros metales a la hora de seleccionar un catalizador o disefiar uno nuevo. No obstante,
su elevado costo, entre otros factores, hace que las investigaciones se orienten a la
exploracion de otros metales.

l.1.2.2 Nanoparticulas de plata

Las nanoparticulas de plata (AgNP) han sido objeto de gran interés cientifico debido
a sus multiples aplicaciones, entre las que se destacan su empleo en catalisis,
electroquimica, sensores, en sistemas de liberacion de drogas y en aplicaciones
diagnosticas [Owoseni-Fagbenro et al., 2019]. La respuesta plasmoénica de las AgNPs les
confiere potenciales aplicaciones en celdas solares [Arun Kumar et al., 2018]. Ademas, han
sido empleadas en estudios bioldgicos como agentes antimicrobianos y antioxidantes, y
actualmente se encuentra en expansion el estudio de su empleo como agentes
antitumorales [Elemike et al., 2019]. La plata ha tomado gran notoriedad para aplicaciones
cataliticas debido a su costo relativamente bajo en comparacion con otros metales nobles,
como por ejemplo el platino, lo que permite sustituir a otros metales mas costosos por uno
mas abundante, manteniendo una buena actividad catalitica y selectividad, [Dong et al.,
2015; Owoseni-Fagbenro et al., 2019; Liao et al., 2017].
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Se ha descubierto que las AgNPs son eficaces catalizadores en muchos procesos
de reduccion selectiva, incluida la reduccion del grupo carbonilo y de compuestos
nitroaromaticos [Dong et al., 2015; Gawande et al., 2013; Bingwa & Meijooom, 2015]. Sin
embargo, las AgNPs cuentan con la desventaja de agregarse y oxidarse facilmente, dando
lugar a una disminucion en la superficie activa expuesta con la consecuente pérdida de
eficiencia catalitica [Elemike et al., 2019].

Con el propdsito de disminuir dicha tendencia a la agregacion de las AgNPs, se han
desarrollado distintos métodos de sintesis [Iravani et al., 2014]. Los métodos de reduccion
quimica generalmente implican el uso de reactivos peligrosos y altamente contaminantes
[Natsuki et al., 2015]. Los esfuerzos por disminuir el impacto ambiental de estas técnicas
han llevado al desarrollo de vias de sintesis alternativas que hacen uso de sistemas
biologicos [Wan Mat Khalir et al., 2020; Zhao et al., 2018]. El uso de carbohidratos y
polisacaridos para obtener AgNPs coloidales ha sido explotado debido a la capacidad
estabilizante de estos compuestos, entre ellos, los mas utilizados son el alginato, el
quitosano y la carboximetilcelulosa [Shervani & Yamamoto, 2011; Thangaraj et al., 2017;
Hasan et al., 2020; Li et al., 2018]. En estos casos se ha reportado la obtencion de sistemas
de AgNPs bien dispersos, estables, cristalinos, y los carbohidratos empleados han actuado
también como agentes reductores.

Para evitar el empleo de estabilizantes, el uso de soportes se presenta como una
alternativa atractiva [Esumi et al., 2004]. El soporte y su interaccion con las AgNP juegan
un papel importante para impedir la agregacion y mejorar la superficie expuesta,
optimizando asi sus propiedades cataliticas. Se ha demostrado que la fuerte interaccion
entre las AgNP vy algunos soportes como polimeros, oxidos y MOF (Metal-Organic
Frameworks) de carbono reduce su aglomeracion, por lo tanto, aumenta su actividad
catalitica [Mudassir et al., 2017]. Por otro lado, varios nanocatalizadores heterogéneos de
plata han sido presentados como potentes catalizadores para la oxidacion de alcoholes
[Nemanashi-Maumela et al., 2017], silanos y olefinas, y transformaciones oxidativas
relacionadas [Chaki et al., 2007].

Uno de los aspectos fundamentales en el campo de estudio de las MNPs es el
desarrollo racional de nuevos soportes que permitan obtener MNPs con caracteristicas
definidas, reduciendo su tendencia a la agregacion y mejorando su desempefo catalitico.
Como se menciond antes, recientemente ha surgido el interés por emplear proteinas que
poseen la capacidad de actuar como plantillas biolégicas (“ bio-templates’) para la sintesis
de MNPs. Bajo esta Optica se presenta en el siguiente apartado a las proteinas de capa-S
las cuales, gracias a su estructura regular bidimensional y a sus propiedades fisicoquimicas
de afinidad con metales, se proyectan como grandes candidatas a ocupar un espacio
dentro del disefio de nuevos “bio-templates”.
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.2 PROTEINAS DE CAPA-S

Las matrices biologicas han cobrado gran interés bionanotecnolégico dado su
elevado orden y su compatibilidad con el medio ambiente. En la naturaleza se ha
desarrollado una amplia gama de sistemas con capacidad de autoensamblaje a lo largo de
miles de millones de afos de evolucién. Los principios que rigen la construccion de muchos
de estos sistemas se encuentran extensamente estudiados y los bloques moleculares de
construccion fueron completamente caracterizados. Entre los sistemas cuyo
autoensamblaje es bien conocido podemos mencionar el ADN [Chen & Seeman, 1991;
Rothemund, 2006], las monocapas autoensambladas de diversas macromoléculas [UIman,
1996; Whitesides, 1991], y las capas mas superficiales de arqueas y células bacterianas,
denominadas proteinas de capas-S [Pum & Sleytr, 2014].

Las proteinas de capas-S (SLP) constituyen la capa mas externa de algunas
bacterias y arqueas, como puede verse en laimagen |I.1. Las SLP cumplen varias funciones
entre las que se destacan su rol como capas protectoras (en la conservacion de la formay
proteccion celular), como estructuras involucradas en la adhesiéon y el reconocimiento de
superficies, como tamices moleculares, y como trampas moleculares y de iones [Messner
et al., 2009].

Imagen 1.1 Micrografia TEM de L. kefiri8321 en la cual se puede apreciar la capa-S en
esta bacteria [Garrote et al., 2004].

La capa-S observada en la imagen I.1 se forma producto del ensamblaje de
subunidades proteicas (proteinas de capa-S) en la superficie de las células dando origen a
redes monomoleculares paracristalinas [Sleytr & Beveridge, 1999]. La forma de anclaje de
la SLP a la superficie bacteriana es no covalente y depende del tipo de microorganismo. En
las bacterias Gram negativas las SLP se encuentran adheridas al lipopolisacarido de la
membrana externa (imagen |.2-A), mientras que en las bacterias Gram positivas las SLP se
encuentran ligadas a la capa rigida de peptidoglicano (imagen 1.2-B) [Sleytr et al., 2014].
En cuanto a la conformacion de estos arreglos regulares, una vez secretadas, las
subunidades proteicas interactuan entre si 'y con la superficie celular a través de enlaces
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no covalentes. Se ha demostrado que un conjunto de propiedades fisicoquimicas
superficiales son las responsables de la adecuada orientacion de las subunidades y de su
insercion y anclaje durante el crecimiento celular [Sleytr, 1978].
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Imagen 1.2 Micrografias e ilustracion esquematica de la arquitectura supramolecular de
las proteinas de capa-S en bacterias Gram negativas (A) y Gram positivas (B).
Abreviaturas: CW, pared celular Gram-positiva; OM, membrana externa; PG, capa de
peptidoglicano; PM, membrana plasmatica; S, capa-S.

[Sleytr & Beveridge, 1999; Sleytr et al., 2014].

Generalmente las proteinas de capa-S se encuentran formadas por una misma
proteina cuyo peso molecular se encuentra entre los 40 y 170 kDa [Sleytr et al., 2011]. La
mayoria de las SLP bacterianas son débilmente acidas, cuentan con un contenido del 40-
60% de aminoacidos hidrofobicos, y poseen pocos 0 ningun aminoacido que contenga
azufre. Los aminoéacidos presentes en mayor proporcion son el acido glutamico, el &cido
aspartico (alrededor de 15%) vy la lisina (aproximadamente 10%). Cabe destacar que los
aminoacidos hidrofilicos e hidrofébicos se encuentran distribuidos aleatoriamente, a
diferencia de otras proteinas que presentan regiones de polaridad diferencial. Por otro lado,
el punto isoeléctrico (Pl) de las proteinas de la capa-S oscila entre 3 y 6 tipicamente,
mientras que para algunas el Pl reportado es de entre 8 y 10. Finalmente, la carga
superficial de la capa-S suele ser neutra para la cara externa (con respecto a la célula
bacteriana), mientras que la cara interna puede ser negativa o positiva, dependiendo del
balance entre los grupos acido y amino expuestos [Pum & Sleytr, 2014]. En algunos casos,
en SLP tanto de origen bacteriano como en las pertenecientes a arqueas, se encontraron
evidencias de glicosilacion, por lo que se las denomina como glicoproteinas de capa-S
(SLGP). Tipicamente, el grado de glicosilacion de estas SLP varia entre el 1y el 10 %p/p
[Messner et al., 2009]. Generalmente, las cadenas de glicosidos suelen tener una extension
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lineal de entre 15y 20 unidades repetidas (monosacaridos), sin embargo, también se han
reportado cadenas ramificadas y compuestas por mas de un monosacarido
[Madhurantakam et al., 2014]. El anclaje de los glicanos a las proteinas se da con
frecuencia por enlace O-glicosidico a serina, treonina y tirosina, en bucles superficialmente
accesibles de las proteinas donde suelen encontrarse de 2 a 4 sitios de glicosilacion
[Messner et al., 2009]. Se han reportado también enlaces N-glicosidicos principalmente
con asparagina [Madhurantakam et al., 2014].

Una de las propiedades mas interesantes de las SLP se encuentra relacionada con
su estructura periodica 2D, compuesta por subunidades idénticas que poseen poros de
igual tamano y morfologia, con idénticas propiedades fisicoquimicas a escala
subnanomeétrica. Este aspecto ha disparado el interés en el empleo de estas proteinas en
la construccion biomolecular con prometedoras aplicaciones en el area de la
nanobiotecnologia [Sleytr et al., 2011].

La informacion mas precisa sobre la disposicion 2D de estas proteinas se ha
obtenido a través de la microscopia de transmision electronica de alta resolucion, con la
cual se han obtenido imagenes claras del arreglo espacial regular como puede verse en la
imagen |.3 [Sleytr et al., 2011].

Imagen 1.3 Imagenes TEM (barra: 100 nm) tomadas de (A) Lysinibacillus Sphaericus CCM
2177 (p4), (B) Geobacillus stearothermophilus PNT2/p2 (p1) y (C) Thermoanaerobacter
thermohydrosulfuricus L111-69 (p6) [Sleytr et al., 2011]

Se observd que la estructura 2D posee una simetria espacial que depende de la
posicion relativa de las subunidades proteicas, encontrandose diferentes alineaciones
(oblicuas (p1, p2), cuadradas (p4) o hexagonales (p3, p6)) como se representa en la figura
[.3. En consecuencia, el tipo de simetria determina el niumero de proteinas por unidad
morfoldgica: uno, dos, tres, cuatro o seis respectivamente. En general, las dimensiones de
la celda unitaria de las proteinas de capa-S varian de 3 a 30 nm, con un grosor de 5 a 20
nm. Estos arreglos de unidades idénticas exhiben poros con igual tamanos y morfologias,
cuya dimension es de entre 2 y 8 nm aproximadamente, y pueden ocupar entre el 30% y el
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70% de la superficie [Sleytr & Beveridge,1999; Sleytr et al.,1999; Albers & Meyer, 2011;
Pavkov-Keller et al., 2011].
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Figura 1.3 Representacion esquematica de los tipos de arreglos 2D de las proteinas de
capa-S agrupados de acuerdo con las posibles simetrias. En gris oscuro se muestra la
unidad morfoldgica seleccionada arbitrariamente [Schuster & Sleytr, 2013].

|.2.1 Autoensamblaje de las proteinas de capa-S

Una de las propiedades mas importantes y distintivas de las (glico)proteinas de
capa-S es que, una vez aisladas, presentan la capacidad de reensamblarse en un arreglo
monomolecular tanto en suspension, como en la interface aire-agua, sobre superficies
solidas, encima de monocapas lipidicas y sobre liposomas o particulas diversas como se
muestra en la figura 1.4 [Pum & Sleytr, 2014].

En este sentido, se han desarrollado distintas técnicas para llevar a cabo el
aislamiento de las subunidades proteicas. Entre las estrategias mas utilizadas se encuentra
el empleo de agentes caotropicos (por ejemplo, clorhidrato de guanidinio, urea), la
modificacion del pH, o aplicacion de agentes quelantes (como EDTA o EGTA) o agentes
disociantes como el cloruro de Litio, e incluso de surfactantes como el SDS o el Tritén X-
100 [Sleytr et al., 2011].

El proceso de reensamblado de las subunidades proteicas en solucion ha sido
extensamente estudiado por Teixeira y col. (2010) quienes comprobaron que el mismo se
encuentra termodinamicamente impulsado por el factor entropico. ElI ensamblaje de las
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subunidades se acompafa por la liberacion de moléculas de agua propias de la capa de
hidratacion ligada a los dominios hidrofobicos de las SLP y, como consecuencia, se da una
pérdida neta de superficies hidrofébicas en el arreglo de SLP ensambladas.

Como se menciono previamente, las SLP tienen una alta proporcion de aminoacidos
poco polares lo que justifica la preponderancia de las interacciones hidréfobas en el
proceso de ensamblaje. Los estudios sobre la distribucion de grupos funcionales en la
superficie han demostrado que los grupos carboxilato y amino estan dispuestos en
proximidad contribuyendo a la cohesion de las proteinas por interacciones electrostaticas
[Sleytr et al., 2002].

Ademas, el entorno influye sobre el proceso de autoensamblaje. Factores como la
temperatura, el pH, la fuerza ionica y el tipo de iones presentes condicionan el producto de
ensamblaje, por ejemplo, en cuanto al numero de capas [Sleytr et al., 2011; Rad y col.
2015].

Si ademas, a las SLP se les ofrece una determinada superficie, es relevante
mencionar que la formacion de un arreglo proteico regular dependera, primordialmente, de
las propiedades de la misma como la hidrofobicidad y la carga superficial [Sleytr et al.,
2011]. Al respecto, se ha demostrado que ante la exposicion de una superficie hidréfoba,
las proteinas de capa-S extraidas de Bacillus Sphaericus CCM 2177 forman una monocapa
exponiendo la cara externa de las mismas, mientras que al enfrentarlas a una superficie
hidrofila se obtiene una doble capa con intercalacion de las caras expuestas [Gyorvary et
al., 2004]. La morfologia del producto de autoensamblado de las SLP ante las diversas
superficies de anclaje ofrecidas puede verse resumida en la figura 1.4.
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Autoensamblado en interfaces
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Figura I.4 Arquitectura del autoensamblado de las proteinas de capa-S sobre diferentes
superficies [Pum & Sleytr, 2014; Sleytr et al., 2011].

Respecto a los aspectos cinéticos del proceso de autoensamblaje, todos los
parametros mencionados anteriormente tienen un efecto directo sobre la movilidad de las
proteinas de capa-S en la superficie y su probabilidad de quedar atrapadas en la zona
frontal alineando sus dominios en crecimiento. Este reordenamiento continuo de
subunidades durante el proceso conduce a una configuracion estable que es caracteristica
del crecimiento de cristales en equilibrio donde se forman matrices grandes y
perfectamente regulares.

Pum & Sleytr (1995) comprobaron que al inicio del proceso de reensamblado los
bordes del arreglo en construccion avanzan rapidamente no dando tiempo a la fase mas
estable a adquirir el estado energético mas bajo a nivel microscopico y como resultado se
obtiene una microestructura metaestable tipo "dedos extendidos". Este tipo de estructuras
de crecimiento rapido son abiertas porque se forman huecos durante el crecimiento
desigual sobre la superficie, donde la formacion de arreglos regulares de SLP en interfaces
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esta determinada por un rapido proceso de nucleacion y ensamblaje que involucra a las
subunidades cercanas a la interfaz y una lenta incorporacion de subunidades desde el seno
de la solucion.

En el caso de las SLGP, Schuster y Sleytr (2015) observaron que éstas se
reensamblan mas lentamente que sus analogas no glicosiladas. Ambas capas de proteina
resultaron ser homogéneas, sin embargo la proteina glicosilada presentd una mayor
viscoelasticidad, lo cual asociaron a las porciones de glicanos elongadas hacia el exterior
del arreglo proteico como se representa en la figura 1.5. A su vez, también observaron
diferencias en la rigidez del arreglo de proteina, particularmente, el arreglo proveniente de
la proteina glicosilada condujo a una capa de proteina recristalizada menos rigida.

LARS

B S|
adsorcién de una adsorcién de una
glicoproteina proteina no glicosilada

Figura 1.5 Adsorcion de proteinas en funcion de la presencia de glicosidos [Schuster &
Sleytr, 2015].

|.2.2 Empleo de las proteinas de capa-S como plantillas

Las caracteristicas mencionadas anteriormente permiten vislumbrar que las SLP
son grandes candidatas a ser empleadas como “bio-templates’. Al combinar su capacidad
de autoorganizacion junto a la formacion de un ordenamiento periddico a escala
nanomeétrica, ofrecen posibilidades uUnicas para la obtencion de arreglos regulares de
MNPs.

Un ejemplo de esto es el empleo de arreglos de SLP como plantillas periddicas para
la nucleacion “/n situ” de sistemas ordenados y uniformes de nanoparticulas de sulfuro de
cadmio y oro [Shenton et al., 1997]. En otra oportunidad se obtuvieron superredes con
simetria oblicua o cuadrada de aproximadamente 10 nm de distancia de repeticion y
tamanos de particulas de 4 a 5 nm mediante la exposicion de SLP autoensambladas a las
respectivas soluciones de sales metélicas (por ejemplo, Cd (Il)) seguido de una reaccion
lenta con un agente reductor como H2S 0 un agente mas rapido como el haz de electrones
en un microscopio electrénico de transmision [Shenton et al., 1997; Dieluweit et al., 1998].

Las SLP se utilizaron ampliamente como matrices para obtener nanoparticulas a
partir de diversos precursores metalicos: paladio (PdCly), niquel (NiSQs), platino (KPtCle),
plomo (Pb (NOs).), y hierro ((KFe(CN)g)) [Mertig et al., 1999; Mertig et al., 2001; Shenton
et al.,, 1997; Wahl et al., 2001, Dieluweit et al., 1998]. Generalmente, las nanoparticulas
obtenidas fueron microcristalinas pero no estaban cristalograficamente alineadas a lo largo
del arreglo. Se observd en los mencionados trabajos que el espaciado entre las
nanoparticulas se parecia a los parametros de distancia simétricos de la capa-S. Como la
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precipitacion de los metales fue confinada a los poros de las SLP, las nanoparticulas tenian
una morfologia similar a la de estos.

Se ha informado que las SLP de especies como Sporosarcina ureae y Bacillus sphaericus
son capaces de unirse a 200-300 complejos de Pd o Pt por subunidad proteica, lo que
sucederia por interaccion con diferentes residuos de aminoacidos que se encuentran en
sitios de metalizacion especificos en la superficie de las SLP [Wahl et al., 2001; Wahl et al.,
2005].

Las SLP de Bacillus sphaericus JG-A12 pueden unir Pd(ll), que al reducirse con H,
genera nanoparticulas de 0,85 a 1 nm [Merroun et al., 2007]. Wahl en su trabajo de tesis
doctoral propone que los grupos carboxilicos de las SLP podrian ser los responsables de la
unién al Pd (1) [Wahl, 2003]. Los poros de las SLP constituyeron los sitios de nucleacion
para las nanoparticulas de Pd. En este sentido, tanto la topografia de la superficie de las
SLP como la interaccion especifica de las sales metélicas con algunos de sus grupos
funcionales contribuyeron a dirigir los arreglos regulares de las MNPs.

En relacion a esto, se obtuvieron arreglos regulares de nanoparticulas de Pty Pd
empleando las SLP de Bacillus sphaericus NCTC9602 como soporte. La sintesis dirigida
de nanoparticulas de Pt y Pd utilizando a los poros como sitios de nucleacion constituyo un
sistema novedoso. Para ello, se cristalizd dicha SLP en dos formas diferentes (laminas y
tubos), que luego se trataron con sales clorocomplejas de Pt o Pd (K:PtCls o KoPdCla,
respectivamente) para posterior reduccion con NaNs. Las SLP dirigieron la formacién de
nanoparticulas metalicas tanto en grupos distribuidos en la superficie de la proteina (4-10
nm de diametro), como en grupos ubicados en los poros (1-3 nm de diametro). Las
nanoparticulas reducidas se encontraron distribuidas periddicamente reproduciendo la
simetria p4 de la capa S de Bacillus sphaericus NCTC9602 y mostraron caracteristicas
estructurales idénticas [Wahl et al., 2001].

El depdsito de Pt (reduccion /n sifu con NaNs de sales metélicas) como particulas
esféricas cristalinas sobre SLP de Sporosarcina ureae condujo a la formacion de conjuntos
altamente ordenados de clusters metélicos, siguiendo la simetria de la plantilla de SLP
[Mertig et al., 1999]. Mertig y col. (1999) pudieron identificar los poros centrales y huecos
en la estructura de la proteina como sitios especificos para el depoésito de los clusters de
Pt. Los diametros medios de las MNPs obtenidas fueron de 1,2 a 1,9 nm, en acuerdo con
el diametro aparente de los poros de las SLP. De esta manera, no solo la posicion de las
particulas de Pt sino también el crecimiento de las mismas puedo controlarse al empleando
las SLP como bio-femplates 1o que demuestra que estas son adecuadas para la
manipulacion dirigida de pequefos grupos de metales con una distribucion de tamano
estrecha [Mertig et al.,1999].

Como se indicd anteriormente, después del aislamiento, las SLP son capaces de
volver a ensamblarse sobre soportes solidos. Por lo tanto, podrian lograrse arreglos de
nanoparticulas metalicas con un crecimiento controlado combinando las propiedades de
nanoestructuracion proporcionadas por las plantillas basadas en SLP con las propiedades
de los soportes.
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Una de las estrategias utilizadas para la preparacion de arreglos de MNPs
soportadas sobre SLP es el uso de particulas metélicas pre-sintetizadas, con tamanos y
propiedades bien definidos. Como metodologia general, se incuba una dispersion de las
MNPs sobre una superficie (tipicamente una rejilla TEM) sobre la que se ha depositado
previamente la plantilla SLP. Al poner en contacto este sistema con las MNPs, estas se
disponen siguiendo un patron determinado principalmente por la disposicion espacial que
ha adquirido el biocomponente sobre la superficie propuesta.

Se ha reportado la preparacion de matrices de NP de Au y Ag mediante el
ensamblaje de las MNP preformadas en una matriz SLP depositada en una grilla de TEM
recubierta por carbono [Puranik et al., 2008]. En este caso se empled una SLP aislada de
Bacillus subtilis. Las grillas se colocaron en la interface liquido-aire de una suspension de la
proteina y posteriormente fijadas con glutaraldehido. La grilla recubierta con la monocapa
proteica fue expuesta a una dispersion de nanoparticulas de Au y Ag, obteniendo asi un
arreglo regular de las mismas.

Hall y col. (2001) obtuvieron redes de nanoparticulas de Au empleando plantillas
biomoleculares de SLP aisladas de Deinococcus radiodurans sobre una grilla TEM (cobre-
formvar) recubierta de carbono, obteniendo una estructura hexagonal empaqguetada con
una estructura perioddica de unidades hexaméricas en forma de cono hueco con un canal
central cargado positivamente. Después de eso, las grillas fueron puestas en contacto con
dispersiones de nanoparticulas de Au (AuNP) de diferente diametro medio (5, 10y 20 nm),
cargadas negativa o positivamente debido a la presencia de iones citrato en la superficie o
al recubrimiento de la superficie con poli-L-lisina, respectivamente. Para las AUNP cargadas
negativamente con diametros medios de 5y 10 nm, obtuvieron matrices de nanoparticulas
espaciadas regularmente organizadas en una red hexagonal. En el caso de las particulas
mas grandes, no se obtuvo una periodicidad, distribuyéndose al azar a través de la plantilla
molecular, lo que sugiere que estas no existe un ordenamiento periddico cuando el tamano
de las particulas es mayor que los parametros de red de la SLP. Las AuNP cargadas
positivamente también se distribuyeron al azar independientemente de su tamano,
probablemente debido a que su carga superficial fue similar a la del sitio de interaccion
especifica de la superficie SLP. Por lo tanto, el autoensamblaje espontaneo de las
nanoparticulas preformadas esta controlado por la interaccion electrostatica con las SLP
en conjunto con el tamano de las AuNP.

La interaccion electrostatica de AuNP de diferente tamano estabilizadas con SLP aisladas

de Bacillus sphaericus CCM2177 ensambladas en rejillas recubiertas de SiO, también
demostrd ser dependiente del tamario de las MNP [Gyorvary et al., 2004]. Cuando se
usaron nanoparticulas de 5 nm se obtuvieron arreglos regulares respetando una simetria
cuadrada, el empleo de nanoparticulas de 10 nm dio como resultado una distribucion
aleatoria de las mismas sobre la superficie cristalina de la SLP, mientras que las particulas
mas pequenas (2 nm) formaron una monocapa compacta. Sobre la base de sus
experimentos, en dicho trabajo se afirma que las NP de Au de 5 nm se unen en la region de
los poros de la red cristalina de la SLP, esta union parece ocurrir a través de interacciones
electrostaticas entre las nanoparticulas cargadas negativamente y los restos cationicos
expuestos en los poros.
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Una variante interesante de los ejemplos anteriores es la incubacion de las
bioplantillas de SLP obtenidas sobre el soporte seleccionado con una solucion de una sal
del metal de interés. También es posible incubar las bioplantillas de SLP en suspension con
la sal metalica antes de depositarlas sobre un soporte. Posteriormente, en ambos casos,
es necesario utilizar un método de reduccion para la obtencion /n-situ de las nanoparticulas
metalicas. Este método presenta la ventaja de evitar el uso de reactivos caros y poco
ecologicos. Los experimentos han demostrado que esta es una estrategia versatil para la
preparacion de nanoparticulas soportadas de diferentes metales nobles, evitando el uso de
agentes estabilizantes.

Mertig y col. (1999) obtuvieron nanoparticulas de Pt y Pd mediante la formacion /n-
situ de clusters metalicos inducida por la incidencia de un haz de electrones en un TEM.
Después de un tratamiento de activacion con la solucion del complejo metalico (KoPtCls 0
KoPdCls), una SLP aislada de Bacillus sphaericus NCTC 9602 se colocé en una grilla TEM
(cobre recubierta de carbono). Al exponer la muestra al haz de electrones de alta energia
en un TEM, se observo la formacion de grupos de MNPs. En esas muestras, se pudieron
ver nanoparticulas de 5 a 7 nm de diametro dispuestas periddicamente reproduciendo
exactamente tanto la simetria p4 de la plantilla de la capa S como su constante de red. Por
otro lado, cuando no se usd SLP como soporte, Mertig y col. observaron la formacion de
aglomerados no regulares de MNPs con diametros superiores a 20 nm, lo que demuestra
que la matriz de proteinas determina directamente el ordenamiento de las nanoparticulas.

También se obtuvieron arreglos regulares de AuNP utilizando SLP extraidas de
Bacillus sphaericus CCM2177 [Dieluweit et al., 2005]. Las SLP se ensamblaron como
monocapas sobre grillas de TEM recubiertas con una pelicula de polivil butiral (Pioloform®).
Para ello, las grillas se sumergieron en una solucion de la proteina y posteriormente se
fijaron con glutaraldehido. Posteriormente, se colocaron sobre gotas de una solucion de
HAuUCl+.3H.0 y luego se llevaron a un desecador que contenia una solucion de NaxS
acidificada con HCI. Asi, se produjo una reaccion lenta de las muestras con el gas H.S en
el desecador. El tratamiento con gas dio como resultado una superficie decorada con
nanoparticulas de oro de 5 nm dispuestas regularmente de acuerdo con la geometria
reticular de la plantilla de proteina.

Empleando plantillas autoensambladas sobre grillas de TEM recubiertas con
carbono de SLP aisladas de Bacillus subtili se obtuvieron arreglos de nanoparticulas de Au
y Ag. Para esto, las grillas se colocaron en la interfaz liquido-aire de una solucion de la
proteina y posteriormente se fijaron con glutaraldehido. La grilla recubierta con la monocapa
de proteina se expuso a una solucion de acido cloroaurico. La sintesis de AuNP se logro
exponiendo la grilla recubierta a hidracina, obteniendo un conjunto ordenado de
nanoparticulas de oro de alrededor de 6-7 nm, que replicaron la geometria de la bioplantilla
de SLP. Se siguio un proceso similar para la sintesis de AgQNP, para esto la incubacion se
realizo con nitrato de plata. Nuevamente, la obtencion de AgNP (4-5 nm) dispuestas en un
ensamblaje periddico que confirmd la formacion de las MNPs dentro de los poros de la SLP
[Puranik et al., 2008].
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Finalmente y en palabras de Pum & Sleytr (2014), “.. no se conoce de la existencia
de otra matriz biologica que proporcione las mismas propledades universales
excepcionales como sistemas de autoensamblaje que las profeinas de capas-S”, por lo
que recientemente comenzaron a ser explotadas en una gran variedad de areas tanto
bioldgicas y médicas como tecnologicas y aplicadas.

Por lo mencionado en este apartado, el conocimiento y el control del proceso de
autoensamblaje de las SLP y de su interaccion con las superficies son de primordial
importancia para el desarrollo de nuevos materiales que aprovechen sus propiedades
[Szleifer, 1997].

Hay pocos estudios sistematicos que exploren la interaccion de SLP con superficies
de diversa naturaleza con la intencién de sintetizar arreglos regulares de MNPs. Como se
presentd en este apartado, la mayoria de las investigaciones se basan en la utilizacion de
las grillas de TEM/SLP como soporte para la sintesis de MNPs. Una clase de materiales que
despiertan gran interés son los polimeros, entre sus distintas formas, las particulas
poliméricas en dispersion acuosa aparecen como candidatas como soporte dada la
versatilidad que pueden ofrecer en su disefio, ademas de las aplicaciones que pueden
derivarse de su empleo. Por tales motivos, a continuaciéon se presentaran los conceptos
mas relevantes sobre las particulas poliméricas y su interaccion con las proteinas.

.3 SISTEMAS POLIMERICOS

Los avances en la quimica de polimeros y la fisico-quimica de los polimeros
coloidales permiten la preparacion de nanoparticulas poliméricas con propiedades a
medida en una amplia variedad de composicion, tamano, estructura y funcionalidad
superficial que se pueden utilizar para generar plataformas multifuncionales [Rao &
Geckeler, 2011; Vauthier & Bouchemal, 2009; Asua, 2002]. Dos de los polimeros mas
empleados en la preparacion de dispersiones acuosas son los poliacrilicos y los
poliuretanos, para los cuales existen técnicas de sintesis bien descriptas [Makshina et al.,
2019; Sardon et al., 2015]. Dado que en este trabajo se emplearan dispersiones acuosas
de particulas acrilicas y poluretanicas, en esta seccion se presentaran los principales
aspectos vinculados a estos polimeros.

[.3.1 Polimeros acrilicos

Durante las ultimas décadas, la ciencia de los polimeros se ha desarrollado
significativamente, dando como resultado el disefio y la sintesis de materiales duraderos y
versatiles para multiples aplicaciones de la vida cotidiana incluidos los textiles, electronica,
juguetes y envases para alimentos [O’dea et al., 2020].

Los poliacrilatos y polimetacrilatos (comunmente conocidos como polimeros
acrilicos) son polimeros preparados a partir del acido acrilico y metacrilico y sus
correspondientes ésteres, presentados en el esquema [.1. Estos polimeros exhiben
propiedades muy interesantes como buenas propiedades mecanicas, estabilidad térmica,
y transparencia que permiten su empleo en diversas aplicaciones [Veith et al., 2012].
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Los polimeros acrilicos son parte de la familia conocida como polimeros vinilicos y
la polimerizacién de estos mondmeros se da gracias a la presencia de un doble enlace
reactivo. La reaccion de polimerizacion procede por adicion sucesiva de mondmeros en un
mecanismo conocido como crecimiento de cadena, existiendo diferentes técnicas para
llevar a cabo esta polimerizacion por adicion radicalaria. En general, las técnicas mas
empleadas son la polimerizacién en masa, polimerizacién en solucion, polimerizacion en
suspension, polimerizacion en emulsion y polimerizacion en miniemulsion, de ellas, las tres
ultimas conducen a la obtencion de dispersiones acuosas.

H,C 0 H,C O

\

Acido acrilico Acido metacrilico

Esquema I.1 Estructura del acido acrilico y del acido metacrilico, de los cuales se deriva
la familia de los mondmeros acrilicos (ésteres acrilicos).

En este trabajo, para la preparacion de las particulas poliacrilicas en dispersion
acuosa que se emplearon, se utilizd la polimerizacion en emulsion, por lo que se
profundizara a continuacion la explicacion de esta técnica.

[.3.1.1 Polimerizacion en emulsion

La polimerizacion en emulsion consiste en dispersar un mondémero insoluble en
agua en una fase acuosa mediante la ayuda de surfactantes o emulsificantes, formando de
esta manera una emulsion (dispersion coloidal de un liquido en otro). Posteriormente se
lleva a cabo una polimerizacion mediante un procedimiento de radicales libres por el
agregado de un iniciador. Esta técnica presenta algunas ventajas respecto a otras, entre
las cuales se destacan un mejor control del proceso gracias al estado fisico del sistema y
una menor injerencia de problematicas asociadas a aspectos térmicos o de viscosidad
[Odian, 2004].

Los principales monémeros empleados en polimerizacion en emulsion pueden
clasificarse en dos subgrupos segun el valor de su Tg. Un grupo denominado “hard” (de
alta Tg) incluye al estireno, cloruro de vinilo, acetato de vinilo, metacrilato de metilo,
mientras que al grupo denominado soft (de baja Tg) pertenecen el butadieno, acrilato de
butilo, y acrilato de 2-etilhexilo, entre otros. El surfactante mas comunmente utilizado es el
laurilsulfato de sodio, de naturaleza ionica. El iniciador empleado puede ser de activacion
térmica como el persulfato de potasio o el persulfato de amonio, como también de
activacion redox como el bisulfito de sodio. Los iniciadores térmicos usados generalmente
requieren de una temperatura de la mezcla de reaccion acorde a su temperatura de
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descomposicion, mientras que los iniciadores redox ofrecen la posibilidad de trabajar a
temperaturas mas bajas [Asua, 2007].

Esta técnica conduce a la obtencién de particulas poliméricas dispersas en un
medio continuo, comunmente agua, denominadas como latex. Estas particulas de polimero
son en su mayoria esféricas, sin embargo esta morfologia puede modificarse variando las
condiciones de sintesis permitiendo su adecuacion a distintas aplicaciones. El diametro
promedio de las particulas obtenidas varia entre los 50 y 1000 nm, mas comunmente en el
rango de 80 a 300 nm [Barandiaran et al., 2007; Wang et al., 1994; Asua, 2007].

La polimerizacion en emulsion puede llevarse a cabo en tanques agitados
semicontinuos, continuos, o en baich, empleandose este Ultimo método cuando se desea
copolimerizar mondmeros cuya reactividad es similar.

La polimerizacion en “batch” utilizada en este trabajo implica la adicion de todos los
reactivos al reactor desde el inicio, lo que la convierte en un proceso simple. Tipicamente,
en primer lugar se prepara y calienta la emulsion del/los mondmero/s en presencia del
surfactante hasta alcanzar la temperatura de reaccion. Posteriormente, se agrega una
soluciéon de un iniciador para dar comienzo al proceso de polimerizacion. La mezcla de
reaccion debe agitarse durante todo el periodo de polimerizacion con el objetivo de lograr
una buena homogeneizacion del sistema y una 6ptima disipacion del calor [Lovell & Schork,
2020].

Cuando un surfactante se adiciona al agua, sus moléculas se reorientan para formar
agregados hidratados conocidos como micelas. Para que se dé esto, el surfactante debe
alcanzar una concentracion determinada conocida como “concentracion micelar critica”.
Si a este sistema formado por micelas se le adicionan mondmeros insolubles o de baja
solubilidad, estos pueden existir en tres formas dentro de la fase acuosa:

[. dentro de las micelas: algunas moléculas del monémero pueden estar dentro de
las micelas, volviéndose de esta forma “solubles” en agua.

ll. aglomerados emulsificados (gotas): éstos son parcialmente “solubles” en agua
por adsorcion del emulsificante.

[ll. moléculas discretas en la fase acuosa: debido a que los mondémeros no son
totalmente insolubles en agua, algunas moléculas del mismo se encuentran disueltas en
esta fase

Antes de que ocurra la polimerizacion, el sistema se encuentra en un equilibrio
dinamico entre las diferentes partes del mismo. Cuando se inicia la reaccion de
polimerizacion, el iniciador se disocia en radicales libres y éstos reaccionan con el
monomero disuelto formando la especie que se propaga en el medio acuoso. Asi, los
radicales formados en fase acuosa desde los iniciadores hidrosolubles reaccionan con los
mondmeros disueltos formando los oligoradicales que pueden:

I.  Entrar en las particulas poliméricas
Il.  Entrar en la micela (nucleacion heterogénea)
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lll. Propagarse en fase acuosa hasta volverse insolubles y precipitar formando
nuevas particulas poliméricas (nucleacion homogénea)
IV.  Terminar con otros radicales en fase acuosa

La probabilidad de cada evento depende de las condiciones del sistema en cuanto
al numero de particulas poliméricas, la concentracion del emulsionante, la concentracion
del iniciador y la de mondmero, y del tipo de polimerizacion.
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Figura 1.6 Representacion del mecanismo de polimerizacion en emulsion

Dentro de la micela, en un entorno rico en monémero, comienza la polimerizacion
formando rapidamente una cadena en un proceso conocido como nucleaciéon heterogénea
(formaciodn del polimero por ingreso del radical a la micela). Sin embargo, también existira
polimerizacion cuando los oligoradicales en solucion crecen en la fase acuosa y luego de
alcanzar un determinado tamafo (largo de cadena) precipitan estabilizados por el
emulsificante en lo que se conoce como nucleacion homogénea (mas predominante cuanto
mas hidrosolubles sean los mondmeros). Por lo mencionado previamente, durante la
nucleacion coexisten en la mezcla: gotas de monomeros, monomeros en micelas vy
polimeros en micelas, como puede verse representado en la figura |.6. Las particulas
poliméricas compiten por los radicales libres permanentemente. Cuando el monémero es
consumido para formar con el radical el polimero, este es reemplazado por mas monémero
que difunde desde las gotas a través de la fase acuosa aumentando el tamafo de la
particula y disminuyendo el de la gota monomérica. Las micelas desaparecen luego de un
tiempo y se convierten en particulas de polimero por la entrada directa de un radical, y por
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su destruccion para proveer surfactante que estabilizara las cadenas poliméricas ya
formadas que precipitaran hacia la fase acuosa. Luego de un tiempo, se agota la
disponibilidad de micelas, dandose asi por finalizado el proceso de nucleacion conocido
como intervalo |, luego del cual ya no se formaran nuevas particulas, no habra mas
nucleacion heterogénea, ni surfactante libre para estabilizar la nucleacion homogénea. A
continuacion comienza el denominado intervalo Il. En esta etapa el sistema esta
conformado por las gotas de mondmero y el polimero formado previamente. Los
mondmeros consumidos se van reemplazando por mas mondmero que difunde desde las
gotas que actuan como repositorio de monomeros para la micela atravesando la fase
acuosa. Con el paso del tiempo las gotas de mondmero desapareceran marcando el final
del intervalo Il. Por ultimo, en el intervalo lll, se observa la mayor tasa de conversion,
consecuentemente, la cantidad de mondémero en la particula polimérica decrece
continuamente.

[.3.1.1.1 Caracteristicas microestructurales

Los polimeros obtenidos por emulsién son materiales complejos y sus aplicaciones
estaran determinadas, principalmente, por sus caracteristicas microestructurales. Algunas
de las mas importantes son su composicion y distribucion de la secuencia de monémeros
(MSD), la distribucion de peso molar (MWD), la arquitectura del polimero (ramificado,
injertado, reticulado, con determinado contenido de fraccion gel), la funcionalidad
superficial en la particula, su morfologia y la distribucion de tamario.

A continuacion, se discutiran brevemente los principales métodos de control de las
caracteristicas microestructurales de mayor interés en este trabajo:

I.  Composicion del copolimero: La composicion del polimero se define principalmente
a través de la seleccion de los mondémeros a utilizar en su sintesis. Mediante la
adecuada seleccion de los mondmeros es posible producir polimeros con diferente
funcionalidad, confiriéndoles diferentes caracteristicas superficiales a las particulas
poliméricas ademas de afectar a las propiedades del polimero.

[Il.  Distribucion de peso molecular: La longitud de la cadena polimérica formada por
adicion radicalaria estara dada por el resultado de la competencia entre las
reacciones de prolongacion y de terminacién. El peso molecular se vera afectado
por variaciones en la concentracion y el tipo de iniciador, el nimero y tamafio de las
particulas poliméricas y la concentracion de monémero

. Distribucion de tamaro de particula: La distribucion de tamafo de las particulas
afecta el comportamiento reoldgico del latex, que a su vez afecta la transferencia
de calor y masa en el sistema, la estabilidad coloidal, la capacidad de formar films
y limita asi las posibles aplicaciones. El tamafio de la particula polimérica depende
directamente del proceso de nucleacion, la forma mas eficiente de modificarlo es el
aumento en la concentracion del surfactante.

IV. Morfologia de la particula: La morfologia de las particulas serd producto de la
interaccion entre el control termodinamico y difusional del proceso.
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Termodinamicamente sera preferencial aquella morfologia que posea la menor
energia superficial (esférica). Si se desea obtener algun tipo de morfologia particular
esta debera ser convertida en la preferencia termodinamica del sistema,
modificando la energia superficial a través de la variacidon en las tensiones
interfaciales.

Gracias al control sobre las propiedades de las particulas que ofrece la
polimerizacion en emulsion, en un proceso relativamente sencillo, la misma es una de las
técnicas mas empleadas para la preparacion de sistemas poliméricos en fase acuosa
[Asua, 2007].

[.3.2 Poliuretanos

Los poliuretanos se sintetizan mediante una reaccion de poliadicion en etapas a partir de
compuestos polihidroxilados (ya sean moléculas sencillas o polimeros como poliéteres o
poliésteres) normalmente conocidos como polioles, y poliisocianatos (también sencillos o
poliméricos), ambos con funcionalidad igual o superior a dos, formando enlaces uretano
[Charlon et al., 2014 ;Weil, 1993]. Esto se representa en esquema |.2.

nHO-R-OH + nOCN-R’-NCO—> HO—(—R-OCONH-R'-NHCO-GHR-OCONH-R'-NCO

Esquema |.2 Esquema de sintesis de los poliuretanos

La amplia variedad de sustancias disponibles para la eleccion de las materias
primas permite realizar diversas combinaciones en la sintesis de estos sistemas,
pudiéndose obtener en consecuencia un gran numero de poliuretanos con propiedades
muy diferentes. Las propiedades finales del material poliuretanico estaran determinadas por
la funcionalidad del poliol y el poliisocianato, la naturaleza quimica de Ry R" y la relacion
poliol/poliisocianato, como también por la temperatura a la cual es llevada a cabo la
reaccion, el solvente utilizado, tipo y cantidad de catalizador empleados, entre otras
variables [Charlon et al., 2014; Pauzi et al., 2014].

Gracias a esta versatilidad en el proceso de obtencion se pueden sintetizar
poliuretanos con una variada gama de propiedades como resistencia mecanica, tenacidad,
buena resistencia a la abrasion, la corrosion y el ataque quimico y una buena flexibilidad a
baja temperatura. En funcién de las distintas propiedades microestructurales, los
poliuretanos han sido utilizados en las formulaciones de pinturas, revestimientos, aislantes,
recubrimientos, etc. [Taheri & Sayyahi, 2016; Sridaeng et al., 2015; Ismail, et al., 2011].

Los sistemas poliuretanicos que se obtuvieron en este trabajo fueron dispersiones
acuosas de poliuretanos, cuyo desarrollo e interés se ha incrementado continuamente
debido a las distintas leyes que restringen la cantidad de compuestos organicos volatiles
permitidos, lo que impulsa la produccion de estas dispersiones mas amigables con el medio
ambiente [Akindoyo et al., 2016]. Dentro de los métodos desarrollados para la obtencion
de poliuretanos dispersables en agua se encuentran el método del prepolimero en masa o
en solucién, por fusién-dispersidén-condensacion, via cetimina-cetazina, en miniemulsion y
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por métodos no-isocianato. En este trabajo se optd por el primero de ellos, el método del
prepolimero en masa, sobre el cual se profundizara a continuacion.

|.3.2.1 Método del prepolimero

El método del prepolimero es un proceso de multiples etapas que involucra
inicialmente la reaccion en masa de un poliol con un exceso molar de diisocianato, con
participacion de una molécula que aporte un grupo funcional ionizable. Un esquema de las
reacciones involucradas en este procedimiento se muestran en el esquema I.3 A traves de
la reaccion entre éstos, se obtiene un prepolimero de bajo peso molecular con grupos
isocianato terminales, que posteriormente se convierte a un prepolimero iondbmero
mediante una reaccion acido-base. La molécula que se emplea para introducir el grupo
ionizable suele ser un diol conteniendo un grupo carboxilico (como por ejemplo el acido
dimetilolpropionico-DMPA) dara origen a un aniondmero, o puede incluir una funcionalidad
béasica y dar origen a un cationémero luego de la ionizacion (se puede emplear por ejemplo
N-metildietanolamina) [Delpech ,1996].

CH;
H,
nHO—OH + M OCN——R'—NCO + X OH——©~C CH,OH
l COOH

CHs

OCN—R‘eOOCNH-R'-HNCOO-CHQ-C—CHZ-OCONH-R'-HNCOO-R%NCO

COOH Prepolimero

iNR3

CHs
OCN—R—QOOCNH-R'-HNCOO-CHZ-C—CHQ-OCONH-R'-HNCOO-R?—NCO

COO" *NHR;  Prepolimero ionizado

H,O
H,N-R""-NH,

0 CH, 0
AN NH-C-NH-R——0OCNH-R -HNCOO-CH,-C——CH,-OCONH-R"-HNCOO-R ——NH-C-NH-R"-NHw

COO™ *NHRj4
Dispersion acuosa de poli(uretano-urea)

Esquema 1.3 Representacion esquematica de la sintesis de poliuretanos en dispersion
acuosa preparados por el método de prepolimero en masa.
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Para la neutralizacion del prepolimero uretanico se utiliza habitualmente una amina
terciaria (si se tratara de un anionédmero) o con un acido organico (en caso de tratarse de
un cationémero) [Krol & Krol, 2020].

En una etapa siguiente se lleva a cabo la dispersion en agua del iondmero en
simultaneo con un aumento del peso molecular producto de una reaccion de extension de
cadena, la que se logra por el empleo de una molécula bifuncional (una diamina o un diol
de bajo peso molecular) que reaccione con los grupos isocianato terminales. El paso de
dispersion debe realizarse en un periodo corto de tiempo a una temperatura por debajo del
punto critico donde los grupos -NCO comienzan a reaccionar con el agua [Honarkar, 20177,
con una viscosidad de la mezcla de reaccion adecuada. De ser necesario, puede agregarse
a la mezcla alrededor de un 12-15 % p/p de un solvente organico para reducir su viscosidad
y facilitar la dispersion del prepolimero.

La naturaleza y la cantidad de grupos ionizables introducidos en la cadena del PU
tienen efectos significativos sobre sus propiedades. En el caso de los iondmeros, variando
la cantidad de la molécula que aporta los grupos ionizables (por e€j., el DMPA en un
anionbmero) se logra modificar las propiedades fisicoquimicas de las dispersiones, como
por ejemplo su tamano y densidad de carga superficial [Krol & Krol, 2020].

Se ha confirmado que la estabilidad coloidal de los PUD aumenta conforme la
cadena se torna mas hidrofilica. Esto se da como resultado del aumento del potencial zeta
conforme se incrementa la relacion molar DMPA/poliol, producto de lo cual se da una
disminucién en el tamafo promedio de las particulas [Zhou et al., 2016].

.4 INTERACCION ENTRE PROTEINAS Y SUPERFICIES
POLIMERICAS

La interaccion entre particulas de polimero y proteinas ha atraido la atencién en los
ultimos afos, dado que su explotacion deriva en numerosas aplicaciones potenciales,
incluidas las bioseparaciones, diagnéstico por imagenes, biosensores, administracion de
farmacos y biochips, entre otras [Hoshino et al., 2014; Kim & Yoon, 2002]. La combinacion
de polimeros sintéticos con proteinas imparte a las ultimas caracteristicas y funciones
adicionales, incluyendo anfifilicidad a medida, diversos modos de autoensamblaje,
comportamiento de separacion de fases entre otros. El peso molecular de las cadenas
poliméricas, el sitio y tipo de interaccion utilizada, entre otros, son parametros de
importancia critica para mantener la bioactividad y propiedades de las proteinas en el
sistema proteina-polimero resultante [Boyer, et al., 2011].

|.4.1 Adsorcion de proteinas sobre superficies poliméricas

La adsorcion de proteinas se puede definir como la adhesion o el pegado de
proteinas sobre una variedad de superficies. Las proteinas pueden ser proteinas séricas,
enzimas, anticuerpos, antigenos, etc., mientras que algunas de las superficies mas
utilizadas son superficies inorganicas (metales, ceramicos), y polimeros. Los términos
comunmente empleados para describir a quienes participan del proceso son: adsorbato y
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adsorbente. En la adsorcion de proteinas sobre particulas de polimero, el adsorbato es
proteina y el adsorbente las particulas de polimero [Kim & Yoon, 2002].

La adsorcion de las proteinas sobre las superficies poliméricas puede darse de dos
formas. Una de ellas, denominada adsorcién quimica, involucra la generacion de un enlace
covalente entre la superficie y la proteina a través de diversas estrategias [Nobs et al., 2004,
Zeng et al., 2006], una de las mas usadas es la reaccion entre los grupos amino de los
residuos proteicos y los grupos acido o aldehido de los polimeros [Ge et al., 2007; Kim et
al., 2005]. Otra de las estrategias quimicas utilizada implica la vinculacion de los residuos
de cisteina a la superficie por quimica tiol-alqueno en reacciones tipo tiol-maleimida [Boyer
et al., 2009]. Finalmente, se han desarrollado técnicas de enlace covalente via quimica
azida-alquino mediante la cual se ha logrado unir proteinas a polimeros con éxito [Boyeret
al., 2008; Droumaguet & Velonia, 2008; Agut et al., 2007].

Por otro lado, la adsorcion fisica (empleada en este trabajo) es la que resulta de
interacciones débiles entre los componentes (interacciones de tipo electrostaticas,
hidrofobicas, de Van der Waals, puente de hidrogeno). En esta linea, se ha explotado en
gran escala la interaccion electrostatica entre los grupos carboxilato de la superficie
polimérica y los residuos catiénicos, con grupos amino, de las proteinas [Schmidt et al.,
2006; Sandanaraj et al., 2005]. Si bien esta estrategia no implica selectividad de enlace, se
han reportado casos en los que la interaccion electrostatica presenta selectividad para
algunas proteinas [He et al., 2009].

La estrategia no covalente (fisica) presenta algunas ventajas respecto a la via
covalente, principalmente la facilidad y rapidez de las técnicas y la posibilidad de aplicarlas
a un gran rango de proteinas. Sin embargo, las interacciones fisicas son débiles en
comparacion con las covalentes y en algunos casos puede derivar en la liberaciéon de la
proteina. Finalmente, debido a este Ultimo aspecto, las estrategias covalentes con enlaces
fuertes pueden conducir a una pérdida de actividad biolégica de la proteina [Boyer et al.,
2011].

Aungue los mecanismos de adsorcion de las proteinas sobre las superficies
poliméricas no se comprenden completamente, se conocen algunas caracteristicas
fisicoquimicas que influyen en estos fendmenos [Nakanishi et al., 2001; Van Tassel, 2003].
Estas se relacionan con las caracteristicas de la proteina (tamafo, estabilidad,
concentracion, funcionalidades e interacciones proteina-proteina); la energia libre
superficial del soporte (balance hidrofilico/hidrofobico y polaridad); la carga superficial y las
interacciones electrostaticas relacionadas; naturaleza quimica, espesor, densidad y
movilidad de los grupos funcionales superficiales; micro y nano topografias y rugosidades;
despliegue en el tiempo; efecto de la adsorcidon competitiva; entorno (pH, sales,
temperatura, etc.). Los principios termodinamicos que gobiernan la adsorcién involucran
términos entropicos y de entalpia que favorecen o no la adsorcion. La entalpia implica
fuerzas intermoleculares como las de van der Waals, las de Coulomb, y las acido-base de
Lewis, mientras que la entropia se basa en interacciones hidrofébicas, entropia
conformacional y movilidad restringida. La adsorcion ocurrirda cuando el cambio en la
energia de Gibbs (G) se vuelva negativo y haya un resultado neto entre las interacciones
de atraccion y repulsion entre la superficie del material, las moléculas de proteina y el
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solvente. En general, se cree que la adsorcién de proteinas ocurre a través de varios
estados de equilibrio. Primero, las proteinas son transportadas a la superficie, luego forman
una capa limite energética con union y algunos reordenamientos estructurales. Ademas, se
pueden separar y transportar fuera de la superficie. Durante el paso de adsorcion, una
proteina puede desplegarse rapidamente en la superficie para adaptar su energia al nuevo
entorno. La adsorcion en si ocurre en microsegundos a milisegundos, mientras que la
relajacion exige periodos mucho mas largos, que van desde horas hasta dias. En el caso
de una afinidad de proteina por la superficie muy fuerte, los estados de no equilibrio pueden
ser retenidos 0, en otras palabras, se adsorberan irreversiblemente a la superficie [Norde
& Haynes, 1995]. La primera capa de proteinas puede adsorberse de forma reversible o
irreversible, mientras que la segunda capa tiende a adsorberse de forma reversible debido
a la poca o ninguna afinidad entre las propias moléculas causada por retencion de agua
[Lundstrém, 1985] o debido a su estado compacto altamente regular y al desdoblamiento
incompleto causado por su débil flexibilidad [Norde & Haynes, 1995]. La adsorcion de
proteinas también se vera influenciada por las heterogeneidades de la superficie y la
presencia de moléculas pre-adsorbidas [Horbett & Brash, 1987]. Otros factores
importantes que influyen en la bioadhesion son la estabilidad conformacional de la proteina
en estado nativo, las cantidades relativas de hélices a y laminas $, la hidrofobicidad general
y la carga eléctrica en las condiciones de adsorcion. Desde el punto de vista de la superficie,
su hidrofilicidad/hidrofobicidad, polaridad, carga y caracteristicas topograficas son algunas
de las propiedades superficiales que gobiernan la adsorcion de las proteinas sobre la
misma, lo que se representa esquematicamente la figura I.7.
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Figura 1.7 Propiedades fisicas de las particulas poliméricas que influyen en el proceso de
adsorcion de proteinas.

Una proteina con una conformacion débilmente estable mejora la adsorciéon en un
soporte aumentando la entropia; esto ocurre por diferentes vias influenciadas por la relacion
hidrofobicidad/hidrofilicidad del soporte. En contacto con la superficie hidrofébica, la
proteina se adsorbe a través de sus diferentes regiones hidrofobicas superficiales. Después
de esto, la proteina se desplegara sobre esta superficie exponiendo su nucleo hidrofébico
en orden de reducir el area superficial hidrofébica neta del sistema hacia el solvente
[Castells & van Tassel, 2005]. Ademas, es importante notar que tanto el sitio de unioén de
la proteina como del polimero, se encuentran completamente solvatados previo a la union
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y los grupos polares forman uniones puente de hidrégeno con el solvente. Esto genera que
durante el proceso de union entre la biomolécula y el polimero, se pierda parte de la capa
de solvente que rodea la superficie de ambos, que es expelida hacia el seno del mismo,
involucrando la rotura de numerosos puentes de hidrogeno formados con las moléculas de
agua de la primera capa de solvatacion [Poncin-Epaillard et al., 2012]. El despliegue de la
proteina va acompanado de la liberacion de moléculas de agua desde la interfase, lo que
conduce a una ganancia de entropia del sistema [Patel et al., 2012] (Figura 1.8).

Ay Desnaturalizacion
A _-.____/ __.-—"'-
(‘_'__—-‘ i3

Figura 1.8 Adsorcién de una proteina sobre una superficie polimérica, proteina
hidratada, adsorcion y deshidratacion.

Por otro lado, las superficies hidrofilicas interactuan con los grupos funcionales
polares y cargados de la superficie de la proteina. Sin embargo, en este caso, las proteinas
tienen una tendencia mucho menor a desplegarse irreversiblemente en la superficie [Wertz,
& Santore, 2001]. En ambos casos, los cambios del estado de hidratacion tienen un gran
impacto. Es decir, las moléculas de agua estan fuertemente unidas a las proteinas y
superficies, a través de interacciones electrostaticas y enlaces puente de hidrogeno,
manteniendo a los grupos solvatados. Si las superficies de la proteina y el soporte son
polares, su hidratacion es favorable y las moléculas de agua retenidas en la interfase
evitaran o disminuiran la adsorcion (Figura 1.8) [lwasaki et al., 2006; Karlsson et al., 2004].
Con las superficies polares, las proteinas "duras" (poco flexibles o estables) se adsorberan
solo si son atraidas electrostaticamente, mientras que las proteinas "blandas" (flexibles o
inestables) experimentaran cambios abruptos que resultaran en un aumento de la entropia
conformacional lo suficientemente grande como para provocar su adsorcion a superficies
que de otro modo la repelerian electrostaticamente [Malemsten, 1998].

Generalmente, tanto la superficie como la proteina estan cargadas eléctricamente
y rodeadas de contraiones que neutralizan la carga superficial. Las interacciones
electrostaticas juegan un papel importante en interacciones proteina/polimero. En algunos
estudios se ha examinado la adsorcion de proteinas con diferentes estructuras sobre
superficies poliméricas con carga positiva y negativa, observandose que la presencia de
cargas negativas [Scotchford et al., 2002] o positivas [MacDonald et al., 2002] lograron
incrementar la cantidad de proteinas adsorbidas. Las dobles capas eléctricas formadas
potenciaran la atraccion electrostatica si la proteina y la superficie tienen cargas opuestas
0 la repulsion silas cargas son las mismas. La adsorcion méaxima ocurre cuando la densidad
de carga de la proteina coincide exactamente con la de la superficie, 1o que da como
resultado una carga neta cero en la region de contacto. La adsorcion (en menor medida)
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también se puede observar en las superficies que contienen la misma carga que la proteina.
Esto indica que las fuerzas electrostaticas globales afectan la adsorcion pero no
necesariamente la dominan [Hartvig et al., 2011]. Las interacciones electrostaticas estan
fuertemente influenciadas por el pH y la fuerza idnica de la solucion vy, por lo tanto, a baja
fuerza ionica, las proteinas catidnicas se unen a las superficies anionicas de forma
reversible. Para la mayoria de las proteinas, la adsorcion en una superficie es maxima en
Sus puntos isoeléctricos, porque las interacciones proteina-solvente se vuelven menos
favorables y las interacciones proteina-proteina mas favorables, debido a la carga neta cero
entre ellas. A pH lejos del pl de las proteinas, es muy probable que se retenga la formacion
de la doble capa debido a las repulsiones electrostaticas, ya que la carga en las superficies
de las proteinas se vuelve mas importante. Por otro lado, las proteinas son mas estables en
su pl [Silva et al., 2010].

Otro factore superficial que influye sobre la adsorcion de las proteinas es la
topografia de la superficie, respecto a esto, algunos estudios han revelado la influencia de
la nanotopografia en la adhesion de proteinas [Lord, et al., 2010]. Las caracteristicas
topogréficas incluyen rugosidad, curvatura y caracteristicas geométricas especificas. La
humectabilidad local de la superficie también se modula e induce diferentes grados de
empaqguetamiento geométrico de las proteinas [Roach, et al., 2007]. El efecto general de la
rugosidad de la superficie no esta claro, algunos reportes sugieren que la cantidad de
proteina adsorbida no se ve afectada o lo hace muy moderadamente por la rugosidad de la
superficie a la que se enfrenta pero sin cambios conformacionales [Cai et al., 2006];
mientras que otros informes revelan un gran aumento de las proteinas adsorbidas vy
cambios abruptos en su conformacion tras la adsorcion [Han et al., 2003]. También se
afirmd que las proteinas con dimensiones en el mismo orden que la rugosidad de la
superficie no son alteradas conformacionalmente por la superficie, y las proteinas con
dimensiones mucho mas pequefias 0 mucho mas grandes sufren cambios tras la adsorcion
[Galliet al., 2002]. No se encontrd aun una relacion lineal entre la rugosidad de la superficie
y la adsorcion de proteinas [Fournier, 1999]. Por otro lado, Roach y col. (2006)
comprobaron que el grado de curvatura también puede afectar la adsorcion, observando
que al disminuir la curvatura superficial una proteina como la albumina de suero bovino
(BSA) se desnaturaliza mientras que el fibrinbgeno bovino (Fg) se desnaturaliza con el
aumento de esta. Otro estudio [Lee et al., 2004] mostré la dependencia de la adsorcion no
solo de la topografia del sustrato sino también de la morfologia de la proteina (hebra o
globular).

La funcionalidad quimica de la superficie polimérica también afectara a la adsorcion
de proteinas [Zhang et al., 2006], dado que la presencia de grupos funcionales que aporten
propiedades particulares a las superficies (hidrofilicidad/hidrofobicidad, carga) impactara
en los mecanismos de adsorcion de proteinas. Las funcionalidades mas examinadas en
cuanto sus efectos sobre la adsorcion son carboxilos (-COOH), hidroxilos (-OH), aminos (-
NH:) y metilos (-CHs) [Tang et al., 2008].

Roach y col. (2005) investigaron los efectos de las superficies hidrofobicas (-CHs) e
hidrofilicas (-OH) sobre la adsorcion de BSA y Fg. Sus resultados indicaron que la BSA
presentd una afinidad mas fuerte con la superficie metilada. Sin embargo, Fg se adhiri6 a
ambas superficies.
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Asi, la naturaleza fisica de la unién proteina-polimero es un fendbmeno complejo, del
que aun guedan muchos aspectos por comprender. Como se indico, el mecanismo de
adsorcion depende tanto de las propiedades superficiales y conformacion de las proteinas,
como también de las propiedades fisicoquimicas de la superficie polimérica, en este
sentido, las particulas poliméricas son materiales con caracteristicas distintivas que
requieren un analisis en particular dentro de los materiales polimericos.

l.4.1.1 Interaccidn entre proteinas y particulas poliméricas

Gracias a las técnicas de sintesis disponibles en la actualidad, se pueden preparar
particulas poliméricas con diversa composicion, morfologia y propiedades fisicoquimicas
definidas, que permiten estudiar racionalmente el fendmeno de interaccion de éstas con
diversas proteinas.

En el andlisis de la adsorcion de proteinas sobre particulas poliméricas en
suspension se debe tener en cuenta la naturaleza dinamica del proceso que imposibilita
realizar el estudio bajo las aproximaciones del analisis de la adsorcion sobre superficies
laminares fijas. En este tipo de sistemas, el equilibrio de adsorcion sobre particulas
poliméricas es rapido y muy dinamico dado el continuo movimiento de los adsorbentes. Por
esto, el seguimiento del proceso queda limitado a la cuantificacion del contenido de proteina
residual en la fase acuosa luego de separar las particulas poliméricas. Se ha comprobado
que esta técnica da suficientes datos confiables y reproducibles, pero no permite obtener
informacion cinética ni conformacional [Kim & Yoon, 2002].

Como se menciond para las superficies poliméricas en general, hasta el momento
se han utilizado dos diferentes estrategias, denominadas covalentes (quimica) y no
covalentes (fisica), para combinar proteinas con particulas poliméricas presintetizadas tales
como particulas en dispersion acuosa, dendrimeros, micelas y vesiculas. La estrategia no
covalente emplea metodologias “/ayer by layer” (capa por capa) generalmente a través de
interacciones electrostaticas, atracciones hidrofébicas o uniones selectivas por bioafinidad.
En la figura 1.9 se representan ambos tipos de estrategias. Mientras que es comun que en
el sistema polimero-proteina las proteinas pierdan su actividad bioldgica (y sus propiedades
especificas) cuando la union es covalente, la estrategia no covalente basada en
interacciones electrostaticas ofrece una alternativa amigable con las proteinas que
generalmente no altera la actividad biolégica de la proteina nativa permitiendo que se
mantengan sus propiedades especificas, como la estructura secundaria y su actividad
enzimatica entre otras [Boyer et al., 2011].
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Figura 1.9 Representacion de la union por via no covalente (arriba) y covalente usando un
sitio reactivo especifico en la proteina (abajo) [Boyer et al., 2011]
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Figura .10 Interaccion entre proteinas y particulas poliméricas

Desde el punto de vista de la composicion, las particulas poliméricas pueden poseer
cargas negativas o positivas debido a la presencia de grupos funcionales neutros (polares
y no polares), anidnicos o catidnicos en superficie, por lo que se pueden establecer enlaces
de diferente naturaleza con la proteina (Figura 1.10). La adsorcién de proteinas séricas
sobre superficies poliméricas tiene multiples implicaciones biomédicas, por este motivo
dicho proceso es uno de los mas estudiados. Dentro de esta familia de proteinas, la
adsorcion no covalente de BSA sobre superficies con distinta funcionalizacion ha sido
ampliamente reportada. Funcionalizando en distinta medida la superficie de microesferas
de poliestireno con grupos carboxilicos (provenientes del acido metacrilico), se reportd una
disminucion de la contribucion de interacciones hidrofdbicas BSA-polimero conforme
desciende la cantidad de grupos carboxilos en superficie. Las superficies altamente
carboxiladas presentaron una mayor contribucion de interacciones de puente de hidrogeno
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en el proceso de adsorcion. Un aspecto relevante de este reporte es la dependencia de la
naturaleza de enlace con el pH, al acercar el pH del medio al pl de la proteina se logro
minimizar la contribucion de interacciones electrostaticas al proceso [Haynes et al., 1994a;
Haynes et al., 1994b; Yoon et al., 1996]. La interaccion de la BSA y otras proteinas como
la fibronectina, inmunoglobulina G, albumina, vitronectina, y fibrinbgeno cumple un rol clave
en la regulacién de los procesos celulares asociados al implante de biomateriales [Vogler,
2012].

Dentro de los trabajos en los cuales se ha explotado la interaccion electrostatica se
encuentra el de Carmona-Ribeiro (2003) en el que se preparo un sistema de particulas de
poliestireno sulfonatadas a las que se cubrid con una capa catiénica de bromuro de
dioctadecil dimetilamonio. La densidad de carga positiva lograda en la superficie del
polimero fue utilizada para depositar proteinas con densidad de carga negativa lograndose
un recubrimiento proteico fino y organizado.

Las interacciones entre el grupo acido carboxilico (densidad de carga negativa)
superficial en particulas funcionalizadas con los residuos de aminoacidos catiénicos
presentes en las proteinas ha sido ampliamente utilizada con éxito para inmovilizar
proteinas. Un ejemplo de este tipo de adsorcion lo representa la inmovilizacion de
quimotripsina sobre particulas de poliestireno carboxiladas [Sandanaraj et al., 2005]. En
dicha experiencia se logré confirmar que la proteina adsorbida no habia sufrido
desnaturalizacion y el fundamento reportado responsabiliza por esto a la flexibilidad de la
cadena polimérica que se adaptaria a la conformacion de la proteina permitiendo la
interaccion sin requerir cambios en la misma. Un aumento en la fuerza iénica del medio, o
variaciones en el pH generaron en algunos casos la liberacion de la proteina adsorbida.
Estos resultados confirman la importancia del control y la optimizacion de las condiciones
del entorno para lograr una adsorcion estable y que no altere las propiedades especificas
de las proteinas.

Respecto a los distintos grupos que pueden ofrecer similares densidades de carga,
en algunos trabajos se lograron apreciar diferencias en cuanto a la adsorcion e
inmovilizacion de Anexina 5 en la superficie de micelas poliméricas mediante interaccion
electrostatica entre la proteina y las cargas negativas presentes en la superficie gracias a
grupos acido fosfénico. En este caso el bajo pKa del acido fosfénico en comparacion con
el del &cido carboxilico indujo interacciones mas fuertes entre la proteina y el polimero
[Schmidt et al., 2006].

Al considerar un sistema como las particulas poliméricas como superficie de
adsorcion para las proteinas, algunos de los factores mencionados en la seccion anterior
cobran mayor relevancia. En este sentido, el tamarfio de las particulas poliméricas puede
tener un impacto notable en la adsorcion de proteinas al afectar la curvatura de la superficie.
Algunos estudios han utilizado polimeros de diferentes tamanos para evaluar la calidad de
la adsorcion de proteinas. Los resultados indican que dependiendo del tamario del
polimero, se da una diferencia cuantitativa en la adsorcion de proteinas en sus superficies,
observandose una mayor adsorcion en polimeros con tamafios mas grandes [ Gamucci et
al., 2014]. En algunos trabajos se reporta incluso la existencia de cambios
conformacionales en las proteinas adsorbidas al superar determinado tamarno de particula



Capitulo I: Introduccién General |50

[Satzer et al.,, 2016]. Estos cambios conformacionales en algunos casos pueden
obstaculizar el proceso de adsorcion, en particular, si se trata de proteinas
conformacionalmente flexibles [Harvey et al., 2013].

Asi, el enfoque de interaccion electrostatica presenta varias ventajas, como ser
relativamente facil y rapido de llevar a cabo. Ademas, se puede emplear para una gran
gama de proteinas que proporcionan una mayor flexibilidad de disefio y un abanico de
aplicaciones muy amplio. Las interacciones electrostaticas también pueden resultar
especificas para algunas proteinas seleccionadas debido a la afinidad diferencial por las
superficies con determinadas funcionalidades o densidades de carga. El estudio minucioso
del comportamiento de adsorcion de la proteinas sobre particulas poliméricas es crucial.
Por tanto, al momento de iniciar un desarrollo que involucre la interaccion entre una cierta
superficie polimérica (particulas poliméricas con determinadas propiedades fisicoquimicas)
y un cierto tipo de proteina (SLP), es crucial focalizar parte de la investigacion en este punto.
Dado que al adsorberse la proteina puede perder su funcionalidad, para el desarrollo de
este trabajo, sera de gran importancia disefiar particulas poliméricas que presenten una
adecuada adsorcion de las SLP sin afectar su capacidad de actuar como “bio-template”
para la preparacion de nanoparticulas metalicas que, posteriormente, presenten actividad
catalitica.

.5 CATALISIS: CONCEPTOS BASICOS Y REDUCCION
ACUOSA DE p-NITROFENOL

El desarrollo de nuevos catalizadores sustentables es de gran interés en el area de
la catalisis y medio ambiente. La obtencion de soportes de origen bioldgico como las SLP
es de un interés sobresaliente, en este sentido, y mas aun si se busca disefar sistemas que
permitan darle mayor estabilidad mecanica y robustez, se incluyen como socios de la SLP
a los polimeros. Contar con soportes con estas caracteristicas, que ademas estén
correctamente estudiados, que permitan una preparacion sistematica y sencilla
proporciona la posibilidad de obtener con cierta facilidad nanoparticulas de metales nobles
perfectamente dirigidas y controladas con distribucion de tamafo acotada. La capacidad
de las MNPs de metales nobles son bien conocidas por su amplio uso en catalisis. En este
sentido, evaluar la performance catalitica de estos nuevos bionanocatalizadores es
ineludible ya que su comportamiento no solo generara conocimientos innovadores y
otorgara al area de catélisis nuevos sistemas cataliticos, sino que también permitira conocer
el comportamiento de los sistemas SLP-polimero como directores de la sintesis de MNPs.
Esto implicaria que las SLP mantengan su capacidad de actuar como “bio-template” aun
adsorbidas sobre los diferentes polimeros estudiados. Para poder comprender lo expuesto
es necesario tomar conocimiento de las nociones basicas en catalisis por lo cual a
continuacion se exponen algunos de los conceptos primordiales de los sistemas cataliticos,
estudiando mas adelante, la reaccion de reduccion de p-nitrofenol.
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1.5.1 Conceptos basicos

Un catalizador es un material que produce un aumento en la velocidad de una
reaccion quimica sin que él mismo aparezca en la estequiometria total de la reaccion. Esto
no significa que el catalizador no participe en la reaccion. De hecho, un aspecto esencial
de la catélisis es que, al formar especies intermediarias que involucran la superficie del
catalizador y los reactivos en cuestion, el catalizador proporciona una ruta alternativa
energéticamente mas favorable para la reaccion en cuestion. Debido a que el catalizador
no se consume en el proceso, cada molécula o sitio activo de catalizador puede participar
en muchos ciclos consecutivos, por lo que solo se necesita una pequefia cantidad de
catalizador en relaciéon con el sustrato.

Hay muchos tipos diferentes de catalizadores que van desde el medio acido (H*),
acidos de Lewis, complejos organometalicos, polimeros organicos e inorganicos, hasta
llegar a las enzimas. Para simplificar la conceptualizacion, se puede dividir la catalisis en
tres categorias: catalisis homogénea, catalisis heterogénea y biocatélisis. Cabe destacar
que la distincion entre “catalisis heterogénea” y “catalisis homogénea” o “biocatalisis” es
subjetiva. Una enzima tipica es mucho mas grande que su sustrato, y el entorno de reaccioén
que presenta es tan diferente del solvente que la rodea, que califica como un "catalizador
heterogéneo". De manera similar, existen catalizadores en dispersion (p. €j., nanoparticulas
metalicas estabilizadas con surfactante [Thathagar et al., 2002] que se encuentran en el
limite entre los sistemas "homogéneos" y "heterogéneos". Las principales ventajas de la
catalisis es que permite obtener el producto deseado mas rapido, utilizando menos recursos
y generando menos residuos. El catalizador abre una ruta selectiva hacia el producto
deseado. La definicion de catalisis dada anteriormente no excluye la posibilidad de que
haya un cambio fisico en el catalizador durante su uso. Ademas, también puede sinterizarse
0 envenenarse por l0s reactivos, productos o por impurezas presentes en los reactivos. Por
lo tanto, se puede concluir en que el catalizador participa en la reaccion, formando
intermediarios que proporcionan una ruta alternativa energéticamente mas favorable para
el proceso que se cataliza, pero que el catalizador en si mismo no es consumido en la
reaccion. En este punto también es necesario destacar otros dos aspectos importantes de
la catélisis. Primero, que el catalizador no tiene efecto sobre la composicion quimica de las
especies involucradas en la reaccion. Es decir, el producto formado en la reaccion es el
mismo producto que se habria formado en ausencia de un catalizador, aunque si no hubiera
catalizador presente, la reaccion ocurriria muy lentamente bajo las condiciones requeridas
para la reaccion catalitica. En otras palabras, aunque el catalizador afecta la cinética de la
reaccion, no tiene efecto sobre la situacion termodinamica. Por otro lado, el catalizador
puede causar un cambio significativo en la composicion de los productos obtenidos en una
reaccion; en otras palabras, puede provocar un cambio significativo en la selectividad de la
reaccion.

En la catélisis heterogénea el catalizador esta presente en la reaccion en una fase
diferente a la de los reactivos. Las superficies de los catalizadores no son uniformes como
nos gusta pensar. A nivel microscopico, la superficie de un cristal metalico tiene varias
imperfecciones. Sorprendentemente, frecuentemente es precisamente en estos puntos
irregulares (bordes, esquinas y facetas del cristal) donde ocurre la catalisis. Esto se debe a
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que los atomos de la superficie en esos puntos no estan completamente coordinados y, por
lo tanto, tienen mas opciones para interactuar con las moléculas del sustrato. Estos puntos
son los denominados sitios activos, en los que los reactivos deben adsorberse, para
después de la reaccion abandonar el sitio. Idealmente, los sitios activos deberian ser todos
idénticos y aislados entre si. En este sentido, las reacciones catalizadas por particulas
metalicas son sensibles a la estructura del catalizador. Por lo que es posible relacionar el
impacto del tamafo de las nanoparticulas metalicas soportadas en su reactividad catalitica
[Che & Bennett, 1989]. Las nuevas técnicas de sintesis de materiales permiten preparar
particulas metalicas con una distribucién de tamario muy estrecha. Atomos individuales
soportados, grupos metalicos y nanoparticulas metalicas por encima de 1 nm, difieren en
las estructuras electrénicas debido al tamafio de las particulas. Para nanoparticulas
metalicas mas grandes (>2 nm), se formara un nivel de energia continuo [Buceta et al.,
2014]. Por otro lado, cuando el tamafo de las particulas alcanza la region de los cumulos
(menos de 20 atomos), las estructuras geométricas de esos cumulos son bastante flexibles
y pueden verse fuertemente afectadas por el entorno. Un grupo de metales con atomicidad
especifica puede tener varias configuraciones geométricas posibles, que dependen del
soporte, y las condiciones de reaccion, lo que afecta al proceso catalitico y, por tanto, su
actividad y selectividad.

Los sistemas cataliticos de metales soportados son muy complejos y por esto
dilucidar el mecanismo fundamental subyacente es complejo también. Con este propdésito,
la interaccion metal-soporte ha sido estudiada mediante técnicas de ciencia de superficies
para comprender las estructuras y propiedades de las especies metalicas soportadas a
nivel atdbmico. Cuando las especies de metal se depositan sobre un soporte sélido, se puede
esperar que sus ubicaciones estén relacionadas con la estructura superficial local del
soporte. Ademas, uno de los roles importantes del soporte es estabilizar las especies
metalicas. El desarrollo de nuevos soportes capaces de dirigir y orientar la sintesis de
nanoparticulas metalicas de distribucion de tamano adecuado abre un nuevo camino hacia
el conocimiento sobre el comportamiento de estos sistemas como catalizadores. Varias son
las caracteristicas basicas que se espera que cumplan los nuevos materiales
nanoestructurados para que tengan la capacidad de funcionar como catalizadores. A
continuacion se listan algunas caracteristicas fundamentales de un buen catalizador:

o El catalizador debe exhibir una buena selectividad para la produccion de los
productos deseados y minimizar la produccion de subproductos indeseables.

o Elcatalizador debe alcanzar velocidades de reaccion adecuadas en las condiciones
de reaccion deseadas del proceso (recordando que conseguir una buena
selectividad suele ser mas importante que lograr una alta actividad catalitica).

o El catalizador debe mostrar un rendimiento estable en las condiciones de reaccion
por largos periodos de tiempo, o debe poder ser regenerado mediante un
tratamiento adecuado.

o El catalizador debe tener buena accesibilidad de los reactivos y productos a los
sitios activos de tal manera que pueden lograrse altas tasas de conversion.

Los tres primeros atributos claves de un buen catalizador estan influenciados
principalmente por las interacciones entre la superficie metalica del catalizador y los
reactivos, productos e intermediarios del proceso catalitico.
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A lo largo del tiempo y con el propésito de evaluar el desempefio de distintos
sistemas cataliticos se han seleccionado reacciones cuyas propiedades permiten su
empleo como test cataliticos. Una de ellas es la reaccion de reduccion acuosa de p-
nitrofenol a temperatura y presion ambiental.

1.5.2 Reduccién acuosa de p-nitrofenol

Los isbmeros 2, 3 y 4-nitrofenol son contaminantes comunes en las aguas
residuales procedentes de vertidos industriales. Su elevada toxicidad hace que las
concentraciones maximas de estos compuestos estén reguladas, debido a que su
biodegradabilidad por técnicas convencionales es lenta.

La contaminacién del agua por el fenol y compuestos fendlicos es de gran
preocupacion ya que se producen toneladas de estos contaminantes a nivel mundial. Mas
particularmente, los nitroarenos y sus derivados son generados en los procesos de
produccion de plaguicidas, herbicidas, insecticidas y tintes sintéticos, como asi también en
las industrias farmacéutica, petroguimica, de disolventes organicos y de explosivos [Vincent
et al., 2003]. Estos nitroarenos son altamente peligrosos al liberarse en el medio ambiente
ya que poseen una toxicidad potencial para los humanos, los animales y las plantas. Entre
ellos, el p-nitrofenol (p-NP) ha sido clasificado como un contaminante prioritario por la
Agencia de Proteccion Ambiental de los Estados Unidos (EPA) y categorizado como uno
de los principales contaminantes organicos de entre los 114 mas importantes [Lai et al.,
2011], debido a que el mismo es estable en el ambiente y resiste la biodegradacion.
Teniendo en cuenta su elevada produccion industrial y la potencial contaminacion
ambiental el p-NP es considerado el mas contaminante de los mononitrofenoles siendo
extremadamente toxico y teniendo la peligrosa capacidad de bioacumularse en la cadena
alimentaria [Herrera-Melian et al., 2012]. En adicion, la Comunidad Europea a través de la
directiva 80/778/EEC establece el valor especifico de 0,5 pg/l de fenoles totales como
maxima concentracién admisible en agua para consumo humano, o0 0,1 ug/l para cada fenol
individual [Pocurull et al., 1996].

Se han desarrollado varios procesos para recuperar los nitroarenos contaminantes
desde soluciones diluidas y evitar su descarga en el medio ambiente. Entre los varios
métodos conocidos actualmente se encuentran los fisicos, quimicos y biolégicos para el
tratamiento de aguas residuales, actualmente la adsorcién es el proceso mas utilizado. La
mayor parte del trabajo se ha realizado empleando carbén activado y negro de carbon, sin
embargo, el elevado costo de estos adsorbentes ha dirigido la investigacion hacia
adsorbentes no convencionales mas econdmicos y facilmente obtenibles, como el aserrin
carbonizado [Chern, & Chien, 2002].

La principal desventaja de estos procesos de fisisorcion esta relacionada a la
dificultad de regenerar y reciclar el adsorbente después de la saturacion, y a que la técnica
finalmente consiste en una transferencia unidireccional del contaminante desde un medio
disperso a una fase concentrada [Vincent et al., 2003].

La descomposicion completa de este contaminante representaria un proceso
adecuado para la proteccion del medio ambiente. Varios procesos alternativos se han
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estudiado con el objetivo de alcanzar la degradacion completa de compuestos derivados
del nitrofenol tales como la degradacion bioldgica [Arcangeli & Arvin, 1995], y quimica
[Adams et al., 1997; Goi & Trapido, 2002] o la oxidacion fotoquimica [Chen & Ray, 1998;
Andreozzi et al., 2000]. Su lenta degradacion y parcial descomposicion es realmente
preocupante, y hace que el sistema cientifico e industrial estudie nuevas técnicas con
mayores eficiencias que los procesos convencionales. Dentro de este grupo de nuevos
procesos se encuentra la transformacion de este contaminante por catalisis heterogénea.
Bajo la optica de la proteccion ambiental, es altamente deseable desarrollar una tecnologia
ecolégicamente compatible para tratar dichos compuestos en un medio acuoso.

El mencionado proceso catalitico podria llevarse a cabo en sistemas homogéneos,
sin embargo, en el caso de catalizadores costosos como los que involucran metales
preciosos es crucial poder recuperar los metales al final de la reaccion [Blaser, 2001]. Por
esta razén, los catalizadores soportados resultan ser los mejores candidatos para la
remocion del p-nitrofenol. Diversas nanoparticulas metalicas tales como Ag, Au, Cu, Pty
Pd estabilizadas por diferentes sustratos como dendrimeros, polielectrolitos, células
bioldgicas, etc., se han utilizado como catalizadores en reacciones similares [Hayakawa et
al., 2003]. Sin embargo, existen algunas dificultades respecto a la estabilidad de las
nanoparticulas debido a que la adicion de NaBH4 destruye la estabilidad coloidal, causando
la agregacion y desactivacion del rendimiento catalitico [Biella et al., 2003]. Se ha reportado
que nanopatrticulas de Pd, Pt, Rh, Ru, Au y Ni soportadas sobre diferentes soportes (titania,
silice, oxido de hierro, carbono) poseen una alta actividad catalitica en reacciones de
hidrogenacion varias [Corma & Serna, 2006; Manzer, 2004; Ruppert et al., 2015; van
Ryneveld et al., 2011; Liu et al., 2018; Jacinto et al., 2008]. Las nanoparticulas de Au, Ag,
Pt y Re han llamado mucho la atencidon como catalizadores por la rapida reduccion de
nitroarenos y colorantes en medio acuoso [Fu & Viraraghavan, 2001; Gangula et al., 2011].

Oueslati y col. (2020) encontraron una ruta de sintesis ecolégica de AuNP que
exhibieron una excelente actividad catalitica en la reduccion de NP, siendo esta
dependiente del tamano de la nanoparticula. Se han reportado también nanoparticulas de
Pt y Ag soportadas sobre SLPs con excelente eficiencia catalitica frente a la reaccion de
reduccion de p-nitrofenol [Bolla et al., 2020a y Bolla et al., 2020b].

A su vez, se han reportado métodos para la hidrogenacién catalitica industrial de p-
nitrofenol en disolventes como etanol a temperatura y presion relativamente altas, en
presencia de catalizadores metalicos como Pt y Ru [Du et al., 2004]. Por otro lado, se
utilizaron catalizadores soportados basados en Co, Cu, Pd y Ni. Los ultimos dos requieren
de la adicion de inhibidores para prevenir la hidrogenacion del anillo bencénico como
consecuencia de la gran actividad que poseen [Downing et al., 1997].

La reduccion catalitica de p-nitrofenol es una reaccion muy utilizada para estudiar
la performance catalitica de las nanoparticulas metalicas soportadas o coloidales [Hervés
et al., 2012]. Esta reaccion se puede seguir facilmente por espectroscopia UV-visible dado
que el p-NP se encuentra como p-nitrofenolato en el medio de reaccion, el cual presenta
un pico absorcién intenso a la longitud de onda de 400 nm. Esta reaccion de reduccion es
una reaccion de pseudo-primer orden por lo que es sencillo realizar un seguimiento de
conversion y calcular la constante de velocidad correspondiente.
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El mecanismo propuesto para la reaccion de reduccion acuosa del p-nitrofenol sigue el
modelo clasico de Langmuir-Hinshelwood en el cual dos atomos 0 moléculas previamente
adsorbidas en la superficie del catalizador reaccionan entre si para luego desorberse el
producto generado [Irvine, 2011]. En esta reaccion un atomo de hidrogeno proveniente del
borhidruro de sodio es quimisorbido sobre la superficie al mismo tiempo que el ion p-
nitrofenolato (o-Npa) mediante un mecanismo reversible (figura 1.11). Estas dos especies
quimisorbidas reaccionan entre si para obtener p-aminofenol que se desorbe rapidamente.
Dado que la difusion de los reactivos y el proceso de adsorcion-desorcion son rapidos el
paso determinante de la velocidad es la reduccion superficial del p-Npa [Liu & Li, 2009; G.
Guella et al., 2007]. Si el p-AP se adsorbiera fuertemente sobre la superficie del catalizador
tendria una marcada influencia en la cinética de reaccion. Este fendmeno seria aun mas
evidente a medida que aumente la concentracion superficial de producto. Ante una
adsorcion irreversible del p-AP la velocidad de reaccion y la conversion disminuirian por el
bloqueo de sitios activos [Gu et al., 2014].

catallzadur
NaBH, > S5

p-nitrnfennl p-nitrofenolato p-aminofenolato p-aminofenolato p-aminofenol

Figura I.11 Representacion de la reaccion de reduccion de p-NP a p-AP en presencia de
catalizador.

En algunos trabajos se ha reportado un periodo de induccién en la reaccion. Este
periodo es atribuido al tiempo de difusion requerido para que los reactivos lleguen desde el
seno de la solucion sobre la superficie del catalizador [Sarkar et al., 2011; Zeng et al.,
2010].

Por otro lado, en algunos trabajos se ha probado la presencia de intermediarios de
reaccion tanto inestables como estables, tal es el caso del 4-nitrosofenol y el 4
hidroxilaminofenol, respectivamente. El mecanismo de reaccion postulado en estos casos
implica dos pasos como se puede observar en el esquema |.4. En primer lugar, la obtencion
del intermediario inestable cuya rapida reduccion genera el intermediario estable
culminando el primer paso, y un paso posterior de reduccion del intermediario 4-
hidroxiaminofenol para obtener el producto final de reaccion conformando el paso limitante
de la velocidad de reaccion [Gu et al., 2014].
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NO, NHOH

Esquema 1.4 Mecanismo de reaccion de reduccién de p-nitrofenol en dos pasos

OH

En este marco, y como se ha mencionado a lo largo de la introduccion, todavia
quedan aspectos por profundizar en el estudio de nuevos nanomateriales basados en
MNPs, en particular orientados al desarrollo de soportes innovadores que permitan
conducir a la obtencion de catalizadores basados en hanoparticulas de metales nobles mas
eficientes para, por ejemplo, el tratamiento de contaminantes en cursos de agua.
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Il. HIPOTESIS Y OBJETIVOS

En base a lo expuesto en el capitulo introductorio, la hipétesis de este trabajo es
que la adecuada combinacion de particulas poliméricas con proteinas de capa-S permite
el disefio de nuevos sistemas polimero-proteina que pueden actuar como “bio-template” y
soporte, dirigiendo y estabilizando la sintesis de nanoparticulas de metales nobles. Las
caracteristicas del nuevo sistema nanoestructurado obtenido posibilitara su empleo como
nanobiocatalizadores, evitando la agregacion de las nanoparticulas metalicas y permitiendo
un mejor desempenfio catalitico gracias a la accion sinérgica de cada componente

Para comprobar la misma, se propuso como objetivo general preparar vy
caracterizar arreglos metalicos nanoestructurados con potenciales aplicaciones en el
campo de la catalisis, constituidos por nanoparticulas metalicas soportadas sobre sistemas
particula polimérica-proteinas de capa-S.

Con el fin de alcanzar el objetivo general, se plantearon los siguientes objetivos
especificos:

1. Sintetizar nanoparticulas poliméricas (acrilicas y poliuretanicas) con propiedades
especificas para adsorcion de proteinas de capa-S

2. Aislar y caracterizar proteinas de capa-S de dos cepas de Lactobacillus kefiri.

3. Obtener nanosistemas compuestos particula-proteina, mediante la adecuada
combinacién de los materiales.

4. Caracterizar los sistemas preparados para evaluar su morfologia y sus propiedades
superficiales (naturaleza quimica, densidad de carga) en funcion de la composicion
de los materiales.

5. Preparar y caracterizar catalizadores heterogéneos obtenidos  por
reduccion/deposito de sales de Pt y Ag sobre los sistemas polimero/proteinas de
capa-S.

6. Evaluar su desempefo como catalizadores en reacciones de hidrogenacion.
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En el presente capitulo se describe el proceso de sintesis de las distintas
dispersiones poliméricas obtenidos en esta tesis. Se presenta y discute también la
caracterizacion superficial y morfologica de los mismos haciendo hincapié en las
propiedades que seran determinantes en el comportamiento de adsorcion de las
proteinas de capa-S.
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lll. SINTESIS DE LAS PARTICULAS POLIMERICAS
IIl.1 INTRODUCCION

ll.1.1 Sintesis de las dispersiones acrilicas

Se propuso la obtencién, mediante polimerizacién en emulsion, de tres dispersiones
poliméricas acrilicas con distintas propiedades microestructurales. Estos polimeros fueron
disefiados con el propoésito de obtener particulas diferenciadas, principalmente, por la
quimica y la carga superficial expuesta, lo cual se logré mediante la seleccion adecuada de
los comondémeros. Por otro lado, a través de la adecuada seleccion de las variables de
sintesis, se busco obtener dispersiones con tamanos de particula (y distribucion) similares.
Los aspectos microestructurales mencionados tienen la finalidad de ofrecer a las proteinas
de capa-S superficies de diferente naturaleza con el objetivo de analizar su comportamiento
de adsorcion.

Con el objetivo mencionado previamente se seleccionaron distintos mondmeros
acrilicos cuyas estructuras se presentan en el esquema lll.1. Mientras que mediante el
empleo de metacrilato de metilo (MMA) y acrilato de butilo (BuA) se puede producir un
polimero con grupos alquilicos pendientes, el reemplazo de una fraccion de estos por acido
metacrilico (MA) o metacrilato de 2-hidroxietilo (HEMA) permitira incluir en la cadena
grupos pendientes carboxilicos u hidroxilos, respectivamente.

H,C 0 H,C o)
HsC OH HsC OCH,

Acido metacrilico (MA)  Metacrilato de metilo (MMA)

O
O
H.C /\/OH
H2C\ /\/\ o
O CHj;
CH3

Acrilato de r+butilo (BuA) Metacrilato de 2-hidroxietilo (HEMA)

Esquema lll.1 Estructura de los monémeros acrilicos empleados en este trabajo de tesis.

A continuacion, se presentaran los sistemas obtenidos mediante polimerizacion en
emulsion junto a un esquema abreviado de su sintesis, la estructura final simplificada del
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polimero a obtener y una representacion de la quimica superficial expuesta por la particula.
Cabe destacar que en todos los casos, debido al iniciador a emplear, los sistemas poseeran
grupos sulfato en superficie que no seran representados en los esquemas de las particulas.

Poli(metacrilato de metilo-co-acrilato de butilo): p-MB

En el esquema llIl.2 se presenta de manera esquematica la reaccion de obtencion
de poli(metracrilato de metilo-co-acrilato de butilo) (p-MB) junto a una representacion de la
particula preparada. Por los monomeros empleados en su sintesis, la principal
caracteristica de este polimero es la presencia de cadenas alquilicas de baja polaridad
(metilo, butilo). Respecto a la presencia de grupos ionizables, cada particula de p-MB solo
exhibira en superficie los grupos sulfatos pertenecientes al persulfato de potasio empleado
como iniciador.

H,C 0 o
H,C OCH; M N Ny
(MMA) (BuA)
H,0
KPS
CHs
033\0/\/\/\/\rf
(0] (0] O (0]
O (0] (0] O
L L
C|3H2 (|3H2 (p-MB)
L, 0
L

Esquema lIl.2 Representacion esquematica de la sintesis de p-MB por polimerizacion en
emulsion

Poli(metacrilato de metilo-co-acrilato de n-butilo-co-acido metacrilico): p-MBA

En este caso, el polimero fue disefiado conteniendo en su formulacion los
monomeros empleados en la sintesis de la p-MB mencionada anteriormente, reemplazando
una fraccion de estos por el acido metacrilico para aportar al sistema la funcionalidad
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-COOH. Como consecuencia, las particulas exhibiran en superficie dichos grupos, junto a
los sulfatos provenientes del iniciador. En el esquema Ill.3 se presenta la reaccion de
obtencion junto a la representacion de la particula.

HoC 0 0 H,C 0
S f + HZC\/“\O/\/\ + E f
HaC OCHs CHs ¢ OH

(MMA) (BuA) (MA)
H,0
KPS
CHs CHy CH, CHs
‘058

>
>
>
:
>
2

0 o —O 0] o f[—oO

e} OH o OH

| | |

CH, CH, CH,

| |

CH, CH,

| |

CH, CH,

| |

CH, (p-MBA) CHj

Esquema IIl.3 Representacion esquematica de la sintesis de p-MBA por polimerizacion en
emulsion

Poli(metacrilato de metilo-co-acrilato de butilo-co-metacrilato de 2-hidroxietilo): p-
MBH

Esta particula, al igual que la anterior, fue disefiada conteniendo en su formulacion
los mondmeros empleados en la sintesis de p-MB pero incorporando a la formulacion el
monomero metacrilato de 2-hidroxietilo (HEMA). EI HEMA, poseedor de grupos -OH, da a
esta particula la cualidad de exponer grupos hidroxilos en superficie (junto a grupos sulfato).
El esquema de la particula y la reaccion de obtencion del polimero se presenta en el
esquema ll1.4.
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H2C o

+ HZC\/['K /\/\ H,C /\/OH
(0]

HsC OCHj
(MMA) (BuA) (HEMA)
CHj
H,O
KPS
CHg CHj CHg CHg
OSS\O/\/\/\/\/\/\W
o) o O ——o0 o} o)
0 o] (|3 (|)
c|:H2 c|:H2 CHs C::H2 THz
C|)H2 C|:H2 THz THz
(:;H2 (|)H (|3H2 OH
CHs (p-MBH)  CHs;

Esquema lIl.4 . Representacion esquematica de la sintesis de p-MBH por polimerizacion
en emulsion

11.1.2 Sintesis de la dispersion poliuretanica

El poliuretano a emplear en este trabajo se obtendra por el método del prepolimero.
Para la sintesis del mismo se empleara poli(propilenglicol) (PPG), diisocianato de isoforona
(IPDI) y acido dimetilol propionico (DMPA) en el prepolimero. Se utilizara HEMA con el fin
de introducir en el mismo dobles enlaces polimerizables, e hidrazina (HZN) como extensor
de cadena durante la etapa de dispersion. En el esquema lll.5 se presenta la estructura de
los mondmeros utilizados en la preparacion del prepolimero.
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HsC COOH
c OH

Diisocianato de isoforona (IPDI ) Acido dimetilol propionico (DMPA)

CHs, CH3
CHs CHj

HO /%,N\\J//,o ///m\\J//,OH
0 > 0

Poli(propilenglicol) (PPG1000)
Esquema lII.5 Estructura de los monémeros empleados en la obtencién del poliuretano.

En la sintesis de poliuretanos en base acuosa, uno de los polioles mas utilizados es
el poli(propilenglicol) de peso molecular 1000 Da (PPG1000). Los poliuretanos a base de
poliéteres estan caracterizados por una mayor flexibilidad a baja temperatura, alta
resistencia a la hidrolisis y mayor biocompatibilidad. EI IPDI suele comercializarse como una
mezcla 75:25 de los isbmeros cisy frans. Cabe destacar que contiene dos grupos -NCO
de diferente naturaleza: uno es primario-alifatico, mientras que el otro es secundario-
cicloalifatico. La estructura cicloalifatica no es afectada por la radiacion UV, por lo cual los
productos derivados de este monémero producen recubrimientos que no se amarillean y
con excelente durabilidad. El DMPA fue utilizado para introducir dentro de la cadena grupos
funcionales ionizables con el fin de formar el ionémero. El catalizador empleado fue el dibutil
dilaurato de estano (DBTL) el cual junto a otros acidos de Lewis organometalicos cataliza
la reaccion entre alcoholes e isocianatos tanto aromaticos como alifaticos. Se utilizé HEMA
para introducir dobles enlaces terminales polimerizables, mientras que la HZN fue el agente
extensor de cadena empleado cuyos grupos amino reaccionan con los grupos -NCO dando
lugar a la generacion de enlaces urea. Por esto, el polimero final puede describirse como
un poliuretano-urea. Ademas, gracias a la presencia de los dobles enlaces terminales, se
puede someter la dispersion obtenida a una reaccion radicalaria posterior, que conduce a
la formacién de un sistema entrecruzado con mejores propiedades mecanicas. A su vez,
Como consecuencia de la reaccion, ingresaran grupos pertenecientes al iniciador [Delpech,
1996].

En el esquema Ill.6 se presenta un diagrama resumido de la sintesis, la estructura
final y un esquema de la particula poliuretanica. Estas particulas poliméricas expondran en
superficie grupos carboxilato gracias a la presencia de DMPA en su formulacion, como
también estaran presentes en superficie los grupos sulfatos provenientes de iniciador
utilizado en la ultima etapa del método de sintesis (KPS). Si bien se espera una superficie
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con densidad de carga y presencia de grupos similares al p-MBA, las particulas
poliuretanicas y las de p-MBA se diferenciaran en la quimica ofrecida a las proteinas en
cuanto a la naturaleza de sus estructuras polimeéricas. Por un lado, p-U posee enlaces
uretano-urea, mientras que p-MBA posee enlaces éster de las cadenas pendientes. El
estudio del comportamiento de adsorcion sobre ambas superficies permitira analizar la
existencia de diferencias debidas a la quimica de la estructura polimérica.

PPG(1000) (DMPA)
R
(IPDI) DBTL
0 CH, o} 0 CH, o
H [ Hy | [ H H | Hy | Ha | H
OCN—R—N—C—0--C —C—0—-C—N—R—N—C—0—C —¢—C -0—C—N—R—NCO
n
COOH
o}
HEMA |
Hy Hy
H,c=C—C—0—C -C -OH
CH,
o} o} CH;, o} o} CH;, o
Hy Hp | H H | Hy | ” H H | Hy | H, | H
H,C=C—C—0—C"—C —0—C—N—R—N—C—0-C —C—0--C—N—R—N—C—0—C —T—c -0—C—N—R—NCO
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dispersion acuosa de poliuretano polimerizado (p-U)  NH(CH:CHa):

Esquema IIl.6 Representacion esquematica de la sintesis de poliuretano por el método del
prepolimero
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.2 MATERIALES Y METODOS

[11.2.1 Reactivos

A continuacion se listan en orden alfabético creciente los reactivos utilizados para
la sintesis de las particulas poliméricas. Se indica la procedencia de cada uno de ellos y, en
caso de no haberse utilizado el reactivo como fue provisto, se detalla el tratamiento al que
se lo sometio.

Acetona (Cicarelli)

Acido Clorhidrico (HCI, Biopack)

Acido dimetilolpropiénico (DMPA, Aldrich)

Acido Metacrilico (MA, Fluka)

Acrilato de butilo (BuA, Sigma Aldrich): El mondmero se purificO mediante

tratamiento con soluciéon de NaOH 10% p/p tres veces, para eliminar el

inhibidor y posteriormente se lavo con agua destilada hasta neutralidad en la

fase acuosa remanente ante tira de pH. El mondmero obtenido se secé con

CaCl,.

Alumina Basica (Al.Os, Merk)

Bromuro de Potasio (KBr, Thermo, grado espectroscopico >99%)

Dibutilamina (DBA, Anedra)

Diisocianato de isoforona (IPDI, BAYER)

Dilaurato de dibutil estafio (DBTDL, Aldrich)

Dodecil Sulfato de Sodio (SDS, Anedra)

Hidrazina (HZN, Aldrich)

Hidroxido de Sodio (NaOH, Merk)

Metacrilato de 2-hidroxietilo (HEMA, Sigma Aldrich): Filtrado en columna de

alumina basica

o Metacrilato de metilo (MMA, Sigma Aldrich): Sometido al mismo tratamiento
que BuA
Nitrogeno gaseoso (N2, AGA)
Persulfato de potasio (KPS, Anedra): Recristalizado desde agua.
Poli(propilenglicol) Mw=1000 (PPG1000, Voranol 2110, Dow Chemical
S.A.): fue secado a 80 °C y 1-2 mm de Hg antes de ser empleado.

o Trietilamina (TEA, Anedra)

o O O O O

O O O 0 O 0O 0 O O

1l.2.2 Obtencion de las dispersiones acuosas de particulas
acrilicas

La obtencion de las dispersiones acrilicas se llevo a cabo en un balén de 250,0 ml
de capacidad con 3 bocas, equipadas con agitador mecanico, condensador con trampa de
gases, y un sistema disefiado para el burbujeo de Nitrogeno. En la imagen lIl.1 se presenta
el sistema empleado para llevar a cabo las reacciones de sintesis. La temperatura fue
controlada mediante el empleo de un bafio de glicerina termostatizado con un equipo Buchi-
240, empleando un sensor de temperatura digital.
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En todos los casos, se procedié en primer lugar a la agitacion durante 10 minutos
de una solucion de SDS en agua. A esta mezcla, se le agrego posteriormente la mezcla de
monomeros segun la formulacion deseada dejandose en agitacion bajo flujo de nitrégeno y
a una temperatura de 80°C durante 30 minutos. Transcurrido el tiempo mencionado, se
inyectd una solucion acuosa del iniciador (un volumen de aproximadamente 10,0 ml
previamente degasada bajo flujo de nitrogeno a 2°C y protegido de la luz). La mezcla de
reaccion se mantuvo a 80°C y con burbujeo constante de nitrégeno por 3 hs en el caso de
pP-MB y p-MBA, y 5 hs en el caso de p-MBH. Las cantidades empleadas de cada reactivo
en la sintesis de las tres dispersiones se detallan en la Tabla Ill.1. Finalizada la reaccion, la
mezcla se dejo llegar a temperatura ambiente y las dispersiones obtenidas se dializaron
empleando una membrana de celulosa (Sigma Aldrich) de 33mm con cut off 14.000 Da
contra agua Milli-Q para eliminar restos de monémeros residuales, iniciadores, surfactante
y otros compuestos solubles en agua. En Ultima instancia se procedid a reservar las
dispersiones con un contenido de sélidos aproximado de 5 %p/p en frascos de vidrio color
caramelo [Gonzalez et al., 2007; Peruzzo et al, 2009].

Imagen Ill.1 Imagen y esquema del reactor empleado en la sintesis de las
dispersiones poliméricos.
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Tabla 1ll.1. Formulacién de las dispersiones poliméricas sintetizadas (cantidades
expresadas en gramos)

p-MB p-MBH p-MBA
Agua 69,33 69,33 69,33
SDS 0,60 0,60 0,60
KPS 0,05 0,05 0,05
MMA 13,44 13,13 13,13
BuA 16,58 16,27 16,27
MA - - 0,62
HEMA - 0,62 -

I1l.2.3 Obtencién de dispersion acuosa de particulas de
poliuretano

En el reactor que se describié previamente, se colocaron el PPG1000 y el DMPA,
la mezcla se calentd a 98 °C manteniendo agitacion continua y burbujeo de nitrégeno
durante media hora. Transcurrido ese tiempo, se ajusto la temperatura a 90 °C y se adicion6
el IPDI con el DBTDL. La mezcla de reaccion se mantuvo en esas condiciones durante 140
minutos. Transcurrido ese tiempo la temperatura del reactor se llevd a 45 °C vy
posteriormente se adiciond gota a gota HEMA (disuelto en acetona). El sistema se dejo
reaccionar durante 90 minutos y posteriormente se llevd la temperatura a 60 °C
manteniendo las condiciones por 50 minutos. En esta instancia culmina la obtencion del
prepolimero. A continuacion la temperatura de la mezcla de reaccién se ajusté a 55 °C, se
adicion6 lentamente TEA (en acetona) y se dejo reaccionar durante 50 minutos
(neutralizacion de los grupos carboxilicos). Finalizada la reaccion se permitio al sistema
alcanzar la temperatura ambiente. El prepolimero neutralizado se dispersé sobre agua
conteniendo la cantidad adecuada de HZN para realizar la reaccion de extension de
cadena, obteniéndose asi una dispersion acuosa de poliuretano-urea con dobles enlaces
terminales. La dispersion se realizd con agitacion mecanica (300 rpm).

Por ultimo, la dispersion poliuretanica conteniendo grupos vinilicos terminales se
sometid a una polimerizacion en dispersion mediante el agregado de KPS para obtener una
dispersion de poliuretano polimerizada (p-U). Para ello, se colocd la dispersion obtenida en
el paso anterior en un reactor provisto de agitador mecanico, refrigerante con trampa para
gases y sistema para burbujeo de N». El sistema se desgaso durante 40 minutos mientras
se llevo la temperatura de la mezcla hasta 80 °C. Posteriormente se adiciono una solucion
de KPS en agua (0,015 % p/p de iniciador respecto del contenido de HEMA), previamente
desgasada. El sistema se dejé reaccionar durante tres horas. Concluido el tiempo de
reaccion la mezcla se llevo a temperatura ambiente, se filtro, dializo y reservo en frasco de
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vidrio color caramelo. En la Tabla lll.2 se presentan la formulacion utilizada para la
preparacion del poliuretano (p-U) [Peruzzo et al., 2010; Peruzzo et al., 2012].

Tabla lll.2. Formulacion de la dispersion acuosa poliuretanica sintetizada (cantidades
expresadas en gramos)

p-U IPDI PPG 1000 DMPA HEMA DBTDL TEA HZN Agua

11,99 13,85 1,39 1,19 0,04 1,05 0,54 69,94

1l.2.4 Caracterizacion de las dispersiones poliméricas

[11.2.4.1 Contenido de sdlidos

La porcion no volatil, sélida, presente en una dispersion puede determinarse por
evaporacion del solvente y otros componentes volatiles presentes en la dispersion. El
contenido de solidos se determind gravimétricamente, colocando aproximadamente 1,00 g
de dispersion (m) en una capsula de papel aluminio (de masa m¢), la cual posteriormente
se coloco en estufa a 100 °C hasta obtener peso constante (my). El contenido de sélidos se
calculd segun:

mg—m

% solidos = 100 Ecuacion 1.1

me

1l.2.4.2 Dispersion de Luz Dindamica (DLS)

El radio hidrodinamico de las particulas poliméricas se determiné empleando la
técnica de dispersion de luz dinamica. Mediante DLS pueden medirse las variaciones en el
tiempo de las fluctuaciones en la intensidad de dispersion presentadas por muestras muy
diluidas de particulas. La intensidad de las fluctuaciones temporales esta relacionada con
el movimiento browniano de las particulas ya que la interferencia de la dispersion de las
ondas de luz depende de las posiciones de las particulas entre si. Las nanoparticulas
dispersas, dispersaran la luz incidente proporcionalmente a la sexta potencia de sus radios.
Debido a que los fundamentos de la técnica se basan en la medida de intensidad de luz
dispersada, el radio hidrodinamico debe deducirse empleando este parametro
[Bhattacharjee, 2016] como se observa en la siguiente ecuacién para el diametro
hidrodinamico ponderado por intensidad de dispersion (di):

_ X(mjdily) Ecuacion 1.2
dyp = 221
x(ni 1)
donde | es la intensidad de la luz dispersada por n; particulas de diametro d.
Las medidas de las dispersiones poliméricas, se realizaron a 25 °C sobre una

dilucion adecuada de la muestra en agua Mili-Q, empleando un equipo Zetasizer Nano
(Nano ZSizer-ZEN3600, Malvern, U.K.).
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l11.2.4.3 Potencial Z

El potencial Z, también denominado potencial electrocinético, es el potencial
eléctrico en el plano de corte ( “sljpping plane”) de la doble capa interfacial (EDL) en relacion
con un punto en el seno del solvente. En otras palabras, el potencial zeta es la diferencia
de potencial entre el medio de dispersion y la capa estacionaria de fluido adherida a la
particula dispersa. El potencial eléctrico de una superficie es la cantidad de trabajo que
necesita para traer una unidad de carga positiva desde el infinito hasta la superficie en
cuestion, sin ninguna aceleracion.

Cuando el espesor de la EDL es mucho menor que el radio de las particulas, el valor
de f(Ka), la funcion de Henry que depende de los parametros de Debye-Huckel y el radio de
la particula, se acepta como igual a 1,5y la ecuacion de Henry:

__ 2grggtf(Ka)

m Ecuacion lIl.3

se modifica a la ecuacion de Helmholtz-Smoluchowski relacionando la movilidad
electroforética con el potencial Z segun:

_ £rgeC Ecuacion lll.4

e — 1

donde ¢ es la permitividad relativa del medio o la constante dieléctrica del medio, €o
representa la permitividad en el vacio, C es el potencial Z, pe la movilidad electroforética de
las particulas y n, la viscosidad del medio a la temperatura experimental [Bhattacharjee,
2016].

Las medidas de las dispersiones poliméricas se realizaron a 25 °C sobre una dilucion
adecuada de la muestra en agua Milli-Q, empleando un equipo Zetasizer Nano (Nano
ZSizer-ZEN3600, Malvern, U.K.).

1l.2.4.4 Espectroscopia Infrarroja por transformada de Fourier
(FTIR)

Los analisis se llevaron a cabo en un espectrometro infrarrojo por transformada de
Fourier (Thermo, NICOLET Avatar 370 DTGS) equipado con un accesorio para Reflectancia
Difusa (DRIFT-Smart Collector). El mismo fue operado desde una PC mediante el software
EzOMNIC (Version 7.4.0.127).

Las dispersiones poliméricas 1 %p/p fueron liofilizadas en un equipo HINOTEK,
modelo 10 N-O y el solido obtenido se combindé con Bromuro de Potasio de grado
espectroscopico previo a la recoleccion del espectro. Se adquirieron 64 barridos por
analisis con una resolucion de 4 cm™.
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1.2.4.5 Dispersion de rayos X a bajo angulo (SAXS)

La dispersion de rayos X a bajo angulo (SAXS) es una herramienta importante
cuando se estudia el tamano y morfologia de diversos sistemas dispersos, ya que a través
de la misma se puede obtener informacion sobre el tamaro, la morfologia y la estructura
interna de las particulas [Zelikin et al., 2010; Minelli et al., 2014]. En esta técnica, se registra
a bajos angulos (tipicamente de 0.1 a 10 °) la dispersion elastica de rayos X por una muestra
que tiene variaciones en la densidad electrénica a escala nanomeétrica. La dispersion en
ese rango de angulos contiene informacion sobre el tamafio y forma de macromoléculas,
distancias caracteristicas de materiales parcialmente ordenados, tamafos de poros y otra
informacion en el rango de los nm.

Si consideramos un sistema con N centros dispersores de determinada forma vy
estructura (en nuestro caso una particula), tal que la posicion de estos esta relacionada
entre si, la intensidad de la dispersion se describe como

1(q) « P(q)S(q) Ecuacion lll.5

donde P(q) es el factor de forma y S(q) es el factor de estructura, y q es el vector de
scattering. El factor de forma contiene informacion sobre el tamarfo y la forma de las
particulas individuales, mientras que el factor de estructura incluye contribuciones de
interacciones entre particulas vecinas. El vector de scaffering se define como la diferencia
entre el vector de onda de la radiacion dispersada menos el vector de onda de la radiacion

incidente (q = K — kj y su moédulo se expresa como

_ 4msen() Ecuacion 1Il.6

gl = ==

donde 6 es el angulo de dispersion y A la longitud de onda de los rayos X. Se observara una
interferencia constructiva si existe algun tipo de periodicidad en los elementos constitutivos
de la muestra [Glatter & Kratky,1983]. En caso de sistemas diluidos, los centros de
dispersion no mantienen una posicion relacionada entre si, por o que la expresion de la
intensidad puede reducirse a I(q)xP(q). Mediante el analisis del comportamiento de la
intensidad de dispersion en funcién del vector de onda (q) se puede obtener informacion
estructural sobre la muestra, como por ejemplo el tamario, la morfologia, la estructura
interna y la interaccion entre particulas, dependiendo de las caracteristicas de la muestra y
las condiciones de trabajo.

En este trabajo, las medidas de SAXS de las muestras se realizaron en la linea de
luz DO2A-SAXS2 en el Laboratorio Nacional de Luz Sincrotron (LNLS, Campinas, SP,
Brasil), utilizando un haz de rayos X monocromatico con una longitud de onda, A = 1,544 A,
con una distancia muestra-detector de 3061,3 mm (q entre 0,04 a 1,45 nm™), con un
tiempo de exposicion de 300 segundos a 25 °C. Para las medidas, las dispersiones se
colocaron dentro de una camara entre dos laminas de mica sobre la que se hizo pasar el
haz de rayos X. Los espectros de dispersion se recogieron en un detector marCCD. Las
intensidades experimentales medidas fueron corregidas por la contribucién de los solventes
empleados y la celda vacia, y las curvas unidimensionales se obtuvieron integrando las
imagenes bidimensionales.
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Los datos experimentales se analizaron utilizando los algoritmos de ajuste ofrecidos
por el software SasView [Doucet et al. 2021], se empled el factor de forma HardSphere
para el modelado de los mismos.

[11.2.4.6 Titulaciones Conductimétricas

Las titulaciones conductimétricas de las dispersiones acuosas de polimero se
llevaron a cabo por duplicado, a 25 °© C empleando un conductimetro (ADWA AD8000
equipado con celda de conductividad AD76309). A fin de realizar la titulacion
conductimétrica, a una dispersion acuosa de 3,5 g de la muestra de una dispersion acuosa
de la muestra (aproximadamente 15% en peso de contenido soélido), se afadieron 5,00 ml
de HCI 0,1109 N, y luego se tituld con NaOH 0,0849 N en agitacion. Las lecturas de la
conductancia de la dispersion durante la titulacion se tomaron 1 minuto después de cada
adicion de la solucion de NaOH deteniendo la agitacion [Casu & Gennaro, 1975; Gonzalez
et al., 2008].

Las densidades de carga superficial debidas a la presencia de los grupos sulfato, y
carboxilato, 8so7, 8coo- respectivamente (mEg/cm?), pueden calcularse empleando las
ecuaciones siguientes:

5 __ Volnaon,so; NNaon Ecuacion Il.7
SO; A,
Ecuacion 111.8
__ Volnaon,coo~ NNaoH
8coo- = n
P

donde Volaoncoo €S el volumen del punto del punto de equivalencia, Nnaon €S la
concentracion normal de la solucion titulante (0,0849 mEg/ml); A, es la superficie total de
las particulas, en cm?; el area de la particula (A,) se puede determinar como:

_ 6msWs
p psD

Ecuacion 1.9

A

donde ms es la masa total de latex titulado, en gramos; W;s es la fraccion solida (gramos de
sélidos por gramos de latex); ps es la densidad del polimero seco, en g/cm?® y D es el
diametro medio de particula (cm), determinado mediante DLS.

Finalmente, la densidad total de la carga superficial (o), en uC/cm?, se calcula como:

o = F(8s0; + 8coo-) Ecuacion 111,10

donde F (en uC/mEQq) es la constante de Faraday [Gonzalez et al., 2008].
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I.2.4.7 Microscopia Electrénica de Transmision (TEM)

Las muestras para estudios de microscopia electrénica de transmision (TEM) fueron
preparadas colocando una gota de las dispersiones de particulas diluidas en agua Milli-Q
directamente sobre grillas de cobre recubiertas de Formvar/carbono (300 mesh) y luego
secadas al aire. Para mejorar el contraste, las muestras se sometieron a tincion negativa
con acido fosfotungstico al 1% durante 40 segundos y luego se removié el excedente de
solucion.

Los estudios de microscopia de transmision electronica se realizaron utilizando un
equipo JEM 1200 EX Il - JEOL, perteneciente a la Facultad de Ciencias Veterinarias (FCV)-
La Plata.

La distribucion del tamario de particula se determiné utilizando el Software ImageJ.
Las particulas se consideraron esféricas y los diametros promedio en numero (d,), en
superficie (ds) y en volumen (d,) se calcularon a partir de la ecuacion:

X, 4P .
1 Ecuacion 111.11

d =
P—q
Znidiq

donde n; es el numero de particulas con d; diametro, y p-q fueron 1-0, 3-2 y 4-3 para dp, ds
y d, respectivamente.

A partir de estos valores se define el indice de polidispersidad (IP) segun:
I[P =— Ecuacion IIl.12
y el coeficiente de variacion porcentual (CV) como:

SD
CV = EIOO Ecuacion 111.13

donde SD es la desviacion estandar.

Finalmente, se calcularon los valores para el area superficial especifica de cada
particula (SSA, cm?/g) a partir de la ecuacion:

ggA = 20000 Ecuacion IIl.14
dpLs Ps

donde dpis €s el diametro obtenido por la técnica DLS y se encuentra expresado en uM y
ps €s la densidad de la esfera solida para cada polimero.
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11I.3 RESULTADOS Y DISCUSION

11.3.1 Caracterizacion de las particulas poliméricas

11.3.1.1 Tamanfo de particula (DLS), potencial Z y contenido de
solidos

En la tabla IIl.3 se presentan el contenido de solidos, los tamanos de particulas
determinados mediante DLS (dois) Yy los valores de potencial Z que presentaron las
dispersiones poliméricas sintetizados.

El contenido de solidos obtenido esta en acuerdo con el esperado en base a las
formulaciones utilizadas para la sintesis de las dispersiones. Como puede observarse, en
las condiciones de sintesis empleadas, se lograron sintetizar particulas poliméricas con
tamanfos en el rango de 67 a 134 nm. Las particulas pertenecientes a la serie de polimeros
acrilicos (p-MB, p-MBH y p-MBA) presentaron tamanos relativamente similares entre si
mientras que, las particulas poliuretanicas resultaron ser de un tamano superior.

Tabla Ill.3. Tamano de las particulas, potencial Z y contenido de solidos de las dispersiones
sintetizadas

SENENAGEN Co,n.tenido de Diametro Potencial z
solidos (%) (nm) (mv)
p-MB 27,0 67+1 -31+42
p-MBH 28,2 76+1 -30+2
p-MBA 30,6 73+1 -35+2
p-U 30,0 118,8+0,9 -35+3

El valor de potencial zeta de las dispersiones se encontré en el rango de -30 a -35
mV, los valores mas bajos (-35 mV) fueron observados para del p-MBA y p-U debido a la
presencia de grupos carboxilicos en estos sistemas. El potencial Z es un indicador de la
estabilidad de una suspension. En general, para las suspensiones estabilizadas unicamente
por repulsion electrostatica, como en el presente caso, los potenciales Z por encima de 30
mV (valor absoluto) son indicativos de estabilidad fisica [Muller et al., 2001], lo que se
condice con lo observado experimentalmente dado que las dispersiones obtenidas se
mantuvieron estables durante el tiempo de estudio comprendido en este trabajo. Los
valores presentados en la tabla Ill.3 estan en acuerdo con otros sistemas similares
sintetizados previamente [Gonzalez et al, 2007; Peruzzo et al, 2010].
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1.3.1.2 Espectroscopia Infrarroja por transformada de Fourier
(FTIR)

En la figura lll.1 se presentan los espectros FTIR obtenidos para los distintos
polimeros sintetizados. Las principales bandas de absorcion y sus asignaciones para cada
polimero preparado se detallan en la tabla 11l.4.
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Figura Ill.1 Espectros FTIR de los polimeros sintetizados: (A) p-MB, (B) p-MBH, (C)
id p-MBA, (D) p-U

Los espectros de los polimeros denominados p-MB, p-MBA y p-MBH presentan
bandas caracteristicas comunes debido a la presencia de los dos mondmeros acrilicos
empleados en sus preparaciones (metacrilato de metilo y acrilato de butilo). En los tres
casos se observa una banda a aproximadamente 1730/1740 cm™" asociada a la vibracion
de estiramiento de los enlaces carbonilo del grupo éster (vC=0) y otra a 1170 cm’
correspondiente a la vibracion de estiramiento de grupo C-O-C del mismo grupo funcional.
Los espectros presentan también una banda en la regién 3000-2800 cm™ asociada al
estiramiento de los enlaces C-H (vC-H) [Peruzzo et al, 2010]. El conjunto de sefales que
se observan la region 3600-3440 cm™ puede deberse a un sobretono (banda armonica)
con una frecuencia dos veces mayor que la frecuencia de estiramiento del grupo carbonilo
[Kushwaha et al., 2017]. En adicion a las sefiales mencionadas, el espectro del p-MBA
presenta la contribucion de una banda ancha centrada en 3265 cm™ (solapada a otras
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sefales en la regién 3400-2900 cm™) debida a la presencia de los grupos carboxilicos del
acido metacrilico (vO-H) [Walkowiak et al., 2020; Treat et al., 2006] , mientras que en el
espectro del p-MBH se observa el incremento de una sefial en 3544 cm™' que se asigna a
los grupos OH introducidos por el HEMA [Xu et al., 2004].

El espectro del PU mostré una banda tipica a 3300 cm™'- 3400cm™" que surge de las
vibraciones de estiramiento del enlaces N-H unido por puente de hidrégeno y libre, y una
banda ancha centrada en 1709 cm™ asignada al estiramiento del grupo C=0 (vC=0 libre 'y
vC=0 enlazado por puente de hidrégeno; banda Amida ). Adicionalmente se observa un
pico de absorcion en 1537 cm™ (banda de combinacion vC-N y 8N-H; banda Amida Il), una
sefal centrada en 1305 cm™ debida a la combinacion de la flexion N-H y el estiramiento C-
N, una banda a 1110 cm™ asociada a la vibracion de estiramiento del grupo C-O-C del
polipropilenglicol, y otras sefiales en las regiones 3000-2800 cm™ y 1500-1200 cm
provenientes de modos vibracionales de estiramiento y flexion de C-H, respectivamente.
[Kaminski & Urban, 1997; lrusta & Fernandez-Berridi, 1999; Pardini & Amalvy, 2008;
Gangoiti & Peruzzo, 2020]. Las asignaciones descriptas se encuentran resumidas en la
tabla Ill.4.

Tabla lll.4. Asignacion de las principales bandas de absorcion en la region infrarroja de los
polimeros sintetizados.

Numero de onda MODO .
) GRUPO VIBRACIONAL POLIMERO
3544 OH vO-H p-MBH

vN-H enlazado a H +
3300-3500 NH vN-H no enlazado Py

3265 COOH vO-H p-MBA
H asimen
2800-2900 CH vC-H asimétrico y todos
simétrico (alifaticos)
17312 -1743° CcO vC=0 p- MBA?, p-MB®, p-MBH®
= | +
1709 co vC=0 libre o-U
enlazado
1537 NH vC-N + 6N-H p-U
1305 NH /CN vN-C + 8N-H p-U
11702-1172°-1176° CcOoC (O-)C-O-C (éster) p- MBA?, p-MBH®, p-MB°

1110 COC vC-O-C (eter) p-U
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La aparicion de las bandas asignadas a los grupos funcionales caracteristicos de
cada polimero sintetizado evidencia una sintesis exitosa producto de la cual se han obtenido
polimeros con diversa funcionalidad quimica.

[11.3.1.3 Titulaciones Conductimétricas

La figura IIl.2 muestra las curvas de titulacion conductimétricas obtenidas para las
diferentes dispersiones preparadas con el fin de determinar la densidad de grupos cargados
en la superficie de las particulas poliméricas.

En las curvas de titulacion de p-MBA y p-U (figura Ill.2 C y D, respectivamente) se
pudieron observar tres regiones con diferentes pendientes que permitieron identificar dos
puntos de equivalencia. El primer segmento corresponde a la neutralizacion del HCI (acido
fuerte) colocado inicialmente en exceso y los protones asociados al ion sulfato; el segundo
segmento corresponde a la neutralizacion de los protones asociados al grupo carboxilo
(mas débil); y el tercer segmento corresponde al aumento en la de conductividad debido al
NaOH agregado en exceso. En estos casos, el volumen de titulante empleado para
neutralizar los grupos COOH sera la diferencia entre los dos puntos de equivalencia,
mientras que el volumen de NaOH destinado a neutralizar los grupos sulfato sera la
diferencia entre el volumen del primer punto de equivalencia, y el volumen de titulante
(conocido) empleado para neutralizar el exceso de HCI colocado [Gonzalez et al., 2008].

Por otro lado, las curvas de titulacién obtenidas para p-MB y p-MBH presentaron
dos regiones, identificandose de esta forma solo un punto de equivalencia. Para estas
dispersiones, solo fue posible determinar mediante esta técnica la cantidad de grupos
sulfatos superficiales ya que en el caso del p-MB son los Unicos grupos presentes, mientras
que para el p-MBH los grupos oxhidrilos no logran cuantificarse por reaccion acido-base en
las condiciones empleadas.
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Figura Ill.2 Curvas de titulacion conductimétrica: (A) p- MB, (B) p-MBH, (C) p-MBA, (D) p-
U. Se presenta la media de los valores obtenidos por duplicado sin sus barras de error para
mayor claridad visual.

A partir de los resultados obtenidos y empleando las ecuaciones Ill.7-10, se
determinaron la densidad superficial de cada grupo funcional (8) y la densidad de carga
superficial total (o), que se presentan en la tabla lIl.5 junto con el area expuesta por el total

de particulas tituladas (Ap) calculada empleando la ecuacion 11.9 introduciendo en la misma
el diametro obtenido mediante DLS (Tabla Il1.3).
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Tabla 1l.5. Caracteristicas de las dispersiones poliméricas determinadas por titulaciones
conductimétricas.

p-MB p-MBH p- MBA p-U

Ap (cm?) 3,82 x10° 3,17x10° 3,34x10° 1,75 x10°

8s0; (MEg/cm?) | 1,63x107 £4x10° | 1,64x107£6x10° | 5,5x108 +5x10° | 5,5 x108+5x10°

%p/p SO 1,15+0,03 1,03+0,03 0,36+0,03 0,18+0,04
SCOO_
- - 4,8x107+4x10® | 8,2x107+8x10®
(mEg/cm?)
%p/p COO" - - 1,410,1 1,3+0,2
o (UC/cm?) 15,7+0,4 15,9+0,8 52+3 85+3

A partir de los resultados obtenidos en base a las titulaciones conductimétricas se
observé que todas las particulas poliméricas presentaron grupos sulfato en su superficie
provenientes del iniciador empleado en su sintesis, mientras que las particulas
pertenecientes a p-MBA y p-U también evidenciaron una densidad superficial de grupos
carboxilicos aportados por el MA y el DMPA utilizados en su formulacion, respectivamente.
Estos dos sistemas resultaron ser similares en cuanto a 8go; Y 8¢oo- aunque, debido a la
diferencia en sus tamarios de particula, presentaron una diferencia en la densidad de carga
superficial 0. Por otro lado, si bien los sistemas p-MB y p-MBH resultaron ser similares entre
si en términos de 850, y 0, este Ultimo como consecuencia del tamario de particula similar
entre ellos, presentan como es de esperar menores valores de densidad de carga
superficial total que las dispersiones p-MBA y p-U en acuerdo con su menor densidad
superficial de grupos cargados. Estos resultados guardan relaciéon con los valores de
potencial Z obtenidos para las muestras presentados anteriormente.

11.3.1.4 Microscopia electronica de Transmision (TEM)

La caracterizacion morfologica de las particulas poliméricas se realiz6 mediante
microscopia electrénica de transmision. Las imagenes TEM de las particulas sintetizadas
se muestran en la Figura lIl.3 junto a sus respectivos histogramas. Los resultados obtenidos
en base a los mismos para los diametros de particulas y su polidispersidad se presentan en
la Tabla Ill.6

Todas las particulas pertenecientes a la serie acrilica presentaron una morfologia
esférica con tamanos de alrededor de 70 nm e igual polidispersidad, mientras para el p-U
se obtuvo un tamano de 110 nm. Como puede observarse en dicha tabla, el area superficial
expuesta por unidad de masa es similar en las tres particulas acrilicas, siendo inferior el
valor para el poliuretano debido al mayor tamario de particula presentado por estas ultimas.
Si bien los resultados informados en la Tabla Ill.6 siguen la tendencia mostrada por los
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obtenidos DLS (Tabla 11.3), son menores debido a que en esta Ultima técnica se determina
el diametro hidrodinamico de las particulas.

g
8

8

Nimero de Particulas
Nirrero de Particulas
=]

N
/
°

8 %
8

L

2

Nirero de Particulas
8

2

Nirrero de Particulas

0 T T T 0
S5 % 5 € & M 5 & 8 90 g e 9 10 WO 120 130 140
Démetro () Démetro (hnm)

Figura Il.3 Imagenes TEM e histogramas: (A) p- MB, (B) p-MBH, (C) p-MBA, (D) p-U
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Tabla Ill.6. Tamario de particula

p-MB p-MBH p- MBA p-U

dn (M) 61,38 70,22 70,07 | 113,28

ds (nm) 63,74 72,86 73,06 | 115,73

dy (nm) 64,83 74,15 74,38 | 117,36

P 1,06 1,06 1,06 1,01

%CV 14,03 13,24 14,47 10,78

SSA (m%g) | 80,76 | 70,64 | 70,77 | 40,83

11.3.1.5 Dispersion de rayos X a bajo angulo (SAXS)

Dos de las dispersiones sintetizadas, p-MBA y p-U, fueron seleccionadas para ser
estudiadas por SAXS con el fin de profundizar en el estudio de morfologico de las mismas.
Las curvas SAXS adquiridas para estas dispersiones se muestran en la Figura lll.4(1), el
perfil de las curvas I(q) vs g para ambas muestras se corresponde con el comportamiento
tipico de particulas esféricas polidispersas en dispersion acuosa [Ballauff, 2011]. Por otro
lado, en la Figura Ill.4(ll) se presenta el grafico In g vs g? (grafico de Guinier) para ambas
muestras, el p-MBA mostré un comportamiento lineal en la region a bajo g, mientras que p-
U presentd una tendencia a la agregacion evidenciada por una desviacion positiva
observada en dicha region que dificulta la estimacion de Rg con este enfoque.

Teniendo en cuenta que la intensidad dispersada puede expresarse como una

ecuacion de potencia simple [(q)xg®, a partir de los graficos log-log de las curvas de 1(q)
vs g (imagen insertada en Figura Ill.4(l)) se pudo obtener el valor de a como la pendiente
de la recta resultante del ajuste de los puntos en la region a bajo g (0,04-0,07 nm). Para p-
MBA se determiné un valor de a de 2,0416 (R*=0,99994), confirmando el comportamiento
segun la ley de Guinier y acorde a la presencia de superficies compactas. En el caso del p-
U se observd un valor de a de 3,1482 que confirmd la desviacion del comportamiento de
Guinier y se ubica en el rango de valores para este parametro que se asocia con la
dispersion por parte de superficies suaves [Yang et al.,, 2016]. Esto explicaria el
comportamiento suavizado observado para la curva SAXS del p-U respecto al p-MBA. Para
esta ultima muestra, en esa zona fue posible evaluar el radio de giro empleando la
aproximacion de la ecuacion

—g2Rg? hy
I(q) =1, exp[ q3 ] Ecuacion 111115

donde Rg es el radio de giro de Guinier, y puede aplicarse en el rango gRg<1,3. A partir de
la pendiente del ajuste lineal de los puntos de la region de bajo g del grafico de In I(q) vs g2
se obtuvo un Rg de 31 nm [Guinier & Fournet, 1955].
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La zona media de las curvas I(q) vs g fue ajustada empleando diferentes modelos,
el mejor ajuste se obtuvo empleando uno basado en el factor de estructura denominado
HardSphere, el cual considera la dispersion de una poblacion de esferas con densidad
electronica (SLD) uniforme y con una distribucion gaussiana del tamano de particula. El
resultado obtenido del ajuste se muestra en la Figura Ill.4(l) como una linea continua sobre
los perfiles de SAXS, en base al cual se obtuvo un valor para el radio de las particulas de
36,36 nm y 64,64 para p-MBA y p-U, respectivamente, el Rqy junto a otros parametros
obtenidos (la polidispersidad (IPD) y la densidad electrénica (SLD)) se presentan en la Tabla

I11.7.
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Figura Ill.4 (I) Curvas SAXS y ajustes y grafico log-log (Il) Aplicacion de la ley de Guinier
para: (A) p-U, (B) p-MBA
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Tabla lll.7. Parametros obtenidos para los ajustes de las curvas SAXS empleando el modelo

HaraSpheres

p-MBA p-U
R (nm) 36,36 64,64
IPD 0,15 0,44
SLD (A% | 4,5x10°¢ 3,8x10°°

Cabe destacar que, el diametro de particula calculado como 2R para p-MBA 'y p-U
(72 nmy 129,3 nm, respectivamente), resulta similar en ambos casos a lo observado por
microscopia de transmision electronica.

En la tabla lll.8 se presenta un resumen de las caracteristicas de las particulas

sintetizadas.

Tabla Il.8 Resumen de las caracteristicas de las particulas poliméricas sintetizadas en este

trabajo.
COOH
COOH
COOH
00H 00H
p-MBH p- MBA p-U
dn (NnmM) (TEM) 61,38 70,22 70,07 113,28
Dois (nm) 67+1 7641 7341 118,8+0,9
SSA (m?/g) 80,76 70,64 70,77 40,83

8s0; (MEg/cm?) | 1,63x107 +4x107

1,64x107 +6x10°?

5,5x10%+5x10°

5,5x10%£5x10

Seoo- 4,82x107 8,2 x107
(mEg/cm?) ) ) +4x108 +8x10°8
o (C/cm?) 15,7+0,4 15,9+0,8 52+3 85+3

POTENCIAL Z 23142 3042 3542 -35+3

(mV)
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1.4 CONCLUSIONES PARCIALES

Se obtuvieron dispersiones de particulas poliméricas en agua que se mantuvieron
estables durante el periodo de tiempo comprendido en desarrollo de este trabajo.

Mediante el empleo de diferentes técnicas, se logré caracterizar a todas las
particulas sintetizadas observandose particulas esféricas de naturaleza acrilica con
tamafos en el rango de 60 a 70 nm, y una de naturaleza puliuretanica de aproximadamente
120 nm, diferenciadas ademas por el tipo de grupo funcional y densidad de carga
superficial.

De esta manera, se consiguio preparar una serie de particulas poliméricas para ser
empleadas en la preparacion de sistemas polimero-proteina.
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En el presente capitulo se desarrolla el protocolo empleado para la extraccion de
las proteinas de capa-S provenientes de dos cepas bacterianas del género
Lactobacillus. Se presenta y discute también la caracterizacion de las mismas
empleando diversas técnicas fisicoquimicas.
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IV. EXTRACCION DE LAS PROTEINAS DE CAPA-S
V.1 INTRODUCCION

IV.1.1 Proteinas de capa-S empleadas en este trabajo

Como se menciond en la seccion 1.2 se ha reportado la presencia de proteinas de
capa-S en distintas cepas de Lactobacillus como por ejemplo L. helveticus, L. gallinarum,
L. acidophilus, L. amylovorus, L. buchneri, L. crispatus, L. brevis, L. fermentum, L. gasseri
y L. johnsoniientre otras [Boot et al., 1996; Masuda & Kawata, 1985; Kawata et al., 1974,
Masuda, 1992; Hagen et al., 2005; Kant et al., 2011; Ventura et al., 2002; Yasui et al.,
1995]. El peso molecular reportado para las proteinas de capa-S de Lactobaciflus varia
entre 25y 71 kDa, y los valores de pl predichos son altos en comparacion con las proteinas
de capa-S de otras especies (9,4-10,4) [Avall-Jaaskeldinen & Palva 2005] . La simetria de
red reportada para las SLP aisladas de Lactobacillus ha sido de tipo oblicua para L.
acidophilus y L. helveticus [Smit et al., 2001; Lortal et al., 1992]; tetragonal en el caso de
L. fermeturmn [Kawata et al., 1974] y hexagonal para L. buchneri [Masuda et al., 1981]
respectivamente. Por otro lado, en algunas especies bacterianas se ha podido caracterizar
la glicosilacion de la estructura polipeptidica [Malamud et al. 2020].

Las proteinas de capa-S presentes en Lactobacillus kefiri (bacterias acido-lacticas
predominantes en los granulos de kefir) fueron descriptas por primera vez por Garrote y
col.(2004). Estas proteinas resultaron estar glicosiladas y contar con pesos moleculares de
entre 66 y 170 KDa.

En este trabajo de tesis se emplearon las proteinas de capa-S extraidas de dos
cepas bacterianas de Lacfobacillus kefiri, recientemente reclasificada como
Lentilactobacillus kefiri, denominadas CIDCA8348 (S8) y CIDCA83111 (S1). Ambas cepas
pertenecen a la coleccion de bacterias del Centro de Investigacion y Desarrollo en
Criotecnologia de Alimentos (CIDCA-La Plata).

Las dos cepas empleadas de L. kefiri poseen diferente capacidad de agregacion;
en el caso de la cepa CIDCA8348 se ha confirmado su propiedad agregante, mientras que
la cepa CIDCA83111 no ha demostrado tal comportamiento. Cabe destacar que este
detalle respecta a la conducta de la célula bacteriana y no hay estudios que permitan
transferir esta propiedad a las proteinas de capa-S aisladas de dichas cepas.

Respecto a los aspectos bioquimicos de las proteinas, en la tabla V.1 se presenta
un resumen de los principales parametros de interés derivados del analisis de la secuencia
de aminoacidos (AA) de ambas SLP reportadas por Malamud y col. (2017). Ambas
proteinas comparten caracteristicas tipicas de otras proteinas de capa-S extraidas de
lactobacilos como la ausencia de cisteina y la gran relacion de residuos con densidad de
carga positiva/negativa. Debido a esto, estas proteinas no cuentan con enlaces
intercatenarios de puente disulfuro y los valores de punto isoeléctrico predichos son
elevados en comparacion con los de las SLP de otros lactobacilos.
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Tabla IV.1 Principales parametros de interés de las proteinas de capa-S empleadas

PROTEINAS DE CAPA-S 83111 8348
Peso molecular calculado (kDa) 59,939 57,039
Longitud (N° total de AA) 568 542
P 9,52 9,60
% Asp-Glu 7,1 5,7
% Arg-Lys 10,6 9,6
% AA hidrofobos 34,9 38,4
% AA con grupos hidroxilo 29,2 27,9
Glicosilacion + +

Asp acido aspartico, G/u acido glutamico, Arg arginina, Lyslisina

En su trabajo de tesis doctoral, Malamud (2019) logré identificar y describir la
naturaleza de los glicanos presentes en ambas proteinas. Segun sus resultados la SLP S1
presenta dos péptidos sustituidos con cadenas de 8 unidades de glucosa en promedio,
decoradas con acido galacturonico, y ancladas a la cadena polipeptidica mediante una
union O-glicosidica [Cavallero et al., 2017]. Ademas, se encontraron N-glicanos, en dos
péptidos sustituidos con estructuras cortas conteniendo Glucosa (Glc), Manosa (Man),
Hexosa (Hex) y N-acetilglucosamina (NAc):

e (GIcNAcsManzdHex
e GIcNAc.dHex

Por su parte la SLP S8 presentd unicamente O-glicanos encontrandose en su
estructura solo un péptido sustituido por cadenas de 5 unidades de glucosa en promedio
[Malamud et al., 2020].

Respecto a la estructura y simetria del arreglo de las proteinas de capa-S, la SLP
S8 ha sido caracterizada con una simetria hexagonal p6 por Gerbino en su trabajo de tesis
doctoral (2013). En dicha investigacion, mediante el depdsito de la proteina sobre mica
durante 16 horas y posterior observacion mediante AFM se obtuvieron las micrografias
mostradas en imagen V.1 junto al modelado a partir del cual se determinaron distintos
parametros.
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Imagen IV.1 Micrografias AFM tomadas con distintos aumentos y diagrama de simetria
hexagonal [Gerbino, 2013].

A partir de estos analisis, Gerbino (2013) determin6 los parametros cristalinos de
distancia denominados a1 y a2 con un valor de aproximadamente 7-8 nm, un angulo de
60° y un tamaro de unidad de proteina de 5 nm.

Sin embargo, la informacion previa a este trabajo sobre la simetria del arreglo
estructural de SLP S1 es sumamente escasa.

IV.2 MATERIALES Y METODOS
IV.2.1 Reactivos y Buffers

Albumina de Suero Bovino, grado de hidrélisis 5 (BSA, Sigma Aldrich>98%)
Bromuro de Potasio (KBr, Thermo, grado espectroscopico >99%)

Caldo Man-Rogosa-Sharpe (MRS, Difco BD)

Etilendiamintetraacetato de sodio (EDTA, Cicarelli)

Hidrocloruro de guanidinio (GuHCI, OmniPur)

o O O O O
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o Membrana de celulosa (Sigma Aldrich, cut off 14000 KDa)
o Solucién del reactivo de Bradford G-250 alcohdlica, 1% P/V
o Tris(hidroximetil)Jaminometano (Tris, J.T. Baker)

Tabla V.2 Formulacion de los distintos buffers empleados

VOL.
DENOMINACION COMPOSICION FINAL pH
(mL)
BUFFER TRIS
7,878 g de Tris-Cl 1000 7,2
(5x102 M)
BUFFER TRIS/EDTA 7,878 g de Tris-Cl
(5x102 M/ 1x10° M) 0,2922 g de EDTA 1000 7,8
Bufter B NaOH 1M (hasta ajuste del pH)
BUFFER TRIS/CLORURO
DE GUANIDINIO 7,878 g Tris-Cl
] 1000 7,2
(5x10% M/ 5M) 477,65 g Cloruro de Guanidinio
Buffer A
8,02 g de NaCl
BUFFER PBS
1,17 g de Na,HPO, 1000 7,02
0,2 g de KH2PO4

A menos que se indique, todos los buffers y soluciones se prepararon en agua Milli-Q
obtenida empleando un equipo Heal Force SMART SERIES

IV.2.2 Extraccion y purificacion de las proteinas de capa-S

Para el aislamiento de las SLPs, las cepas de L. kefiri CIDCA83111 y CIDCA8348
se cultivaron en caldo MRS en condiciones aerdbicas, durante 48 horas, a 32°C. El medio
de cultivo utilizado fue esterilizado por calor himedo, en autoclave, a 1 atmosfera de
sobrepresion durante 15 minutos.

Protocolo de extraccion de proteinas de capa-S

1. A partir de aproximadamente 500 mL de cultivo, las células en fase estacionaria
se centrifugaron por 20 minutos a 2200 g

2. Se descart6 el sobrenadante y se realizaron tres lavados mediante resuspension
/centrifugacion a 2200 g con buffer PBS.

3. Se resuspendio el pellet del ultimo lavado en un volumen 10 veces mayor de
buffer Tris 5x10° M pH = 7,2; clorhidrato de guanidinio 5 M.
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4. Se incubd en agitacion a temperatura ambiente durante 20 minutos.
5. Se centrifugd a 40.000 g durante 30 minutos a 10°C.

6. Se tomo el sobrenadante y se lo centrifugd a 40.000 g durante 30 minutos a 10°C
dos veces mas.

7. El sobrenadante clarificado se dializd frente a buffer Tris 5x102 M;
etilendiaminotetraacetato de sodio (EDTA) 10° M (pH = 7,8) empleando una membrana de
celulosa con un cut-off de 14000 KDa, con agitacion suave durante 24 hs. a temperatura
ambiente.

IV.2.3 Caracterizacion de las proteinas de capa-S

IV.2.3.1 Cuantificacion de proteinas en el extracto

Se han desarrollado varios métodos para la determinacion cuantitativa de proteinas,
de todos ellos, los utilizados con mayor frecuencia en la actualidad se basan en la reaccion
del azul brillante de Coomassie G-250 (CBB) y el Cu(ll) (método de Biuret) con las
proteinas.

Para determinar la concentracion de proteinas en los extractos se emplet¢ el método
de Bradford que se basa en el cambio del maximo de absorbancia (620nm) del colorante
coloidal Coomasie Blue G250 consecuencia de su union a las proteinas. Las muestras se
prepararon tomando 10 ul de suspension de proteina aislada y adicionando 200 pl del
reactivo de Bradford. De manera similar se prepard cada punto de la curva de calibracion
empleando como patrén externo una solucion de albumina bovina de 10 mg/mL, la cual se
construyd con concentraciones que van desde 25 uyg/ml a 1 mg/ml. Las medidas de
absorbancia se realizaron en un lector de placas Multiskan Go microplate
spectrophotometer (Thermo Fisher Scientific) a 620 nm [Bradford, 1976].

IV.2.3.2 Peso molecular aparente

Para determinar el peso molecular aparente de las proteinas extraidas se utiliz6 la
técnica desarrollada por Laemmli (1970). Se prepararon geles con una concentracion de
acrilamida 12 %p/v en el gel separador y 4 %p/v en el gel apilador. Se sembraron 10 y g
de SLP S1y S8 por calle. Las corridas electroforéticas se realizaron a voltaje constante,
120 V, hasta que el frente de corrida alcanzd el extremo inferior del gel, en un sistema
vertical. El revelado de los geles se llevo a cabo empleando el colorante coloidal Coomasie
Blue G250. Se empleo el marcador de peso molecular MA 7407 (PB-L, Argentina).
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IV.2.3.3 Caracterizacién por FTIR-TEM-DLS-Potencial Z

Dado que para la caracterizacion de las proteinas se emplearan las técnicas
descriptas en el Capitulo Ill, en esta seccién se mencionaran aquellos detalles del
procedimiento que sean diferentes en cuanto a equipamiento y preparacion de la muestra.
Las proteinas fueron caracterizadas en dispersidon o como polvos obtenidos por liofilizacion
de las mismas.

Los espectros FTIR fueron adquiridos como se describid previamente. Los
espectros resultantes de las proteinas se suavizaron empleando una funcion Savitzky-Golay
con cinco puntos de escala (9,643 cm™).

Las imagenes TEM fueron adquiridas como se describid previamente. Los estudios
de microscopia de transmision electronica se realizaron utilizando un equipo JEM 1200 EX
II— JEOL, perteneciente a la Facultad de Ciencias Veterinarias-La Plata y un equipo TALOS
F200C perteneciente a YPF-Tecnologia, La Plata.

Los tamanos de particula determinados mediante DLS y el potencial Z de las
proteinas fueron determinados empleando un equipo LitesizerTM 500, FM10 (Anton Paar,
Austria) a 25°C. Las dispersiones fueron diluidas 100 veces empleando buffer B y sonicadas
en bafo ultrasonico por 15 minutos previo al analisis.

IV.3 RESULTADOS Y DISCUSION

IV.3.1 Extraccién y cuantificacion de las proteinas de capa-S

El método de extraccion utilizado permitioé obtener aproximadamente 10,00 mL de
suspension de proteinas de capa-S partiendo de 1,00 L de cultivo bacteriano.

La concentracion de proteinas en el extracto presentd variaciones entre las distintas
extracciones realizadas. En todos los casos, se obtuvieron concentraciones promedio de
1,2 mg/mL que fueron diluidas empleando Buffer B hasta lograr una concentracion final de
1,00 mg/mL. Los extractos de proteinas destinados a la construccion de las isotermas de
adsorcion se sometieron a procesos de concentracion empleando los dispositivos para
filtrado por centrifugacion Centricon Plus-70equipados con una membrana Ulfracel-PL con
un cut-offde 10 kDa, las suspensiones se concentraron aproximadamente 4 veces.

IV.3.2 Caracterizacién de las proteinas de capa-S

IV.3.2.1 Peso molecular aparente

Las proteinas de la capa S de L. kefiri aisladas con GuHCI presentaron una banda
dominante e intensa en la electroforesis desnaturalizante en coincidencia con lo estudiado
por Mobili en su tesis doctoral (2008), quien comparando métodos de extraccion utilizando
diferentes extractantes (LiCl, SDS y GUHCI), observé bandas intensas entorno a los 66 KDa
cuando las SLP fueron extraidas con GuHCI a diferencias de las SLP extraidas con LiCl. El
perfil de proteinas totales obtenido luego del contacto con GUHCI de los dos lactobacilos
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(L. kefiri S8 y S1) se muestran en la imagen IV.2. El perfil de proteinas totales mostré una
banda mayoritaria correspondiente a un polipéptido de con un peso molecular aparente de
67 KDa para la SLP S1, mientras que la correspondiente a la proteina de capa-S S8, se
corresponde con un peso molecular aparente de 69 KDa, en coincidencia con lo
oportunamente reportado [Mobili et al., 2009]. Estos resultados estan de acuerdo con
estudios previos en los que se informaron pesos moleculares entre 66 y 170 KDa para las
proteinas de la capa S aisladas de diferentes cepas de Lactobacillus kefiri [Garrote et al.,
2004].

S8 S1 kDa

%
™ 67

43

—30
—20

Imagen IV.2 Electroforesis en condiciones desnaturalizantes (SDS-PAGE) para los extractos
obtenidos producto del tratamiento con GuHCI de las cepas de L. kefiriS1y S8. Se indica la
masa molecular relativa de los marcadores de peso molecular (KDa).

IV.3.2.2 Dispersidon de Luz Dinamica (DLS) y potencial Z

La DLS se ha utilizado para evaluar el tamafo y la oligomerizacion de varias
particulas como proteinas, polimeros, micelas, carbohidratos y nanoparticulas [Liu et al.,
2016]. En el presente estudio, se utilizd DLS para determinar la monodispersidad o
polidispersidad de las proteinas de capa S, determinar sus tamafo y el potencial Z. La figura
IV.1 muestra la distribucion del diametro promedio (por porcentaje) en funcién de la
intensidad de las moléculas presentes. Para la SLP S1 se observan dos poblaciones con
diametros de aproximadamente 100 y 1000 nm. Luego de ser sometidas a sonicacion, las
muestras de SLP S1 presentaron un unico pico en 100 nm, mientras que la SLP S8 sonicada
no mostro mayores modificaciones. El andlisis de la SLP S8 sin sonicar present6 un pico en
100 nm y otro pico ancho en torno a los 3000 nm, mientras la SLP S8 sonicada mostré un
pico en 70 nmy otro en los 3000nm. Segun algunos estudios de DLS de SLP bacteriana,
el diametro esperado para la proteina de la capa S monomérica es cercano a los 10 nm-20
nm [Teixeira et al., 2010; Lakatos et al., 2015]. En este sentido, las mediciones por DLS de
una muestra pueden indicar si las particulas se agregan, mostrando una mayor poblacion
de particulas con un radio creciente. Las distribuciones de tamano polidispersas suelen ser
asociaciones de diferentes poblaciones de moléculas o particulas, con mayor tendencia a
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la agregacion. Por ejemplo, Texeira y col. (2010) demostraron la formacion de agregados

de proteina cuando la misma se almacen¢ durante mas de tres semanas [Teixeira et al.,
2010].

El analisis DLS de las SLP de ambas cepas presentd poblaciones polidispersas, con un
aumento en los valores del radio hidrodinamico, lo que sugiere la presencia de agregados
mas grandes (figura IV.1). En este sentido, las SLP estudiadas mostraron una gran
polidispersidad lo cual evidencia la presencia de agregados proteicos.
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Figura IV.1 Distribucion del diametro promedio de las SLP S1 (A), SLP S1 sonicada (B),
SLP S8 (C), y SLP S8 sonicada (D)

Las dimensiones observadas para S1 y S8 concuerdan con las reportadas
previamente para la SLP aislada de Sporosarcina ureae ATCC 13881(SslA) [Varga, 2010].
Para la SslA se reportd la presencia de agregados de 100 nm que fueron asociados a
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estructuras proteicas tanto oligoméricas como de mayor grado de ordenamiento. En dicho
trabajo se analizé el tamafo de los agregados proteicos en dos concentraciones de SslA
distintas, 0,38 y 1 mg/mL. Los resultados indicaron que en ambas concentraciones se
encuentran agregados de 100 nm que conforme avanza el tiempo incrementan su tamano
hasta alcanzar los 600 nm debido al autoensamblaje en solucién que experimentan las SLP.

Por otro lado, se encontrd que el potencial Z de las SLP S1 'y S8 fue de 2,8 + 0,1
mVy 2,4 + 0,1 mV respectivamente. Es importante tener presente que, el punto isoeléctrico
de una proteina es el pH en el que la misma posee una carga neta o potencial Z igual a
cero. Una caracteristica tipica de las SLP de los Lactobacillus es poseer un pl>9,4. Por lo
tanto, las SLP en buffer Tris con pH 7 aproximadamente, deberian presentar un potencial
Z positivo.

IV.3.2.3 Espectroscopia Infrarroja por transformada de Fourier
(FTIR)

Enlafigura IV.2.1 se presentan los espectros FTIR obtenidos para las dos proteinas
de capa-S extraidas.

Los espectros obtenidos para ambas proteinas de capa-S mostraron sefiales tipicas
reportadas en la literatura, como la banda ancha centrada en 3300 cm™ producto de las
vibraciones de estiramiento N-H (vN-H), una banda a 1650-1660 cm™ asignada
principalmente a la vibracion de estiramiento del enlace C=0 conocida como Amida |
(vC=0), una banda ubicada a 1535 cm™ asociada a la combinacion del estiramiento C-N
(40%) vy la flexion en el plano del grupo N-H (60%), conocida como Amida Il, y la banda
Amida Ill que se encuentra en 1200-1300 cm™ y se debe al acoplamiento en fase del
estiramiento C-N (vC-N) con la flexion N-H (6N-H) [Barth, 2007; Glassford et al., 2013]. Se
observa también otra banda de absorcion, a 1030-1060 cm™" asignada a la superposicion
de los estiramientos C-O (vC-0), C-C (vC-C) y la flexién del enlace C—OH (6C-OH) debida
a la presencia de carbohidratos en estas glicoproteinas [Lewis et al., 2013; Ami et al.,
2013]. Las asignaciones de las principales bandas de absorcion se detallan en la tabla IV.3.
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Figura IV.2.1 FTIR proteinas de capa-S (A) S1 (B) S8
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Figura IV.2.2 FTIR en la region de la banda Amida | de proteinas de capa-S (A) S1 (B) S8
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Tabla V.3 Asignacion de las principales bandas de absorcion en la region infrarroja de las
proteinas de capa-S [Arrondo et al., 1993].

Ndmero de GRUPO MODO DENOMINACION
onda (cm™) FUNCIONAL VIBRACIONAL DE LA BANDA
3300 NH vN-H Amida A
vC=0 (80%), vC-N, .
1650-1660 CO, CN §C-C-N Amida |

8N-H (60%), vC-N

Amida Il
(40%) en el plano mida

1550 NH

vC-N (40%), 6N-H :
1290-132 H A I
90-1320 C (30%), vC-C (20%) mida

730 SN-H, vC-N Amida V

584-593 N=C=0 6C=0, vC-N Amida VI

La Figura IV.2.2 muestra los espectros de las proteinas en la region Amida I. La
banda ancha de amida | centrada cerca de 1650 cm™ para S8 es caracteristica de una
estructura desordenada [Barth, 2007], mientras que el maximo a 1660 cm™' sugiere una
estructura mas compleja como una a-hélice superpuesta con un tramo random coifpara la
proteina S1 [Glassford et al., 2013]. Ademas, existe una correlacion entre la ubicacion del
maximo de la banda Amida | de las proteinas y la informada por Mobili y col. (2009), quienes
reportaron que las proteinas de capa-S con un méaximo de banda centrado en 1660 cm™’
(S1) se extrajeron de cepas no agregantes de L. kefiri, mientras que la proteina con un
maximo de 1650 cm™ se aislé de una cepa con capacidad de agregacion.

La banda Amida | proviene fundamentalmente (en un 80%) de un solo tipo de modo
vibracional, cuya posicion y forma depende de la estructura de la secundaria de la proteina
y se ve poco afectada por la naturaleza de los residuos de los aminoacidos que componen
la cadena proteica. Por esto, es la sefial mas utilizada para obtener informacion sobre la
estructura secundaria de las proteinas. Mediante el andlisis de la derivada segunda de los
espectros de cada proteina, se estimé el numero, la posicion y la contribucion relativa de
los elementos individuales que componen la banda Amida | (1600-1720 cm™). La
informacion se tuvo en cuenta para ajustar dicha banda con un perfil gaussiano, utilizando
OriginPro 8.5 (OriginLab Corporation, ESTADOS UNIDOS). Para esto, se utilizaron las
asignaciones de las frecuencias a las estructuras secundarias proteicas que contribuyen a
la banda Amida | descritas previamente en la literatura y que se encuentran presentadas
en la tabla IV.4. El ajuste de la banda Amida | empleando funciones Gaussianas presentado
en la figura IV.3 permitid estimar el porcentaje de las estructuras a y 8 presentes en cada
una de las proteinas aisladas.
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Tabla V.4 Asignacion de las principales bandas de absorcion en la region Amida | [Torii &
Tasumi, 1996]

Ndmero de Estructura secundaria
onda (cm™) asignada
1620-1630 Lamina {3 (intermolecular)
1630-1640 Lamina B (intramolecular)
1640-1650 Sin Orden
1650-1660 a hélice
1660-1695 giros

1675 Lamina B (intramolecular)
1690-1700 Lamina B (intermolecular)

Absorbancia

Figura IV.3 Espectros FTIR y ajuste de curvas en la region Amida | para las SLP S1 (A) y
S8 (B). Se muestran los componentes gaussianos individuales junto a sus asignaciones
(trazo continuo) y el mejor ajuste (trazo discontinuo).

La composicion de la banda amida | en el caso de la proteina S1 fue de un 16,1%
a-hélice, 46,0% lamina-B y 39,0% de otros componentes (giros B y regiones sin orden). Por
su parte, la proteina S8presentd un 13,0% a-hélice, 25,2% lamina-B y 61,8% de otros
componentes. Los resultados obtenidos y la relacion o/B observado para las proteinas
coinciden con lo observado por Mobili y col. para proteinas de capa-S de caracteristicas
similares [Mobili et al., 2009].

Empleando la secuencia de aminoacidos de cada proteina, reportadas previamente
por Malamud y col. (2017), se realizé la prediccion de la estructura secundaria utilizando el
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método de Rost y Sander (http./www.predictorotein.org) [Rost & Sander, 1993]. La
estimacion arrojo para la proteina S1 un 14,4% y un 36,6% de estructuras a-hélice y lamina-
B respectivamente. Por otro lado, la prediccion para la proteina S8 fue de un 8,2% vy 37,6%
de estructuras a-hélice y lamina-8 respectivamente. Ambas estrategias (método de Rost y
Sander; FTIR) coincidieron en las tendencias que arrojaron en cuanto a la presencia de
mayor porcentaje de estructura lamina-f respecto a a-hélice para las dos proteinas, siendo
las cantidades relativas de estas estructuras (obtenida por cada método) similares sélo para
S1. Estas discrepancias podrian estar relacionadas con el hecho de que, entre otros
aspectos, la prediccion empleando el método de Rost y Sander omite la glicosilacion de las
proteinas [Malamud et al, 2017].

Mobili y col. (2009) han asociado el porcentaje de ldamina-g con la capacidad
agregante de la cepa bacteriana de la que se extrajo la proteina. En este sentido, las
proteinas de capa-S aisladas desde cepas con capacidad agregante presentaron
aproximadamente un 25% de esta estructura, mientras que las obtenidas de cepas no
agregantes presentaron valores superiores al 40%. Los resultados obtenidos en esta tesis
mediante el analisis realizado por FTIR son acordes a la generalizacion presentada, dada la
naturaleza agregante de la cepa de la cual se extrajo la proteina S8 y la naturaleza no
agregante de la cepa de la que se extrajo la proteina S1.

IV.3.2.4 Microscopia electrénica de Transmision (TEM)

Con el fin de conocer el arreglo estructural que presentan las proteinas de capa-S
aisladas, se obtuvieron imagenes de microscopia TEM. En la Imagen V.3 se muestran las
micrografias obtenidas para las proteinas purificadas. En ambos casos se observan
arreglos regulares 2D de la proteina compuestos por subunidades que poseen una
dimension de entre 3y 30 nm.

Imagen IV.3 Micrografias TEM de las proteinas de capa-S S8 (A) y S1 (B)
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La imagen V.4 (A) muestra la geometria adoptada por el arreglo regular
bidimensional para el caso de la proteina S8. En la misma se observan subunidades
dispuestas en una organizacion hexagonal (p6), el tamafio de la celda unidad es de
alrededor de 3 nm con poros de aproximadamente 1,5 nm. Como se aprecia en la imagen
aumentada la simetria p6 se caracteriza por contar con 6 proteinas por unidad morfolégica.

En el caso de la proteina S1 se observaron arreglos regulares que exhibieron una
simetria oblicua (p1) como puede verse en la imagen IV.4 (B).

Imagen IV.4 Micrografia TEM de la SLP S8 (A), imagen aumentada y representacion grafica del
arreglo p6, y de SLP S1 (B)
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El tamafno de celda unidad determinado por TEM en este trabajo (3 nm) es algo
inferior al tamafo determinado por Gerbino (2013) de 5 nm para la S8. Sin embargo, cabe
destacar que por tratarse de determinaciones realizadas empleando dos técnicas distintas,
AFMy TEM, los valores se encuentran en concordancia.

En trabajos previos se ha reportado la caracterizacion de la geometria espacial
empleando microscopia de transmision electrénica de SLP pertenecientes a otras bacterias
del género Lactobacillus. En el caso del L. buchneri se observo una SLP con geometria
hexagonal (p6) formada por subunidades de 2 nm de didmetro y distancias centro-centro
de 6 nm [Masuda & Kawata, 1981]. Para las SLP aisladas de L. acidophilus, L. helveticusy
L. brevis se reportd una geometria espacial oblicua (p1) con parametros de red similares
entre si. En el caso de la SLP aislada de L. helveticus se reportaron parametros de red de
4,5nm 9,6 nmy 77° para a, by el angulo respectivamente [Lortal et al., 1992]. Por su parte,
el arreglo regular de SLP de L. acidophilus se caracterizd por tener un valor de a=11,8 nm;
b= 5,3 nm y un angulo de 102° [Smit et al., 2001]. Finalmente, la SLP de L. brevis fue en
primera instancia caracterizada con una simetria tetragonal [Masuda & Kawata, 1979;
Masuda & Kawata,1980], pero finalmente se reportd una simetria oblicua con parametros
de red a=9,39 nm, b=6,10 nm y un angulo de 79,8°[Avall-Jaaskelainen et al., 2008]. En
lineas generales, teniendo en cuenta lo reportado por Gerbino en su tesis doctoral (2013),
las observaciones, parametros y caracterizacion analizados en este trabajo se encuentran
en el rango de lo esperado en base a los reportes previos para el estudio de SLP de otras
especies de Lactobacillus.

IV.4 CONCLUSIONES PARCIALES

Empleando el protocolo propuesto se logro extraer las proteinas de capa-S de dos
cepas bacterianas de L. kefiri. El agente caotropico empleado (cloruro de guanidinio) logro
extraer ambas proteinas de capa-S permitiendo el aislamiento de las mismas desde la
superficie bacteriana.

La caracterizacion de las SLP S1 y S8 indica que poseen un peso molecular de 67
y 69 kDa respectivamente. Los arreglos estructurales 2D presentados por las proteinas
evidenciaron una simetria p6 para la SLP S8 y p1 para la S1.

El tamanfo de los arreglos proteicos en suspension resultd de aproximadamente 100
nm, y los espectros FTIR de ambas presentaron las bandas caracteristicas asociadas a
glicoproteinas de este tipo.
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En el presente capitulo se presenta el estudio del comportamiento de adsorcion
(isotermas) de las proteinas de capa-S sobre las distintas particulas poliméricas
sintetizadas con la finalidad de estudiar la influencia de las caracteristicas de las
particulas y las proteinas en este proceso. Ademas, se describe la preparacion y
caracterizacion de los sistemas polimero/proteina que se utilizaran como soporte
para la sintesis de nanoparticulas metalicas
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V. OBTENCION DE LOS SISTEMAS
POLIMERO/PROTEINA

V.1 INTRODUCCION

V.1.1 Adsorcién de proteinas de capa-S a superficies poliméricas

Las proteinas de capa-S aisladas tienen la capacidad de autoensamblarse sobre
diversas superficies, entre las que se destacan las superficies poliméricas. En este sentido,
y con el propoésito de explotar las particulares propiedades de las SLP, se ha reportado en
diversos trabajos el estudio del comportamiento de adsorcion de las SLP sobre superficies
poliméricas de diversa naturaleza quimica y morfologica.

La densidad de carga superficial tiene un rol crucial en la adsorcion de proteinas de
capa-S, tal es asi que Toca-Herrera y col. (2005) lograron obtener arreglos regulares de
SLP SbpA unicamente sobre superficies de polielectrolitos con densidad de carga negativa
(poli(4-estirensulfonato de sodio)), mientras que no observaron adsorcion sobre superficies
con densidad de carga positiva (poli(clorhidrato de alilamina)). Utilizando como referencia
la proteina adsorbida sobre laminas de SiO,, observaron que los polielectrolitos
incrementaban las propiedades mecanicas de las mismas. Con los polielectrolitos
mencionados obtuvieron capsulas sobre las que lograron recubrimientos con la SLP
empleada. Dicho recubrimiento resulté en sistemas cuyo potencial Z (al igual que el de las
capsulas poliméricas) fue negativo, por lo que en el trabajo se sugirid que las proteinas
interactuaron con el sistema exponiendo en superficie sus residuos con densidad de carga
negativa pertenecientes al extremo C-terminal.

Delceay col. (2008) logaron depositar una capa regular y cristalina de SLP aisladas
de Bacillus sphaericus CCM 2177 (Sbp A) sobre una multicapa con densidad de carga
negativa sin observarse cambios en la estructura de la misma, cabe destacar que la
proteina adsorbida presentd un aumento de su temperatura de desnaturalizacion y una
mejora de sus propiedades mecanicas.

Moreno Cencerrado y col. (2016) emplearon sistemas poliméricos tipo cepillo para
la adsorcion de SLP aislada de Lysinibacillus sphaericus CCM2177. En primer lugar,
analizaron dos sistemas tipo cepillo compuestos por PSPM (poli(metacrilato de
sulfopropilo)) y PNIPAM (poli(N-isopropiacrilamida) (con y sin densidad de carga negativa,
respectivamente. En ambos casos, las superficies no resultaron adecuadas para la
adsorcion de SLP. Sin embargo, al funcionalizar las cadenas con restos de PMETAC (poli-
cloruro de metacriloiloxi etil trimetilamonio) de carga positiva, lograron inducir la adsorcion
de proteina.

Con el objetivo de analizar el impacto de la hidrofilicidad de la superficie sobre la
adsorcion de proteinas de capa-S aisladas de Lysinibacillus sphaericus CCM 2177, Iturri'y
col. (2017) realizaron ensayos de interaccion entre las proteinas y soportes de SiO, tratados
hasta obtener una superficie hidrofilica (con UV/ozono) y una hidrofébica (con fluorosilano).
Observaron que en el soporte hidrofobico la adsorcion se llevo a cabo rapidamente y en un
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proceso de dos pasos, mientras que en la plataforma hidrofilica la adsorciéon fue mucho mas
lenta y en una etapa.

Lopez y col. (2011) analizaron la influencia de la quimica superficial en la adsorcion
de la SLP Sbp A, mediante el empleo de distintas superficies de monocapas
autoensambladas conteniendo diferentes funcionalidades como metilo, hidroxilo, carboxilo
y sustituyentes como manosa (CsH1206). En dicho trabajo se reportd que la capa de
proteina adsorbida sobre la superficie hidrofébica (metilada) fue mas homogénea vy
presentd dominios cristalinos, mientras que la depositada sobre la superficie hidroxilada
resulto amorfa. En la superficie carboxilada se observé que, cuando se exponen grupos
carboxilatos, la adsorcion es dos veces mas rapida y se da en mayor cantidad que a pH
acido, a diferencia de lo reportado por Iturriy col. (2017).

En este sentido, los estudios demuestran la importancia que tienen las
caracteristicas de las superficies poliméricas sobre el comportamiento de adsorciéon de las
proteinas, cumpliendo el estudio de este fendmeno un rol clave en el disefo racional de
sistemas funcionales en los que se exploten, e incluso optimicen, las propiedades de las
mismas. No se han reportado trabajos que aborden el estudio de la adsorcién de SLP de
Lactobacillus kefiri sobre particulas poliméricas, por lo que es necesario explorar este
aspecto con el fin de avanzar en su aplicacion tecnologica. Bajo esta premisa, en este
trabajo se propone el analisis de la conducta de adsorcion de dos SLP sobre particulas
poliméricas en dispersion acuosa disefiadas para tal fin, recurriendo para esto al modelado
de las isotermas de adsorcion.

V.1.2 Isotermas de Adsorcidon

Las relaciones de equilibrio entre adsorbentes y adsorbatos se pueden describir
mediante isotermas de adsorcion que dan idea de la capacidad adsorbente de un material
para un adsorbato determinado. Las isotermas pueden ser obtenidas examinando
experimentos en baich a una temperaturas determinada.

El equilibrio de adsorcion se alcanza cuando la cantidad de adsorbato que se
adsorbe sobre el absorbente iguala a la cantidad que se desorbe del mismo. En este punto
la concentracion de adsorbato en equilibrio permanece constante [Allen et al., 2002].

Diversos modelos de isotermas de adsorcion se han desarrollado para describir el
comportamiento observado, los que se describiran brevemente a continuacion.

V.1.2.1 Modelo de Langmuir

Este modelo empirico asume una adsorcion en monocapa (la capa adsorbida tiene
el espesor de una molécula de adsorbato), considerando que la adsorciéon solo puede
ocurrir en un numero finito (fijo) de sitios localizados y definidos que son idénticos y
equivalentes, sin interaccion lateral ni impedimento estérico entre las moléculas adsorbidas
incluso en sitios adyacentes. En otras palabras, la isoterma de Langmuir describe una
adsorcion homogénea en la que cada molécula posee una entalpia y energia de activacion
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de adsorcion constantes (el adsorbato posee la misma afinidad por todos los sitios
disponibles), sin transmigracion del adsorbato en el plano de la superficie. Graficamente,
se caracteriza por un aumento en la adsorcion con el incremento de la concentracion del
adsorbato medio hasta alcanzar una meseta ( una saturacion de equilibrio), situacion en la
que ya no puede tener lugar la adsorcion [Langmuir, 1918].

En este modelo, g. representa la cantidad de proteina adsorbida por unidad de area
(mg/m?), definida segun:

K, C. Ecuacion V.1
Jde = q

™1+ KLGe

donde gm es la maxima cantidad de proteina adsorbida en la condicion de equilibrio, Ce la
concentracion de proteina y K. (m?/mg) la constante de adsorcién. Por otro lado, la cantidad
maxima de proteina adsorbida, gm se relaciona con el peso molecular (M) de la proteina
segun:

_ M Fcuacion V.2
dm A_NA
donde Nx es el numero de Avogadro y A (m?) representa el area superficial de cada sitio de
adsorcioén, es decir el area que ocupa una molécula de adsorbato sobre la superficie del

adsorbente.

Para establecer la validez de las asunciones sobre sitios independientes y afinidad
equivalente, la ecuacion de Langmuir se puede linealizar de varias formas obteniéndose los
graficos conocidos como: semireciproco, doble-reciproco y de Scatchard. Las distintas
linealizaciones permiten determinar los valores de los parametros del ajuste, obteniéndose
resultados distintos segun la linealizacion empleada.

Los parametros de interés A, gm y K. pueden determinarse mediante el ajuste del
grafico Ce/qe vs Ce conocido como Langmuir-1 (semireciproco) segun:

4. 49, Kiq,

Ce_ Ce + 1 Ecuacion V.3

La pendiente de la recta resultante es la inversa de la concentracion maxima
adsorbida y, por lo tanto, da una medida del area ocupada por proteina adsorbida. La
constante de adsorcion K, se obtiene dividiendo la pendiente de la curva sobre la ordenada
al origen de la misma [Young, 1988].

El grado de ajuste de los datos experimentales al comportamiento Langmuireano
puede evaluarse también mediante el analisis grafico conocido como doble-reciproco o
Langmuir-2 (1/ge vs 1/Ce):

1 1 1 1 Ecuacion V.4

= + —
de KLqm Ce Om
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Finalmente, el grafico de Scatchard responde a la siguiente ecuacion:

Q@ 49, 4% Ecuacién V.5

C. K. K.

La forma del grafico g./Ce VS Qe €S particularmente sensible a la independencia,
dependencia no idéntica o interaccion cooperativa en el enlace del adsorbato a la
superficie. Si el grafico es convexo indica una cooperatividad negativa, si es lineal la
interaccion es independiente entre el adsorbato y los sitios de adsorcion y finalmente, si es
asintotico o concavo indica cooperatividad positiva [Sharma y Agarwal, 2001].

V.1.2.2 Modelo de Freundlich

La isoterma de Freundlich es la relacién mas antigua conocida para describir la
adsorcion no ideal y reversible, ya que no esté restringida a la formacion de una monocapa.
Este modelo empirico se puede aplicar a una adsorcion multicapa, con una distribucion no
uniforme del calor de adsorcion y afinidades de los sitios sobre la superficie del adsorbente.
Desde esta perspectiva, la cantidad adsorbida sera la suma de la adsorcion en todos los
sitios (cada uno con una energia de enlace puntual), donde el sitio con mayor fuerza de
unién sera el primero en ocuparse, y luego la energia de adsorcion disminuira
exponencialmente hasta finalizar el proceso. En la actualidad, la isoterma de Freundlich se
aplica ampliamente en sistemas heterogéneos especialmente para compuestos organicos
0 especies altamente interactivas. La expresion de Freundlich es una ecuacion exponencial
y, por lo tanto, asume que conforme aumenta la concentracion del adsorbato lo hace
también la concentracion de este adsorbida en la superficie del adsorbente. Tedricamente,
usando esta expresion, la cantidad adsorbida podria ser infinita [Freundlich, 1906].

Nuevamente, en este modelo g. representa la cantidad de proteina adsorbida por
unidad de area, cuya expresion es la siguiente

n Ecuacion V.6

de = KgCe
donde C. es la concentracion de proteina y Ke [(mg/mL)(mL/mg)'"] la constante de
adsorcion.

Este modelo se caracteriza por la presencia del factor de heterogeneidad (n), motivo
por el cual puede emplearse para modelar sistemas heterogéneos en cuanto a la energia
de los sitios (a diferencia del modelo de Langmuir). Cuanto mas se acerque este factor a
cero, mas heterogénea sera la superficie. El efecto de la heterogeneidad de la superficie
suele ser mas marcado cuando la interaccion adsorbente-adsorbato es mas fuerte
[Haghseresht et al., 1998]. Para sitios de adsorcion puramente independientes y que no
interactuan, el valor de n esigual a 1. Dentro de las fuentes de heterogeneidad se encuentra
la interaccion entre sitios, en este sentido, cuando n toma valores superiores a 1, sugiere
una adsorcion cooperativa positiva, mientras que cuando n toma valores entre 0y 1 la
cooperatividad es negativa. El valor de n puede, por lo tanto, emplearse como un
coeficiente empirico que representa el tipo y el alcance de la cooperatividad presente en la
unién adsorbato-adsorbente [Sharma & Agarwal, 2001]. Un parametro de cooperatividad
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negativo (n<1), describe un cambio en la afinidad del adsorbato (constante de equilibrio)
debido a un mecanismo de ajuste inducido, mediante el cual el primer sustrato unido induce
un cambio estructural en el sitio de anclaje vecino para un segundo sustrato haciendo que
este ultimo tenga una menor afinidad por el sitio [Sugimoto et al., 2012].

El analisis de la adecuacion de los datos experimentales al comportamiento tipo
Freundlich suele realizarse mediante el ajuste lineal segun:

log (qe) = log (Kg) + nlog (Ce) Ecuacion V.7

V.1.2.3 Modelo de Langmuir-Freundlich

Si bien el modelo de Langmuir, inicialmente disefiado para la adsorcion de gases,
fue ampliamente utilizado para analizar la adsorcion de proteinas tanto cualitativa como
cuantitativamente, en muchos casos ha resultado ser inadecuado para este fin debido a la
gran diferencia de tamafo entre las moléculas de proteinas y las pequefias moléculas
gaseosas para las que se desarrollé originalmente. La desviacion a la conducta
Langmuireana surge principalmente debido a:

I.  La unién de en multiples sitios para las proteinas, que a menudo resultan en una
adsorcion irreversible,
Il.  La naturaleza heterogénea de la mayoria de las superficies solidas
lll.  Laexistencia de interacciones laterales y otras interacciones cooperativas entre las
proteinas adsorbidas

Para resolver estas inadecuaciones al comportamiento se desarrollaron en los
ultimos afnos otros modelos como el Temkin, Langmuir-Freundlich, Bilangmuir y la extension
Langmuir (multicapa) [Sharma y Agarwal, 2000].

La isoterma de Langmuir-Freundlich se fundamenta en una ecuacion empirica
ampliamente utilizada debido a su capacidad de describir exitosamente el comportamiento
de multiples sistemas. El modelo posee cuatro parametros independientes, lo cual otorga
al ajuste mayor libertad en comparacion con el modelo de Langmuir. Por otro lado, el
modelo contempla la existencia de una concentracion maxima, o saturacion del
adsorbente, lo cual lo diferencia del modelo de Freundlich [Malek & Farooq, 1996].

El modelo permite aplicar el ajuste a sistemas cuya superficie adsorbente presente
un determinado grado de heterogeneidad y una multiplicidad de interacciones entre los
componentes, siendo su expresion matematica la siguiente:

KLF C n 1A
de = I e Ecuacion V.8

donde Kir es la constante aparente de disociacion del sistema, gm es la maxima cantidad
de adsorbato que tolera el adsorbente, y n es el coeficiente Langmuir-Freundlich cuyas
implicancias fenomenoldgicas son las mismas que las que tiene en el modelo de Freundlich,
descrito en la seccion V.1.2.2.
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V.1.2.4 Modelo de Temkin

Este modelo se ha utilizado para describir la adsorcion reversible de proteinas a
pesar de haber sido desarrollado inicialmente para modelar la adsorcién de gases a
superficies heterogéneas. El modelo asume una adsorcion caracterizada por una
distribucion uniforme de engeria de enlace entre los sitios, existiendo una energia de enlace
maxima (AGnax). La ecuacion que describe este comportamiento es la siguiente:

de = dmIn (1 + K1 * Ce) Ecuacion V.9

donde Kres la constante de equilibrio de enlace correspondiente a la maxima energia de
enlace {Kr =exp(-AGma/RT)}, Ce €s la concentracion de proteina en la solucion, y gm es la
capacidad superficial para la adsorcion de proteinas por unidad de enlace.

La isoterma de Temkin ofrece algunas ventajas sobre los otros modelos
presentados para explicar la naturaleza heterogénea de la adsorcion de proteinas en varios
adsorbentes (incluso implicando interacciones por intercambio i6nico y de afinidad). La
principal ventaja es que para coberturas bajas a moderadas, la adsorcion se describe
mediante dos parametros fisicamente significativos, que se puede determinar por
experimentos de adsorcion en equilibrio [Sharma y Agarwal, 2000].

V.1.2.5 Comparacion entre los modelos

Los parametros fisicoquimicos obtenidos producto del ajuste de las isotermas junto
con los supuestos propios de cada modelo, proporcionan una idea del mecanismo de
adsorcion, las propiedades de la superficie, y el grado de afinidad de los adsorbatos por los
adsorbentes.

En la isoterma de Langmuir, la constante de adsorcion K indica la relacion entre la
tasa de adsorcion y desorcion del sistema, mientras que en la isoterma de Freundlich, la
constante de adsorcion Kr esta estrechamente relacionada con la afinidad de las moléculas
de adsorbato por el adsorbente [Yoon et al., 1996].

Como se puede observar en la figura V.1, y tal como se describié previamente, el
modelo de Freundlich no contempla la existencia de una concentracion maxima o de
saturacion por lo que en los graficos de las isotermas que se ajusten a este modelo no se
observara un plateau. Por otro lado, tanto el modelo de Langmuir como el de Langmuir-
Freundlich se caracterizan por exhibir un plateau, sin embargo, se diferencian en la
conducta a bajas concentraciones, zona en la cual el ultimo modelo mencionado presenta
un crecimiento menos marcado con posibilidad de comportamiento sigmoideo en funcion
del valor de la constante.
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Figura V.1 Comparacion tedrica de los modelos de Freundlich, Langmuir, Langmuir-
Freundlich y Temkin. Para una mejor apreciacion de las diferencias las constantes se han
modificado hasta lograr una apariencia adecuada de las curvas.

V.1.2.6 Seleccion del mejor ajuste

La comparacion en el ajuste de los datos experimentales entre los dos modelos se
baso en el error relativo promedio (ARE, acronimo del inglés Average Relative Error) segun:

calc _ ~ exp
Ceeq Ceeq
exp
Ceeq

Ecuacion V.10

we-()3

Este error relativo indica la tendencia a sobre o subestimar los datos experimentales
intentando minimizar el error fraccional en todo el rango de concentraciones empleado
[Kapoor & Yang, 1989].

Otros parametros estadisticos utilizados tipicamente para analizar la bondad de ajuste
son:
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o Suma Residual de Cuadrados (RSS):
RSS(X,0) = 3, wi[Y;—f(X}, 8]? Ecuacion V.11

o X?reducido (X?):

2 — _RSS

" dferror

Ecuacion V.12

donde dfferor SON los grados de libertad del error.

o R2(ad):
__ RSS/dferror Ecuacion V.13

R? =
TSS/dftotal

Donde TSS es la suma de cuadrados totales, y dffa l0s grados de libertad totales
del modelo. R? ajustado representa la fraccion de la variacion total que es representada por
el modelo.

V.2 MATERIALES Y METODOS
V.2.1 Reactivos y Buffers

Los reactivos a utilizar en esta seccion ya fueron descriptos en los capitulos previos.

V.2.2 Construccioén de las isotermas de adsorcion

Para la obtencion de las isotermas de adsorcion se prepararon siete relaciones de
concentracion polimero/proteina, para cada serie resultante de combinar las dos proteinas
de capa-S aisladas y las cuatro dispersiones de polimeros obtenidas.

El protocolo experimental utilizado para obtener las isotermas se baso en el
establecido previamente por Witteman y col. (2006).

Las adsorciones fisicas se llevaron a cabo combinando una determinada cantidad
de la solucién de las proteinas S1 o S8 en buffer B (2,5 mg/ml proteina en buffer); con 0,45
mL de dispersion acuosa 1 %p/p del polimero, en toda la isoterma la concentracion final del
polimero en la combinacion (0,45 %p/p) se mantuvo constante. En todos los casos se
completd a un volumen final de 1,00 ml empleando buffer Tris-EDTA, logrando mantener
asi la fuerza ionica del medio constante en un valor de 0,03 M en todas las combinaciones
analizadas. Los detalles de las cantidades combinadas se presentan en la Tabla V.1. Cada
punto de una isoterma se preparo por triplicado.

Luego de combinar las soluciones mencionadas, la mezcla se mantuvo a 25°C por
24 horas. Transcurrido el tiempo de incubacioén las muestras se centrifugaron durante 10
minutos a 13500 rpm y 25 ° C, posteriormente se extrajo el sobrenadante conteniendo la
proteina libre y se lo reservo para la cuantificacion de la misma. El pellet conformado por
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los sistemas polimero/proteina fue resuspendido en un 1,00 mL de buffer B y se reservo
para su caracterizacion. En el esquema V.1 se representa el proceso empleado

Las condiciones utilizadas en los pasos de centrifugacion-redispersion fueron
seleccionadas en base a ensayos previos disefiados para optimizar el proceso de
separacion (ver Anexo ). Debido a que el pH al que se llevaron a cabo los estudios de
adsorcion es inferior al punto isoeléctrico de las proteinas ambas se encuentran con una
carga eléctrica global positiva en las condiciones experimentales. La cantidad de proteina
libre se determind utilizando la técnica colorimétrica de Bradford segun el procedimiento
descrito en el Capitulo IV. La cantidad de proteina adsorbida se determiné por diferencia.

Suspensién -,
de proteinas de capa-S  ""--.

Be Centrifugacidn
24 hs. Resuspensit
T. ambiente sangns Snavnens +
Combinacién 2l

polimero-proteina
+ proteina libre

Dispersidn
de particulas poliméricas

Esquema V.1 llustracion esquematica de los experimentos de adsorcion de
proteinas de capa-S sobre superficies poliméricas
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Tabla V.1 Construccion de las Isotermas empleando proteinas de Capa-S

POL:  SLP®  BufferB  [sLp]  RESLP/POL
MUESTRA

(mL) (mL) (mL) (mg/mL) (mg/mg)
0,28" 045 | 0,11 0,44 0,28 0,06
0,45 045 | 018 0,37 0,44 0,10
0,54 045 | 022 0,33 0,54 0,12
0,64 045 | 026 0,29 0,64 0,14
0,74 045 | 0,30 0,25 0,74 0,16
0,84 045 | 034 0,21 0,84 0,19
1,04 045 | 042 0,13 1,04 0,23

a- Contenido de sdlidos 1 %p/o
b- Misma concentracion para ambas proteinas. 2,5 mg/mil.
R=SLF/POL. Relacion masica proteina de capa-S a polimero en la muestra.

*La cantidad de proteina presente en los sobrenadantes no logro ser detectada con
el método empleado

V.2.3 Caracterizacion de los soportes polimero/proteina

Dado que para la caracterizacion de las muestras seleccionadas como soporte se
emplearan las técnicas descriptas en el Capitulo lll, en esta seccidon se mencionaran
aquellos detalles del procedimiento que sean diferentes en cuanto a equipamiento y
preparacion de la muestra. Las muestras empleadas fueron las dispersiones resultantes de
la redispersion de los pellets en buffer B o los sélidos obtenidos por liofilizacion de estas.

Los espectros FTIR y las imagenes de TEM fueron adquiridos como se describid
previamente.

Los tamanos de particulas determinados mediante DLS y el potencial Z de las
dispersiones de los sistemas polimero-proteina fueron determinados empleando un equipo
Litesizer™ 500, FM10 (Anton Paar, Austria) a 25°C. Las dispersiones fueron diluidas 100
veces previo al analisis.

Las dispersiones de las muestras correspondientes a las relaciones (R) 0,06 y 0,10
mg/mg fueron analizadas por SAXS como se describié previamente. Las curvas SAXS se
ajustaron utilizando el modelo PolyCoreShellRatio perteneciente al paquete del software
SasView. Este modelo permite calcular el factor de forma de una particula esférica
polidispersa con una estructura core-shell, donde la relacion R(core)/R(core + shel) se
mantiene constante siendo R el radio [Bartlett, 1992].
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V.3 RESULTADOS Y DISCUSION

V.3.1 Isotermas de adsorcién

Dado que se observé que las particulas sintetizadas, en concentraciones mayores
a 0,5 %p/p, no resultaron ser estables al contactarse con el buffer B, la concentracion final
de polimero en las combinaciones polimero-proteina fue de 0,45% p/p.
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Figura V.2 Isotermas de adsorcion de las proteinas de Capa-S S8 (l) y S1 (ll) sobre la
superficie polimérica p-MBA

En la figura V.2 se presenta el comportamiento de adsorcion de las dos SLP sobre
pP-MBA, siendo este comportamiento representativo para todos los sistemas, como puede
observase el ajuste que logrd describir en mejor medida el comportamiento observado fue
el modelo de Langmuir-Freundlich. Por esto, en la Figura V.3 se presentan las isotermas de
adsorcion junto al ajuste obtenido del modelo mencionado para todas las series
proteina/polimero.

En base a las isotermas obtenidas, pudo observarse que, a excepcion de la
superficie hidroxilada, todas las superficies poliméricas adsorbieron una mayor cantidad
final de la proteina S8 (Figura V.3 |) respecto a la S1 (Figura V.3 Il), siendo esta diferencia
muy marcada para las superficies con mayor densidad de carga conteniendo grupos
carboxilicos. En adicién, mientras que la proteina S1 mostré dos comportamientos
(adsorcion similar para p-MBA, p-U y p-MBH, y diferente de p-MB en términos de
concentracion maxima alcanzada), la proteina S8 actu6 de manera mas selectiva
diferenciando claramente su comportamiento de adsorcion entre las superficies con restos
alquilicos (p-MB), con grupos hidroxilos (p-MBH) y grupos carboxilicos (p-MBA y p-U)), e
inclusive entre estos Ultimos. Analizando la naturaleza de la superficie expuesta se observa
una mayor cantidad adsorbida, y por tanto una mayor afinidad, de las proteinas por las
superficies con mayor densidad de carga negativa. De este analisis comparativo se
desprende la influencia no solo de la superficie polimérica, sino de la naturaleza de la
proteina en la conducta de adsorcion. Reforzando esta Ultima apreciacion, se observa que
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el aumento de la afinidad por las superficies con mayor densidad de carga (p-MBA 'y p-U)
es ampliamente mas marcado para S8 que para S1.

En el anexo lll, se presentan los resultados del analisis comparativo entre los
modelos en cuanto a la bondad de ajuste no lineal. En todos los casos los parametros del
grado de ajuste analizados permitieron concluir en que la mejor adecuacion al
comportamiento experimental la ofrece el modelo Langmuir-Freundlich en el rango de
concentraciones estudiados. Los parametros obtenidos a partir del ajuste no lineal
efectuado para el modelo se muestran en la tabla V.2 (los parametros obtenidos para los
demas modelos se presentan en el Anexo lll).
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Figura V.3 Isotermas de adsorcion obtenidas junto al ajuste Langmuir-Freundlich para las
proteinas S8 (1) y S1 (ll) sobre las superficies poliméricas analizadas
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Tabla V.2 Parametros obtenidos a partir del ajuste con el modelo de Langmuir-
Freundlich.

POL/PROT | K(ml/m3)  gm (mg/m?) n  A(m¥molec)

MB/S1 10,1357 0,8232 3,08 | 9,23x10"

MB/S8 15,9595 1,0288 3,38 | 2,07x107

MBH/S1 18,2498 2,2150 3,83 | 6,22x107"

MBH/S8 5,5649 2,0504 2,67 | 2,49x107"7

MBA/S1 450,9440 2,511 6,67 | 4,43x107"

MBA/S8 24,2461 3,2644 4,01 | 3,51x107"

PU/S1 438,7443 2,1326 9,03 | 5,22x107"7

PU/S8 27,0754 3,8965 6,45 | 2,94x107"

El ajuste empleando el modelo de Freundlich, presenté parametros de bondad de
ajuste pobres y predicciones incoherentes como se puede observar en las tablas 1.1 y 111.2
del Anexo lll, lo cual resulta esperable debido a la presencia de un plateau experimental no
explicado por dicho modelo exponencial. Por otro lado, la isoterma de Temkin propuesta
para el analisis de una adsorcion reversible no logré explicar de manera suficiente la
conducta experimental. Lo observado graficamente junto a los incoherentes parametros de
adsorcién predichos por este modelo permiten establecer que la asuncion de los supuestos
de Langmuir no es correcta para los sistemas estudiados. La falta de ajuste al modelo de
Langmuir permite concluir en que los supuestos del modelo (todos los sitios vinculantes
tienen la misma energia, la adsorcion de una molécula de proteina ocurre en cada sitio de
union por unica vez, y los sitios de union son de naturaleza independiente) cruciales para
su aplicaciéon no los sistemas bajo estudio. Por otro lado, todos los ajustes de Langmuir-
Freundlich presentaron valores de n mayores a 1, indicadores de cooperacion positiva en
los sistemas. Analizando lo que sucede en cada superficie polimérica se observa que
cuanto mayor es la afinidad por la superficie (Ki.¢) mayor es el coeficiente de Freundlich (n),
es decir, mayor es el alejamiento del valor unitario indicativo de independencia en los sitios
de adsorcion.

En la figura V.4 se presenta el cambio en gn y Kir en funcion de la
combinaciéon polimero/proteina. Se observa para ambas proteinas un aumento en la
maxima cantidad adsorbida al incrementar la cantidad de grupos oxhidrilos superficiales
(comparacion p-MB y p-MBH). Por otro lado, las particulas con mayor densidad de carga
superficial debido a la presencia de grupos carboxilato (p-MBA y p-U) presentaron la mayor
cantidad de proteina adsorbida.
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En la figura V.4 (ll) se presenta el cambio en la constante de afinidad en funcion del
sistema, el comportamiento es similar al descrito para la maxima cantidad adsorbida. Se
observa para ambas SLP un aumento en la afinidad conforme la superficie polimérica
expone mayor cantidad de grupos oxhidrilos y mayor densidad de carga. En el caso de la
combinacion PU/S8 la mayor afinidad y cantidad adsorbida respecto a MBA/S8 podria
asociarse a la diferente quimica superficial que ofrecen las particulas, si bien ambas poseen
una densidad de carga similar asociada a grupos sulfato y carboxilato, el PU por su parte
también ofrece a las proteinas una superficie quimicamente similar al enlace amida de las
mismas debido a la presencia del enlace uretano.
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Figura V.4 Cantidad méaxima de proteina adsorbida, gn (I) y constante de afinidad, K. (Il) en
funcién de la combinacion polimero/proteina

El modelado de la conducta de adsorcion de las SLP sobre las superficies
poliméricas nos permite afirmar que dicho proceso se llevo a cabo de manera heterogénea
y con dependencia en los sitios de adsorcion. La mejor descripcion del proceso de
adsorcion se logré empleando el modelo de Langmuir-Freundlich conocido por adecuarse
a sistemas con superficies adsorbentes heterogéneas y multiples interacciones entre los
componentes. A partir de este modelado se logro determinar los parametros que describen
el proceso de adsorcion (gm y Kir).
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V.3.2 Seleccion de los soportes

Debido a la mayor adsorcion de proteinas de capa-S obtenidas sobre las particulas
poliméricas con grupos carboxilatos (MBA y PU), sumado a que los sistemas obtenidos
empleando MB y MBH no presentaron estabilidad en el tiempo (tendencia a la coagulacion)
y resuspension total (homogeneidad de la dispersion), se seleccionaron las combinaciones
MBA/S8, MBA/S1, PU/S8 y PU/S1 como potenciales soportes para la obtencion de las
nanoparticulas metalicas con el fin de profundizar en su caracterizacion.

Del total de relaciones de concentracion polimero/proteina estudiadas en las
isotermas, se eligié para la conformacion de los soportes la relacion correspondiente a la
concentracion de proteinas de 0,64 mg/mL. La eleccion responde a la mayor dificultad para
resuspender los pellets conforme aumenta la concentracion inicial de proteina. Empleando
concentraciones de 0,74; 0,84 y 1,04 mg/mL la resuspension de los pellets dio como
resultado una gran cantidad de material sedimentado y sin capacidad de resuspension
(agitacion vigorosa). En la imagen V.1 se puede observar los expuesto conforme aumenta
la concentracion de proteina.
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Imagen V.1 Resuspension de los pellets (conteniendo los sistemas polimero/proteina) a distintas
concentraciones de proteina. (A) MBA/S8 (B) PU/S8 (C) MBA/S1 (D) PU/S1
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V.3.3 Caracterizacion de los soportes polimero/proteina

V.3.3.1 Dispersién de luz dinamica (DLS) y potencial Z

EnlatablaV.3y la Figura V.5 se presenta el potencial Z, el diametro de las particulas
polimero/proteina y el tamafo de la corona proteica ts.p calculado como la diferencia entre
el diametro de particula del sistema polimero-proteina y el de las particulas poliméricas.

Tabla V.3 Parametros obtenidos por DLS y potencial Z para las muestras polimero/proteina.

MUESTRA | p-MBA MBA/S1 MBA/S8 p-U  PU/S1  PU/S8
dr(nm) 733 | 1241 146,7 | 1188 | 1511 | 170,1
taip (NM) - 25,4 36,7 - 16,4 25,7
Z (mV) 350 | 21,0 | -190 | -350 | -89 -20,9

p-MBA MBS MBYSS  p-U

PJS A8

Figura V.5 Esquema del sistema polimero/proteina y comparacion del diametro y el
espesor de la corona proteica

El cambio en el potencial Z, como era de esperarse, evidencia una disminucion de
la densidad de carga negativa superficial de las particulas poliméricas ante la adsorcion de
las proteinas de capa-S [Kato et al., 1995]. El hecho de que luego de la adsorcion los
sistemas aun posean un potencial Z negativo de la magnitud observada permite considerar
que las combinaciones polimero/proteina poseen estabilidad coloidal, en acuerdo con la
permanencia en suspension observada en el tiempo para las muestras [Winzen et al.,
2015]. En este sentido, Toca-Herreray col. (2005) también reportaron sistemas poliméricos
que luego de ser recubiertos con proteinas de capa-S continuaban presentando un
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potencial Z negativo, algo que en dicho trabajo se vinculd con la exposicion de residuos
con densidad de carga negativa por parte de las SLP adsorbidas.

En cuanto al diametro de las particulas, en todos los casos se observd un aumento
del tamanio luego de la adsorcion de la proteina. Para ambos polimeros (p-MBA y p-U) la
proteina S8 presentd un mayor tamafno de corona proteica (figura V.5), en concordancia
con la mayor cantidad adsorbida observada en las respectivas isotermas. Los resultados
obtenidos permitieron estimar un espesor de la corona proteica de entre 15y 35 nm.

V.3.3.2 Espectroscopia infrarroja por transformada de Fourier
(FTIR)

Los primeros eventos que ocurren ante el contacto de una proteina con una
superficie son la adsorcion y subsecuentemente un posible cambio en la conformacion.
Ambos resultan esenciales y condicionan las posteriores propiedades fisicoquimicas del
sistema. En muchos estudios sobre este fendmeno, con el objetivo de obtener informacion
relevante acerca de la estructura de distintas proteinas adsorbidas, se ha implementado el
uso de FTIR [Gruian et al., 2012].

La figura V.6 () muestra los espectros FTIR de los sistemas MBA/S1 y MBA/S8
comparados con los espectros de los componentes individuales, mientras que la figura V.7
() presenta los espectros analogos obtenidos para los sistemas PU/S1 y PU/S8. Todos los
sistemas combinados presentaron espectros formados por la contribucion de las bandas
caracteristicas previamente identificadas de ambos componentes, en los que ademas se
detectaron sefales a 1631 cm™ y 1554 cm™ (sefialadas en el espectro del polimero),
relacionadas con la contribucion de los componentes del buffer B. Al analizar en detalle la
region 1900-1400 cm™ como se presenta en la figura V.6 (Il) y V.7 (ll) se observa en los
espectros de los sistemas combinados que la banda Amida | (1600-1720 cm™) de las
proteinas no muestra cambios apreciables en la posicion, dentro de lo que permite apreciar
la complejidad del sistema. Como se explicd anteriormente, la posicion de la banda Amida
| se ve afectada por la conformacion de la proteina y los enlaces puente de hidrogeno que
esta posee, sin embargo, también se ve afectada por la interaccion de las proteinas con
otros materiales [Bekale et al., 2015].
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Figura V.6 Espectros FTIR (l) y ampliacion de la region Amida | (I1), (A) MBA/S8 (B) S8 (C)
MBA/S1 (D) S1 (E) p-MBA
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Figura V.7 Espectros FTIR (I) y ampliacion de la region Amida | (Il), (A) PU/S8 (B) S8 (C)
PU/S1 (D) S1 (E) p-U

Con el objetivo de profundizar en este aspecto, se llevd a cabo el analisis por
deconvolucion de la banda amida | bajo un método idéntico al descripto en la seccion
V.3.2.3.

Para llevar a cabo la comparacion del analisis de la proteina antes (SLP) y después
de la adsorcion (SLPa) se obtuvo el espectro de esta Ultima por sustraccion del especto del
polimero y el buffer B al espectro del sistema polimero-proteina. Posteriormente, el espectro
de la proteina adsorbida fue deconvolucionado para obtener los porcentajes de cada
estructura secundaria contribuyente. En la figura V.8 se presentan los analisis de
deconvolucion de la banda Amida | para las proteinas adsorbidas. Si bien se observan
ligeros cambios en la forma de la banda, al realizar al deconvolucion se comprobd que la
relacion lamina-B/a-hélice se mantiene practicamente igual en las proteinas adsorbidas en
relacion a los analizado anteriormente para las proteinas libres.

En el caso de la S1 las cantidades relativas de las distintas estructuras se
mantuvieron en valores cercanos a los de la proteina libre, sin embargo, para el caso de la
proteina S8 se observd un aumentd tanto de la proporcion tanto de a-hélice como de
ldmina-B, manteniendo la relacion entre ambas. Este aumento se acompana de una caida
en la proporcion de estructuras desordenadas (sefialadas como “otros”), como se puede
observar en la tabla V.4. En ninguno de los casos se observan indicios de agregacion,
fenébmeno que se acompana de fuertes absorciones entre los 1610 y 1628 cm™ y de un
incremento en la proporcion de estructuras desordenadas, contrario a lo observado
[Jackson & Mantsch, 2008; Murayama & Tomida, 2004].
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Tabla V.4 Composicion porcentual de la banda amida |, comparacion proteinas libres y
adsorbidas sobre los distintos sistemas

MUESTRA | S1libre MBA/S1 PU/S1 S8libre MBA/S8 PU/S8
o-hélice | 16,1 18,7 17,5 130 | 24,6 23,7
Lamina B | 46,0 48,6 45,5 252 | 471 45,1
Otros 38,0 32,8 37,0 61,8 | 283 31,2
B/a 2,9 2,6 2,6 1,9 1,9 1,9
(2]

.8 ©
2 2 a B B
B
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Figura V.8 Banda amida | y su deconvolucién para las proteinas de capa-S adsorbidas (trazo continto
negro y discontinuo bord6 respectivamente), comparacion con dicha banda para las proteinas libres
(trazo continuo azul) y espectro diferencia entre los anteriores (trazo discontinto ocre), (A) MBA/S1 (B)

PU/S1 (C) MBA/S8 (D) PU/S8
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V.3.3.3 Microscopia electrdnica de Transmision (TEM)

En la imagen V.2 se presentan las imagenes TEM tomadas para los sistemas
polimero/proteina en comparacion con las imagenes de las particulas poliméricas. En las
mismas se observa una corona de proteina rodeando a las particulas poliméricas. En el
caso del sistema MBA/S1 fue posible detectar particulas aisladas, sin embargo, para el
sistema MBA/S8 las particulas se encontraron formado agregados. Moll y col. (2002)
observaron por TEM una estructura similar en sistemas resultantes de adsorber proteinas
de capa-S sobre liposomas [Moll et al., 2002].

A partir de las imagenes tomadas se logro estimar un espesor de la corona proteica
(tste) de 9,9+0,5 nm para la proteina S1y de 13,8+0,6 nm para la S8 sobre p-MBA. Por otro
lado, el tamafo de la corona para las proteinas adsorbidas sobre p-U fue de 14+1 nmy
3141 para S1y S8 respectivamente.
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Imagen V.2 Micrografias TEM (A) MBA/S1 (B) p-MBA (C) MBA/S8 (D) PU/S1 (E) p-U (F)
PU/S8
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V.3.3.4 Dispersion de rayos X a bajo angulo (SAXS)

Con el objetivo de estudiar la estructura de los sistemas polimero/proteina y obtener
informacion sobre el tamano de las particulas, la morfologia y la estructura interna se
recurrio al analisis de la dispersion de rayos X a bajo angulo [Minelli et al., 2014].

A partir de la informacion obtenida de las isotermas de adsorcion, se seleccionaron
los sistemas polimero/proteina obtenidos desde dos concentraciones iniciales de proteinas
con la finalidad de estudiar la estructura de los sistemas en dos instancias de cobertura
distintas. Las muestras denominadas (C) presentaron un exceso de proteina libre
detectable en el sobrenadante, mientras que los sobrenadantes de las denominadas (D) no
presentaron proteinas detectables, como se resume en la tabla V.5.

Tabla V.5 Sistemas analizados por SAXS. POL representa a las particulas p-MBA y p-U,
mientras que SLP representa a las proteinas S1y S8.

[SLP] R= SLP en
SISTEMAS (mg/mL) SLP/POL sobrenadante
POL/SLP(C) 0,28 0,06 N.D.2
POL/SLP(D) 0,56 0,125 D.

a- No se detectaron proteinas mediante la técnica
colorimétrica de Bradford.

- Se detectd mediante Bradford la presencia de proteinas en
el sobrenadante, se logro cuantificarias.

Enla Figura V.9 y V.10 se presentan las curvas de SAXS obtenidas (I(q) vs q) y los
graficos de Guinier (In I(g) vs g°) para los sistemas p-MBA/SLP y p-U/SLP, respectivamente.
En comparacion con los perfiles SAXS de las dispersiones poliméricas, los sistemas
POL/SLP presentaron curvas mas suaves y con un perfil diferente al observado para
particulas poliméricas en dispersion, lo que sugiere un cambio de morfologia al adsorber
proteina sobre las mismas. Los graficos de Guinier presentaron desviaciones positivas al
comportamiento lineal a bajo g en todos los casos, lo que esta asociado a la agregacion de
las particulas en suspension [Putnam et al., 2007], e impide emplear la aproximacion de
Guinier para estimar el Rg de estas particulas polimero/proteina. Por esto, se recurri6 al
ajuste en la region de g de 0,05 a 0,22 nm™ para obtener la informacién sobre la estructura
del sistema.,

Para las muestras denominadas POL/SLP(C) (en las que se detecto proteina en los
sobrenadantes) el perfil SAXS logré describirse mediante el modelo de particulas esféricas
polidispersas con una estructura core-shell empleando el software SasView. Como datos
de entrada al modelo, se utilizaron los radios de particula (Rg) y densidad electrénica (SLD)
obtenidos en la seccion 111.3.1.5 para las dispersiones poliméricas como parametros para
definir al nucleo polimérico (core) del ajuste aplicado a las dispersiones polimero/proteina.
Los tamanos de la corona proteica junto a otros parametros obtenidos del ajuste se
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presentan en la tabla V.6. Para estas muestras POL/SLP(C), se obtuvo un espesor de la
capa proteica (tsip) de entre 10 y 20 nm, observandose en todos los casos un aumento de
la polidispersidad media del sistema (PDI) en comparacién con lo obtenido para la
dispersion polimérica. Los resultados guardan relacion con los espesores determinados por
TEM y DLS. En adicion, los valores de la densidad electrénica (SLD) de las proteinas
arrojado por el modelo concuerdan con los reportados previamente para otras proteinas
[Zhang et al., 2012].

Con respecto a los sistemas POL/SLP(D), sistemas obtenidos a partir de una baja
concentracion de proteinas, lograron describirse mediante una combinacion lineal de los
dos modelos empleados previamente: Sphere + CoreShell Sphere, es decir, por
combinacion de los resultados de ambos modelos propuestos para los polimeros y
polimero/proteina. Este resultado probablemente se deba a que la cantidad de proteina
colocada no es suficiente para cubrir toda la superficie polimérica expuesta, lo cual no
puede ser descripto por un modelo sencillo (factor de forma).
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Figura V.9 (A) Perfiles SAXS y ajuste al modelo (trazo continuo) Core-Shell Sphere para las
muestras (C) (B) Graficos de Guinier para las muestras (C)



Capitulo V: Obtencidn de los sistemas polimero/proteina | 129

I(0) (UA)

°
< 15- °0,.:. o, 004,
g 1 [ ) () OOOO - 00
= o
9 14- °°..'°o... OOOOOO OOOQOOOO
T ’o.. oo OOOOOOOO
13+ ..“o. ..’oooo. °P000
] o Y}
[ P O
e% ®0o00,
12-. o....... (Y ) R
1 ®e%eq000
' 1 ' 1 ' 1 '
0,000 0,005 0010 0,015 0,020
2 -
g (hm’)

Figura V.10 (A) Perfiles SAXS y ajuste al modelo (trazo continto) Core-Shell Sphere+Sphere para
las muestras (D) (B) Graficos de Guinier para las muestras (D)
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Tabla V.6 Propiedades de los sistemas polimero/proteina obtenidas por modelado de
curvas SAXS

SISTEMA | R(m) ter(nm) PDI  SLD(A?) X2

MBA/S1(C) 36,36 10,74 0,49 | 11,8x10° 0,0340

MBA/S8(C) 36,36 12,29 0,45 | 11,0x10° 0,0333

PU/S1(C) 64,64 19,54 0,56 | 11,8x10° 0,0140

PU/S8(C) 64,64 22,67 0,58 | 11,0x10° 0,0150

* Radlio del nucleo (particula polimérica) obtenido mediante el ajuste de las
particulas poliméricas realizado previamente.

V.4 CONCLUSIONES PARCIALES

Mediante la construccion de isotermas, se logré estudiar el comportamiento de
adsorcion de dos proteinas de capa-S aisladas de dos cepas de Lactobacillus kefiri sobre
particulas poliméricas en dispersion acuosa con diferentes caracteristicas en cuanto a su
naturaleza quimica, grupos funcionales y densidad de carga superficial.

Las SLP presentaron mayor afinidad por las particulas poliméricas con mayor
densidad de carga superficial, con una tendencia de S8 a adsorberse en mayor cantidad
que S1. No obstante, la proteina S8 mostré una mayor selectividad en cuanto a las
superficies ofrecidas, siendo su cantidad final de proteina adsorbida diferente segun la
funcionalidad de la superficie (grupos alquilicos, grupos hidroxilo o grupos carboxilos). En
ese sentido, la proteina S1 presentd dos comportamientos, distinguiendo solo a las
superficies con grupos alquilo de las otras particulas.

En base al ajuste por el modelo de Langmuir-Freundlich, se determind que el
proceso de adsorcion se llevé a cabo de manera heterogénea (en cuanto a energia de los
sitios) y presentando dependencia en los sitios de adsorcion, fendbmenos relacionados a la
cooperatividad negativa establecida entre las proteinas adsorbidas.

En conjunto, las observaciones indican que la interacciones entre las distintas series
son altamente dependientes tanto de la proteina, como de la superficie ofrecida.

Los sistemas polimero/proteina seleccionados como potenciales soportes
resultaron tener una morfologia core-shell formada por una corona proteica alrededor de
un nucleo constituido por una particula polimérica, con espesores de la corona de entre 10
y 20 nm estimados a traves de TEM, SAXS y DLS. En adicion, mediante FTIR no se
apreciaron cambios significativos de la banda Amida |, sugiriendo que las SLP no
modificarian su estructura luego de la adsorcion.
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BIONANOCATALIZADORES




En el presente capitulo se describe la preparacion de los bionanocatalizadores de
platino y plata desarrollados en este trabajo de tesis, utilizando como soportes los
sistemas polimero/proteina descriptos. En adiciéon, se presentan y discuten los
resultados obtenidos de su caracterizacion.
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VI. PREPARACION DE LOS
BIONANOCATALIZADORES

VI.1 INTRODUCCION

Debido a la afinidad por distintos metales, junto a las caracteristicas unicas de las
SLP para autoensamblarse, se comenzd hace un tiempo a explotar su uso como plantillas
para la fabricacion y manipulacion de clusters metalicos de tamafo nanométrico. Como ha
sido descrito, se han reportado numerosos trabajos en los que se han empleado diferentes
SLP con el fin de obtener arreglos de nanoparticulas metalicas soportadas [Mertig et al.,
2001; Mertig et al., 1999; Wahl et al., 2005; Wahl et al., 2001].

Entre los distintos organismos que poseen SLP, los pertenecientes a la familia
Bacillus son potenciales candidatos para explorar la interaccion con metales debido a las
multiples envolturas que poseen. Previamente, se ha reportado un estudio sobre la
capacidad de interaccién de cobre de la SLP aislada de Bacillus sphaericus. En dicho
trabajo, ademas, se logro identificar el efecto competitivo del calcio y el zinc sobre la
interaccion con cobre indicando que la SLP aislada de B. sphaericus también interactua
con estos metales. Uno de los aspectos mas interesantes del analisis radica en la
importancia de la glicosilacion de las SLP respecto a la capacidad de interaccion con los
metales. Mientras que la SLP aislada de B. sphaericus, glicosilada, presento la capacidad
de interactuar con cobre, la de B. acidophilus, no glicosilada, no presento tal capacidad
[Allievi, et al., 2011].

No obstante, un tipo de proteina no tan explorada para estas aplicaciones son las
SLP aisladas de cepas de Lactobacillus kefiri. La capacidad de estas SLP para interactuar
con metales fue estudiada por Mobili y col. (2013), en dicho trabajo se demostro la
capacidad de estas proteinas de captar cationes bivalentes como Pb*?, Cd*?, Zn*2y Ni*? a
través de la coordinacion con los grupos carboxilo de la cadena lateral de los residuos de
Asp y Glu, y algunas coordinaciones adicionales que involucraron a los grupos NH de la
columna vertebral del péptido [Mobili et al., 2013]. Recientemente, Bolla y col. (2020a;
2020b) aislaron SLP de dos cepas de Lactobacillus kefiri (Lactobacillus kefiri CIDCA83111
(S8) y Lactobacillus kefiri CIDCA8348 (S1)) utilizando cloruro de guanidinio 5M. Luego de
ser dializada para eliminar el agente caotropico, las proteinas fueron incubadas con
soluciones acuosas de (NH4).PtCls o AgNO; (activacion) y, después de un proceso de
centrifugacion-redispersion con el objetivo de eliminar el metal que no interactué con la
proteina, fueron reducidas empleando una corriente de H, a 25 °C y presion atmosférica.
De esta manera, lograron obtener MNPs con tamario, forma y distribucion perfectamente
dirigidos por el ensamblaje de las SLP.

Cuando se utilizo la sal de platino como precursor, el orden estructural de las SLP
aisladas condujo a la obtencion de particulas con diametros en el rango de 0,67 a 5,99 nm
cuando emplearon la SLP S1, y entre 0,80y 6,56 nm para S8, sugiriendo asi que la simetria
de la SLP podrian influir en el tamafo de las MNPs. En estos sistemas se observaron grupos
de particulas de Pt subnanométricas, asi como atomos individuales (adatoms) de Pt
altamente dispersos sobre la superficie de las MNPs. El Pt obtenido sobre S8 presenté un
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mayor numero de atomos individuales que las MNPs obtenidas sobre S1, lo que sugiere
que la organizacion de la SLP utilizada como soporte podria tener un papel importante en
la estabilizacion de las especies subnanométricas de Pt [Bolla et al., 2020°].

Las mismas proteinas fueron empleadas para sintetizar nanoparticulas de Ag
estables [Bolla et al., 2020a]. Empleando las SLP S1 y S8, e incubando las mismas con
AgNQOs, se obtuvieron MNPs de plata con diferentes tamarfios y topografias segun la
naturaleza de la SLP utilizada y las condiciones de reduccion aplicadas (H: y/o cantidades
variables de NaBH.). En todos los casos, observaron la formacion de MNPs distribuidas
uniformemente, con presencia de algunos agregados pequefios. Ante la mismas
condiciones de reaccion, las MNPs obtenidas utilizando S8 presentaron tamafos menores
que aquellas sintetizadas empleando S1, mientras que la aplicacion de un procedimiento
de reduccion drastico con NaBH4 condujo a la obtencion de particulas mas grandes. De
esta manera, los resultados obtenidos demuestran que la nanoarquitectura de las NPs de
Ag esta influenciada tanto por el tipo de molde proteico como por las condiciones de
reduccion utilizada.

Por lo tanto, se podria lograr un crecimiento controlado de nanoparticulas metalicas
soportadas combinando las propiedades de estructuracion que ofrece el uso de plantillas
basadas en SLP, con las propiedades de los soportes basados en particulas poliméricas,
conformando sistemas combinados que ofrecen la gran ventaja de obtener arreglos
metalicos bien dispersos y mecanicamente resistentes en dispersion acuosa [Bai et al.,
2017; Hood et al., 2014; Vogel et al., 2011; Yuan et al., 2012; Mei et al., 2005; Kralik et al.,
2000].

VI.2 MATERIALES Y METODOS
VI.2.1 Reactivos

Acido Clorhidrico (HCI, Biopack)

Acido Nitrico (HNOs, Cicarelli)

Estandar para absorcion atomica de Plata en HNOs (Merck)
Estandar para absorcion atomica de Platino en HCI (Fluka)
Hidrégeno gaseoso (H2, N50, 99.999%, Air Liquide)

Nitrato de plata (AgNQOs, Cicarelli)

Tetracloroplatinato de Amonio [(NH4)2PtCls, Sigma-Aldrich]

O O O 0 O O O

VI.2.2 Preparacion de los bionanocatalizadores de platino y plata

La obtencion de los bionanocatalizadores se llevd a cabo empleando una técnica
de impregnacion. Tipicamente, la impregnacion como metodologia para obtener
catalizadores heterogéneos implica el contacto del soporte con una determinada cantidad
del precursor metalico de interés, seguida de un periodo corto de envejecimiento, secado
y calcinado. En este trabajo se optd por cumplir con los primeros pasos del método de
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impregnacion. Sin embargo, el secado de las muestras fue reemplazado por procesos de
lavado (centrifugacion y resuspension) para remover el precursor no adsorbido sobre el
soporte, y la calcinacion fue reemplazada por el empleo de una corriente de hidroégeno en
condiciones suaves como proceso de reduccion. En el esquema V1.1 se presenta el proceso
que se ha llevado adelante en este trabajo para la obtencion de los nanocatalizadores.

Centrifugacion . 30 mL/min; 6 min
t‘\ N £ '_:-.:-; ----- - - P »
2% hs. , (+) H
T. ambiente = H(H)
- . Centrifugacidn (H) 30 mL/min; 6 min
Suspension Resuspensio Ty P ambiental
de soportes "Iy ... saesnrnianes +« = | A
polimero/proteina ’ -.

Esquema VI.1 Obtencion de los nanocatalizadores metalicos empleando la técnica de
impregnacion.

Todos los bionanocatalizadores fueron preparados mediante la incubacion de los
soportes polimero/proteina seleccionados (seccion V.2.2) con soluciones de los
precursores metdlicos correspondientes (AgNOs y (NH.).PtCly). Se prepararon
catalizadores metalicos con contenidos nominales de 5y 10 %p/p. En cada caso se puso
en contacto la cantidad adecuada de una solucion del precursor metalico de interés con
una cantidad definida de una dispersion de los soportes llevando a un volumen final de un
1,00 ml, manteniendo al sistema a 25°C y presion atmosférica durante 24 horas.
Transcurrido el periodo de incubacion, las muestras se centrifugaron por 15 minutos a
13.500 rpm y posteriormente se separo el sobrenadante conteniendo el precursor metalico
excedente. El pellet fue resuspendido en 1,00 mL de agua Mili-Q mediante agitacion del
sistema en un Vortex hasta homogeneidad de la suspension. El sistema suspendido en agua
Milli-Q fue sometido a una corriente de hidrogeno gaseoso con un caudal de 30 mL/min, a
25°C y presion atmosférica, durante 6 minutos. Concluido el proceso de reduccion, los
sistemas se reservaron a temperatura ambiente por 24 hs previo a su uso o caracterizacion.
En la tabla VI.1 se resume la composicion de los catalizadores preparados.
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Tabla VI.1 Preparacion de los bionanocatalizadores

CATALIZADOR | SOPORTE  pt  Ag  (NH,)PICLe AgNOs
P/SLP/M® (mg) (M) (mg) (mL) (mL)
P/SLP/Pt 5 506 | 025| - 0,05 -

P/SLP/Pt 10 506 | 051 - 0.1 -
P/SLP/Ag 5 5,06 - | 025 - 0,47
P/SLP/Ag 10 5,06 - | 051 - 0,94

a- Se emplea una nomenclatura genérica (F/SLFP/M) para representar ambas cepas
de proteinas de capa-S empleadas (SLP), los polimeros utilizados (P) y el metal
presente (M). El numero representa la concentracion nominal de metal

b- Se empled una solucion de 1,0 % p/v de concentracion

c- Se empled una solucion de 0,85 mg/mL de concentracion

VI.2.3 Caracterizacion de los bionanocatalizadores

VI.2.3.1 Contenido metalico

Con el objetivo de cuantificar la cantidad de metal de los sistemas preparados, se
analizd el contenido metalico de los bionanocatalizadores mediante espectroscopia de
absorcion atémica. Para esto, las muestras fueron sometidas a una digestién acida con el
objetivo de eliminar la materia organica perteneciente a los soportes previo a la
cuantificacion. Se tomaron 1,50 mL de la dispersion en agua Milli-Q del bionanocatalizador
correspondiente, y se la llevé a sequedad. Posteriormente, una masa conocida del material
seco fue colocada en un crisol al que se le agregaron 0,05 mL de HNO; concentradoy 1,00
mL de HCI 6M. Finalmente la muestra se calentd en un bafo de arena, y se agregaron
cantidades sucesivas de acidos en caliente hasta lograr la digestion completa de la
muestra. La solucidon obtenida fue llevada a 10,00 mL finales empleando HNO3 10% p/p y
reservada para su cuantificacion.

Las determinaciones fueron realizadas empleando un equipo Varian AA240 FLAME
AA. El método de cuantificacion utilizado fue estandar externo empleandose soluciones
estandares de platino y plata como patrones. Para la obtencion de las curvas de calibracion
se prepararon diluciones de distinta concentracion a partir de una solucién madre de 200
ppm del metal correspondiente, utilizando agua Mili-Q. El analisis se realizd por duplicado.
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VI.2.3.2 Caracterizaciéon por TEM y SAXS

Dado que para la caracterizacion de los catalizadores preparados se emplearan las
técnicas descriptas en los capitulo previos, en esta seccion se mencionaran aquellos
detalles del procedimiento que sean diferentes en cuanto a equipamiento y preparacion de
la muestra. Las muestras fueron caracterizadas en dispersion o como polvos obtenidos por
liofilizacion de las mismas.

Las curvas de SAXS de las muestras P/SLP/Pt10 y P/SLP/Pt5 fueron adquiridas
como se describid anteriormente. Las curvas obtenidas por sustraccion de la contribucion
de los soportes al perfil de SAXS de los bionanocatalizadores fueron ajustadas empleando
el programa SAXSView utilizando como factor de forma el modelo Sphere.

Las imagenes TEM fueron adquiridas como se describié previamente. La
caracterizacion de los bionanocatalizadores monometalicos se llevo a cabo en tres equipos,
el Microscopio Electronico de Transmision JEOL 100 CX Il de 100 kV, el equipo FEI TALOS
F200A operado a 200 kV, perteneciente a YPF Tecnologia, La Plata y el Microscopio de
Transmision Electrénica modelo TEM Philips CM200UT (LaBs) operado a 200 KV,
perteneciente al Laboratorio de microscopia del Grupo Fisica de Metales, CNEA-Bariloche.
En base a las imagenes se obtuvieron los tamafos de particula segun se definieron en el
Capitulo Ill. En adicién, se calculo la dispersion metalica (D) de las nanoparticulas en los
catalizadores empleando la siguiente ecuacion:

6 M id?
D= —(Z = ;) Ecuacion V1.1
opMm Znidi

donde My pwm representan el peso atomico y la densidad del metal presente en el catalizador
analizado, respectivamente, y o es el area superficial ocupada por un mol de metal tomando
un valor de 3,75x10* m?/mol para el platino y 1,05x10* m2/mol para la plata. La dispersion
metalica representa la fraccion de atomos metélicos localizados en la superficie de un
sistema [Bergeret & Gallezot, 2008].

VI.3 RESULTADOS Y DISCUSION

VI.3.1 Preparacion de los bionanocatalizadores de platino y plata

Concluido el periodo de reduccion, es decir, al finalizar el pasaje de la corriente de
H,, las dispersiones se tornaron negras o grises en el caso de los sistemas conteniendo
platino, y rojizas o pardas en el caso de los sistemas conteniendo plata. Esta observacion
cualitativa denot6 la formacion de particulas metalicas en los sistemas. Un aspecto para
destacar sobre la preparacion llevada a cabo es que los intentos de reducir los precursores
metalicos en presencia de las particulas de polimero (en ausencia de las SLP) no
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condujeron a la obtencion de nanoparticulas metélicas en ningun caso, mostrando asi el rol
fundamental que cumplen las SLP en este desarrollo.

Luego del proceso de reduccion, las muestras denominadas P/SLP/M5
permanecieron en suspension y demostraron poseer una estabilidad coloidal en el tiempo,
mientras que las muestras denominadas P/SLP/M10 evidenciaron la formacion de
agregados al transcurrir el tiempo de almacenamiento, como puede observarse en la
imagen VI.1. Dado que los sistemas P/SLP/M10 no presentaron las caracteristicas
macroscopicas buscadas para los mismos no fueron considerados para ser utilizados como
catalizadores. No obstante, algunos de ellos fueron caracterizados con el fin de profundizar
en su estudio y corroborar las observaciones cualitativas.

PU/ST  PU/S8 MBA/S1

- ;
MBA/S1 MBA/S8 PU/S1T  PU/S8

P/SLP/M5 P/SLP/M10

Imagen VI.1 (A) Imagen de los sistemas P/SLP/M5 conteniendo nanoparticulas de platino
(B) Imagen del sistema MBA/S1/Pt10, (C) Imagen de los sistemas P/SLP/M5 conteniendo
nanoparticulas de plata, (D) Imagen del sistema MBA/S1/Ag10
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VI.3.2 Caracterizacion de los bionanocatalizadores

VI.3.2.1 Contenido metalico

Con el fin de conocer el contenido metalico de los catalizadores se evaluo la carga
metalica de los bionanocatalizadores denominados P/SLP/M5. Los resultados obtenidos se
presentan en la tabla VI.2.

Tabla VI.2 Determinacion del contenido metalico de los catalizadores.

SISTEMA Carga Metalica (%)
MBA/S1/Pt5 1,0+0,5
MBA/S8/Pt5 1,3+0,1

PU/S1/Pt5 1,60 + 0,01

PU/S8/Pt5 1,4+0,2
MBA/S1/Ag5 1,37 + 0,06
MBA/S8/Ag5 1,00 + 0,02
PU/S1/Ag5 1,6 0,1
PU/S8/Ag5 1,77 £ 0,08

Los bionanocatalizadores preparados por la técnica de impregnacion humeda
utilizada presentaron un contenido metalico de entre el 1y el 1,8 %, valores que distan en
gran medida del valor nominal establecido en la preparacion (5%). Respecto a la influencia
de los componentes del soporte en el contenido metélico no se observa una tendencia
clara, por lo tanto, no es posible concluir respecto a la influencia del polimero o la proteina
sobre la cantidad de metal presente en el sistema.

VI1.3.2.2 Microscopia electronica de Transmision (TEM)

Enlasiméagenes V1.2 y VI.3 se presentan las micrografias TEM de las muestras conteniendo
nanoparticulas de platino y plata respectivamente. En estas imagenes puede verse la
presencia de nanoparticulas metalicas. En todos los casos se observan sistemas con
morfologia strawberry, es decir, se distinguen pequefas particulas metélicas esféricas
presentes en toda la superficie del soporte polimero/proteina.

Los sistemas denominados P/SLP/M10 (imagenes VI.2.A y VI.3.A para MBA/S1/Pt10 y
MBA/S1/Ag10, respectivamente) presentaron una abundante cantidad de nanoparticulas
metalicas, con presencia de nanoaglomerados de hasta 20 nm en el caso del platino y 50
nm en el caso de la plata que dificultaron la determinacion del tamario de las nanoparticulas.
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Estas observaciones microscopicas, junto a la evidente presencia de agregados
macroscopicos en las suspensiones de las muestras (imagen VI.1 para P/SLP/M10),
hicieron que las mismas no sean consideras aptas para los fines cataliticos establecidos en
este trabajo.

En cuanto a los sistemas denominados P/SLP/Pt5 se observé la misma morfologia,
caracterizada por la presencia de nanoparticulas metalicas sobre los sistemas
polimero/proteina uniformemente dispersas, aunque con algunos pequenos aglomerados
que en ningun caso superaron los 10 nm de tamano. Si bien los sistemas presentaron
morfologia strawberry, se observaron diferencias en la localizacion de las nanoparticulas
metalicas en funcion de la SLP utilizada. Cuando se utilizd la SLP S1 se obtuvieron sistemas
en los que las nanoparticulas metalicas se encuentran sobre toda la superficie expuesta de
los soportes polimero/proteina, siendo posible identificar a las particulas nanocompuestas
de manera individual aunque estén formando parte de pequefios grupos (imagen VI.2B y
VI.2D). En la imagen insertada en la foto VI.2.B, que fue adquirida empleando tincion
negativa, se puede confirmar que, aunque estén agrupadas, las particulas mantienen su
caracter individual. En el caso de los sistemas obtenidos empleando la SLP S8, las
particulas nanocompuestas presentaron un mayor grado de coalescencia, pudiendo
observarse zonas de contacto entre las particulas del soporte (Imagen VI.2 C y E). Cabe
destacar que en estos sistemas también se encontraron particulas formando agrupaciones
pequenas (imagenes insertadas en Imagen VI.2 Cy E), aunque no individuales. Este mayor
grado de vinculacion entre las particulas de soporte al emplear la SLP S8 indicaria que esta
proteina induciria  una mayor interaccion entre ellas, como consecuencia, los
nanocompuestos coloidales no se observan como entidades individuales con facilidad
como en el caso de la SLP S1. En la Imagen VI.4 (A 'y B, derecha) se presentan imagenes
STEM-HAADF de las muestras MBA/SLP/Pt. En estas, se pueden apreciar regiones
brillantes asociadas con las areas que contienen elementos pesados, asignadas en este
caso a la presencia del platino en los sistemas. En ambos casos se observa la presencia de
puntos brillantes asociados a las particulas metalicas. No obstante, la muestra obtenida con
S1 (Imagen VI.4 A, derecha) ofrecio una distribucion uniforme del brillo en los sistemas,
mientras que el sistema obtenido con S8 presentd una zona brillante intensa entre las
particulas del soporte, sugiriendo como se mencionod antes que la proteina influye de alguna
manera sobre la morfologia de los nanocompuestos preparados.

En el caso de las muestras P/SLP/Ag5 se observaron diferencias importantes segun
el tipo de polimero empleado en el soporte. En este sentido, los sistemas MBA/SLP/Ag5
presentaron caracteristicas similares a las descritas para P/SLP/Pt5, mientras que los
sistemas PU/SLP/Ag5 presentaron una menor dispersion de las particulas metélicas,
observandose regiones con aglomerados de nanoparticulas individuales, sin observarse
sinterizados entre las mismas. En adicién, se pueden apreciar grandes regiones ocupadas
por los soportes polimero/proteina.
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Imagen VI.2 Micrografias TEM de los sistemas conteniendo nanoparticulas de platino (A)
MBA/S1/Pt10, (B) MBA/S1/Pt5, (C) MBA/S8/Pt5, (D) PU/S1/Pt5, (E) PU/S8/Pt5
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Imagen VI.3 Micrografias TEM de los sistemas conteniendo nanoparticulas de plata (A)
MBA/S1/Ag10, (B) MBA/S1/Ag5, (C) MBA/S8/Agb5, (D) PU/S1/Ag5, (E) PU/S8/Ag5

En las imagenes VI.4 y VI.5 se presentan micrografias adicionales de los sistemas
P/SLP/M5 junto a los histogramas de tamaro, para los sistemas conteniendo platino y plata
respectivamente. A partir del andlisis de las imagenes fue posible determinar el tamafo de
las nanoparticulas metélicas junto con la dispersion metalica (D) de las mismas. En el caso
del platino las nanoparticulas presentaron tamafios en el rango de 2 a 4 nm
correspondientes a grados de dispersion metalica de entre 28 y 40%. Por otro lado, las
nanoparticulas de plata presentaron tamanos algo mayores a los de platino encontrandose
en el rango de 6 a 8 nm con dispersiones metalicas de entre 14 a 18 %. En la tabla VI.3 se
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presenta un resumen del tamafo de nanoparticula metalica y dispersion para cada
bionanocatalizador obtenido.

Tabla VI.3 Tamario y dispersion de las nanoparticulas metalicas

SISTEMA dn (nm) ds(nm) d,(nm) IP=dJ/d, D (%)
MBA/S1/Pt5 2,97 3,31 3,47 1,17 37,88
MBA/S8/Pt5 2,81 3,09 3,23 1,15 40,00

PU/S1/Pt5 3,96 4,21 4,35 1,10 28,39

PU/S8/Pt5 3,91 4,16 4,30 1,10 28,71

MBA/S1/Ag5 6,17 7,33 7,83 1,27 18,97
MBA/S8/Ag5 6,26 7,28 7,79 1,25 18,70
PU/S1/Ag5 7,88 8,53 8,85 1,12 14,85
PU/S8/Ag5 8,06 9,26 9,83 1,22 14,53

Entodos los casos se observé un mayor tamario de particula para las hanoparticulas
de plata y, como consecuencia, estos sistemas presentan una menor dispersion metalica.
En relacion a la naturaleza del soporte, para ambos metales se obtuvieron nanoparticulas
de mayor tamafio cuando se empleé p-U como componente del soporte,
independientemente de la SLP utilizada. Cabe destacar que los tamafos de las
nanoparticulas metalicas obtenidos son similares a lo reportado al reducir los precursores
metélicos directamente sobre las proteinas S1y S8 [Bolla et al., 2020?; Bolla et al., 2020°],
lo que confirma que la interaccion de las proteinas con las particulas poliméricas no modificd
su capacidad para actuar como biotemplates en la obtencion de nanoclusters metalicos.
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Imagen VI.4 Imagenes TEM (izquierda-centro) y/o micrografias STEM-HAADF (medio),
histogramas de distribucion de tamafo de las nanoparticulas (derecha) de los sistemas
conteniendo nanoparticulas de platino: (A) MBA/S1/Pt5, (B) MBA/S8/Pt5, (C) PU/S1/Pt5, (D)
PU/S8/Pt5
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Imagen VI.5 Iméagenes TEM (izquierda), histogramas de distribucion de tamaro de las
nanoparticulas (derecha) de los sistemas conteniendo nanoparticulas de plata: (A)
MBA/S1/Ag5, (B) MBA/S8/Ag5, (C) PU/S1/Ag5, (D) PU/S8/Ag5
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En las imagenes V1.6 y VI.7 se presentan las imagenes tomadas en el modo HR-
TEM, los patrones de difraccion de area seleccionada y los espectros EDS obtenidos para
las muestras conteniendo nanoparticulas de platino y plata respectivamente. En los casos
en los que fue posible se tomaron imagenes en las que se observé la presencia de planos
cristalinos en las nanoparticulas metalicas. En esos casos se pudo determinar una distancia
interplanar de 0,22 nm para las nanoparticulas metalicas de los sistemas P/SLP/Pt5, la cual
es coincidente con la reportada para el plano {111} del platino [Miyazawa et al., 2017]. Por
otro lado, en el caso de los sistemas P/SLP/Ag5 la distancia interplanar obtenida resultd
coincidente con la reportada para el plano {111} de la plata [Kaur et al., 2013]. En el caso
del platino, las imagenes HR-TEM permitieron evidenciar el gran alineamiento de los planos
atomicos en las nanoparticulas como se observa en las imagenes VI.6 B y D, mientras que
las nanoparticulas de plata presentaron una estructura cristalina no orientada (imagen
VI.7A), situaciones tipicas para cada metal.

En las imagenes VI.6 By D y en la imagen VI.7 se presentan los patrones de
difraccion de area seleccionada para las nanoparticulas de platino y plata respectivamente.
Los resultados obtenidos para las distancias interplanares medidas a partir del anillo mas
brillante (plano cristalino mayoritario) en cada caso estan de acuerdo con la distancia
interplanar obtenida por HR-TEM. La identidad quimica de las nanoparticulas fue
confirmada empleando dispersion de rayos X (EDS), en las figuras VI.6E y VIL.7C se
presentan los espectros tipicamente obtenidos para los sistemas con nanoparticulas de
platino y plata respectivamente. El analisis de los mismos se llevé a cabo empleando el
Software NIST DTSA-Il Lorentz a partir del cual se asignaron las bandas. A partir de los
espectros de los sistemas P/SLP/Pt y P/SLP/Ag fue posible confirmar la identidad de las
nanoparticulas metalicas, ya que se identificaron las sefales tipicas de platino y plata
atomicos respectivamente. En ambos casos se observaron también sefiales asociadas a la
presencia de cloro dado que este elemento se encuentra en los sistemas debido al buffer-
B empleado en su purificacion.
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Imagen VI.6 Imagenes HR-TEM, transformada rapida de Fourier y patrones de difraccion de area
seleccionada (insertados) de los sistemas conteniendo nanoparticulas de platino: (A)
MBA/S1/Pt5, (B) PU/S1/Pt5, (C) MBA/S8/Pt5, (D) PU/S8/Pt5 (E) Espectro EDS tipicamente
obtenido para estas muestras.
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Imagen VI.7 Imagenes HR-TEM, transformada rapida de Fourier y patrones de difraccion de éarea
seleccionada (insertados) de los sistemas conteniendo nanoparticulas de plata: (A) PU/S1/Ag5, (B)
PU/S8/Ag5 (C) Espectro EDS tipicamente obtenido para estas muestras.

V1.3.2.3 Dispersion de rayos X a bajo angulo (SAXS)

Las figuras VI.1 y VI.2 muestran las curvas SAXS obtenidas para los
nanocatalizadores obtenidos con Pt (P/S1/Pt y P/S8/Pt, respectivamente) junto a la curva
de SAXS de su correspondiente soporte con fines comparativos. Las curvas SAXS de los
nanocatalizadores mostraron diferencias apreciables con respecto a las del soporte para
valores de g mayores a 0,2 nm™', observandose un aumento de la intensidad relacionado
con una contribucion proveniente de la dispersion asociada a las nanoparticulas de Pt.
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Figura VI.1 Curvas SAXS para los sistemas obtenidos empleando MBA, soportes vy
nanocatalizadores (A) MBA/S1 (B) MBA/S1/Pt5 (C) MBA/S1/Pt10 (D) MBA/S8 (E) MBA/S8
Pt/5 (F) MBA/S8/Pt10. Las curvas fueron desplazas para mayor claridad visual.
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Figura VI.2 Curvas SAXS para los sistemas obtenidos empleando PU, soportes y

nanocatalizadores (A) PU/S1 (B) PU/S1/Pt5 (C) PU/S1/Pt10 (D) PU/S8 (E) PU/S8/Pt5 (F) PU/S8
Pt/10. Las curvas fueron desplazas para mayor claridad visual.

Para las muestras P/SLP/Pt5, mediante la sustraccion de la contribucion de los
soportes a la curva de SAXS de los nanocatalizadores, se obtuvieron curvas conteniendo
principalmente la contribucion a la dispersion a bajo angulo por parte de las nanoparticulas
metélicas, las cuales se muestran en la Figura VI.3. Las mismas fueron ajustadas con el
modelo Sphere con el que se logro el mejor ajuste en todos los casos, empleando el valor
de la densidad electronica (SLD) 6,3x10® A para el platino [Harwood et al., 1988]. En la
figura VI.3 se presentan como una linea continua los ajustes obtenidos con los que se logré
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estimar el tamafo de las particulas metalicas que se presenta en la Tabla V1.4, junto a los
otros parametros arrojados por el modelo.

Tabla VI.4 Parametros obtenidos del ajuste de las curvas sin contribucién del
soporte para los sistemas denominados P/SLP/Pt5

SISTEMA R(hm) PDI SLD(A?) X

MBA/S1/Pt5 4,63 0,46 6,3x10° | 0,026

MBA/S8/Pt5 3,63 0,18 | 6,3x10° | 0,180

PU/S1/Pt5 5,81 0,55 | 6,3x10° | 0,009

PU/S8/Pt5 4,48 0,15 | 6,3x10° | 0,033

Figura VI.3 Curvas SAXS para los sistemas denominados P/SLP/Pt5 obtenidas por sustraccion
de la contribucion del soporte, ajustes efectuados con el modelo Sphere (trazo continuo) (A)
MBA/S8/Pt5 (B) MBA/S1/Pt5 (C) PU/S8/Pt10 (D) PU/S1/Pt10. Las curvas fueron desplazas para
mayor claridad visual.

Por este método se obtuvieron tamarnos de particula de entre 3y 5 nm, y de entre
4 y 6 nm para las nanoparticulas de platino soportadas sobre MBA/SLP y p-U/SLP,
respectivamente. Este rango de valores se encuentra en concordancia con lo determinado
por TEM, observandose una vez mas un mayor tamafo de particula metalicas en aquellos
catalizadores obtenidos sobre soportes conteniendo p-U.
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VI.4 CONCLUSIONES PARCIALES

Se lograron obtener bionanocatalizadores con una carga metalica de
aproximadamente un 1,5% p/p constituidos por nanoparticulas metalicas de Pt o Ag
soportadas sobre sistemas polimero/SLP empleando una metodologia simple y econdmica,
en un medio acuoso y en condiciones suaves y amigables por el medio ambiente durante
todo el proceso de produccion.

En base a microscopia TEM se observd que los bionanocatalizadores presentaron
una morfologia tipo strawberry, con nanoparticulas metalicas cuyos tamanos fueron de
entre 2 y 4 nm en el caso del platino, y de entre 6 a 8 nm en el caso de la plata,
observandose en ambos casos planos cristalinos con una distancia interplanar coincidente
con la reportada para el plano {111} de ambos metales. Los resultados obtenidos por SAXS
estuvieron en acuerdo con los tamafnos de particulas indicados. En todos los casos, se
observd que las nanoparticulas metalicas obtenidas sobre soportes constituidos por
poliuretano presentaron un tamafio mayor tamafio que sus contrapartes obtenidas sobre
poliacrilico.
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En este capitulo se presenta el estudio de la performance catalitica de los
bionanocatalizadores obtenidos frente a la reaccion de reduccion en fase acuosa
de p-nitrofenol empleando como reductor borohidruro de sodio.

Se presenta también el analisis en la influencia de la naturaleza del soporte, y la
relacion molar sustrato/catalizador en la conversion y constante de velocidad
aparente.
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VIl. ESTUDIO DE LA PERFORMANCE CATALITICA:
REDUCCION DE p-NITROFENOL

VII.1 INTRODUCCION

La sintesis de nanoparticulas de metales nobles ha protagonizado muchas
investigaciones debido a sus propiedades Unicas. Su uso en la catalisis es una de las
aplicaciones quimicas mas importante que poseen estos sistemas. Sin embargo, su uso
como catalizador esta a menudo limitado por la inestabilidad de las MNPs, por lo cual se
han incorporado a sus sintesis agentes estabilizadores como los polimeros, los cuales
previenen su agregacion [Spadaro et al., 2010]. En este sentido, la reaccion catalitica se
comporta como un sistema bifasico en el cual se encuentra el catalizador en una fase sélida
diferenciada de la fase liquida en donde se encuentran los reactivos usualmente disueltos.
A menudo la reduccion del grupo nitro de un compuesto dado frente a un exceso de NaBH.
ha sido utilizada como una reaccion modelo para examinar el comportamiento catalitico de
nanoparticulas metalicas. En este sentido, la reduccion de p-nitrofenol (o-NP) a p-
aminofenol (p-AP) es una de las reacciones mas utilizadas. Los ensayos de reaccion en
ausencia de catalizador, no muestran ningun cambio en la concentracion de p-NP en el
tiempo [Gomez et al., 2012]. Sin embargo, en general cuando los nanocatalizadores estan
presentes en el sistema la conversion suele ser completa. Los analisis espectrales UV-
visibles del sistema reactivo durante el avance de reaccion evidencian un punto isosbéstico
indicando la existencia de una reaccién Unica. En algunos casos, se observo que la reaccion
transcurre con un claro comportamiento bifasico, con una fase inicial de reaccion mas lenta
(periodo de induccién) seguida de la fase estacionaria con velocidad de reaccion
aproximadamente constante [Gu et al., 2014]. En otros trabajos se sefiala que este periodo
de induccion tiende a disminuir con el aumento de la temperatura de reaccion. La reaccion
de reduccion de p-NP ocurre con un mecanismo concertado representado en el esquema
VI,

p-nitrofenol p-aminofenol

Esquema VII.1 Representacion y mecanismo de reaccion de la reduccion de p-nitrofenol.

La reaccion presentada, al igual que la mayoria de las reacciones quimicas, es
acelerada drasticamente por catalizadores, ya sea de forma homogénea o heterogénea.
Para describir el proceso propio de la catalisis heterogénea se han propuesto dos
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mecanismos de reaccion principales: el de Langmuir—Hinshelwood y el de Eley—Rideal. En
el mecanismo de Langmuir—Hinshelwood las dos especies que reaccionan son
quimisorbidas en la superficie del catalizador antes de que la reaccidn comience, mientras
que en la propuesta de Eley-Rideal, una especie se encuentra inicialmente quimisorbida
mientras que la otra reacciona directamente desde la fase en contacto. El mecanismo de
Eley-Rideal describe una reaccion entre un reactivo que ha sido quimisorbido y otro que no
lo ha sido [Weinberg,1996]. La reaccion de reduccion acuosa de p-nitrofenol fue modelada
en términos cinéticos en multiples instancias concluyéndose que la misma presenta una
cinética tipo Langmuir-Hinshelwood (esquema VII.2) [Wunder et al., 2010; Zhao et al,,
2015].

Sy o
A sfh,?‘;ﬁb _> P
CRRTEE
- “ohle :
-
p-nitrofenol p-nitrofenolato p-aminofenolato p-aminofenolato p-aminofenol

Esquema VII.2 Representacion y mecanismo de reaccion- Cinética Langmuir-Hinshelwood

VII.1.1 Catalisis heterogénea reduccion de p-nitrofenol:
Mecanismo de Langmuir-Hinshelwood

En este modelo se evalla el avance de la reaccion segun la concentracion de un
reactivo a un tiempo t respecto a su concentracion inicial. Esta puede seguirse por
evaluacion de la velocidad de aparicion de productos o desaparicion de reactivos mediante
algun método analitico adecuado.

La descomposicion del NaBH. en presencia de metales procede generando dos
intermediarios reactivos: M-H y MBH5 [Rakap & Ozkar, 2012] segun:

2M + BH; & M —BH; + M — H

Estas especies reactivas serian las encargadas de reducir el p-nitrofenol a p-
aminofenol con un consumo estequiométrico de 6 electrones [Holbrook & Twist, 1971]
segun:

6H—M+p—NP - p— AP+ 6M + 6H*
6M —BH3 +p— NP — p — AP + 6M + 6BH,
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A partir de esta observacion el mecanismo de la reaccion seria concertado
(esquema VII.1). EI NaBH4 posee una elevada capacidad reductora, liberando hidrégeno
gaseoso en soluciones acuosas a temperatura ambiente, proceso que se ve acelerado por
distintos metales.

Teniendo en cuenta este mecanismo, es sencillo calcular la conversion del sustrato
(C%) con la siguiente ecuacion general:

) = =100 Ecuacion VIl 1
0

donde Co y C; son las concentraciones molares de p-nitrofenol inicial (to) y en un tiempo t,

respectivamente. Este parametro describe la proporcion de reactivo que se ha consumido

a tiempo t.

Cuando la técnica de eleccion para seguir el avance de la reaccion es la
espectrofotometria se debe considerar el cumplimiento de la ley de Lambert-Beer para el
0-NP- (p-nitrofenolato, especie generada por desprotonacion del p-NP en presencia de
NaBH4) en el rango de concentracion empleado en este trabajo. Las concentraciones seran
directamente proporcionales a la absorbancia medida segun:

A = ebC Ecuacién VII.2

siendo ¢ el coeficiente de absortividad molar del p-NP-, b el camino 6ptico de la celda de
medida (1,00 cm) y C la concentracion molar de la especie absorbente.

La conversion presentada en la ecuacion VIL.1 queda entonces expresada en
términos de absorbancia segun:

C%) = L2100 Ecuacion VII.3
0
donde Ay y A: son las absorbancias en el tiempo cero (to) y t, respectivamente.
Generalmente, los resultados se presentan como porcentajes de conversion de p-NP, C

(%).

Cuando la reaccion es llevada a cabo frente a un franco exceso del agente reductor,
la cinética de reaccion puede tratarse como de pseudo-primer orden respecto a la
concentracion de p-NP. En una reaccion de pseudo-primer orden el grafico de In(A/Ao) vs
t, presentara un comportamiento lineal cuya pendiente corresponde a la constante de
velocidad aparente (Kap). Puede obtenerse la constante de velocidad aparente (Kapp)
empleando la siguiente ecuacion:

t= —In—=—ln— Ecuacion VII.4

La constante de velocidad aparente depende de la temperatura, presion vy
concentracion de las especies involucradas en la reaccion. Este parametro es un indicador
de la velocidad inicial de consumo de los reactivos.
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Por otro lado, otro parametro de gran interés en catélisis es el TOF (7urnOver
Frequency), el cual describe la frecuencia de ciclos cataliticos por unidad de tiempo.
Matematicamente se expresa segun:

dN

TOF = T Ecuacion VII.5

donde N es el numero de ciclos de reaccion en el sitio activo y t el tiempo. El TOF ha sido
definido con el propésito de ofrecer una forma mas conveniente de expresar la actividad
catalitica, representando el numero de moléculas reactantes convertidas por minuto por
ciclo catalitico para una determinada condicion de reaccion [Boudart, 1995].

Si bien el TOF se presenta como un parametro que ofrece mejores bondades
comparativas que la velocidad de reaccion, por centrarse en el sitio activo y no en la tasa
de consumo de reactivos o generacion de productos, se han presentado algunos
inconvenientes frente a su uso [Kozuch & Martin, 2012]. Esto esta relacionado con varios
aspectos como la definicion adoptada de sitio activo, la homogeneidad de estos sitios, la
exposicion superficial de los sitios activos, entre otros [Boudart, 1995]. Ademas, el TOF
depende de la concentracion de los reactivos y productos incluso en condiciones de
saturacion. Teniendo en cuenta estos aspectos se han introducido modificaciones al calculo
de TOF que permiten superar estas dificultades, el cual se expresa para la reaccion bajo
estudio como:

mol —NP KappMM
TOF = £
my D

Ecuacion VII.6

donde mol,ne €S el Numero de moles de p-nitrofenol colocados en la mezcla de reaccion,
Mw y mwm representan el peso molar y la masa del metal soportado en el catalizador
empleado, D representa la dispersion metalica del catalizador y Kqp €S la constante de
velocidad aparente de la reaccion. El resultado de este calculo (TOF) describe la eficiencia
instantanea de un catalizador. En esta linea, se utilizara en conjunto tanto la constante de
velocidad aparente como el TOF para analizar comparativamente la eficiencia de los
catalizadores desarrollados en este trabajo, los cuales han sido testeados manteniendo
invariables las condiciones de temperatura y concentracion de las especies durante la
reaccion [Kozuch & Martin, 2012].

VII.2 MATERIALES Y METODOS
VII.2.1 Reactivos

o Borohidruro de sodio (NaBH4, Panreac)
o p-nitrofenol (o-NP, Sigma-Aldrich)
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VII.2.2 Evaluacion del desempenio catalitico de los
bionanocatalizadores desarrollados

Empleando la reduccion de p-NP en medio acuoso se evaluo la actividad catalitica
de los bionanocatalizadores denominados P/SLP/M5 (con M= Ag y Pt). El seguimiento de
la reaccion se llevo a cabo /n-situ mediante espectroscopia UV-Vis a través de la evolucion
de la absorbancia a la longitud de onda del maximo de absorcion del p-nitrofenolato. La
longitud de onda de trabajo se determind obteniendo un espectro de absorcion en el rango
de 210 a 510 nm de una solucion de p-NP en presencia de NaBH4 0,02 M, debido a que la
especie desprotonada (p-nitrofenolato) presenta un mayor coeficiente de absorcion que la
especie neutra y por la naturaleza alcalina de la mezcla reactiva otorgada por el reductor,
sera ésta la especie predominante y responsable de la absorbancia. Las medidas de
absorbancia se obtuvieron empleando un espectrofotometro UV-Vis de doble haz, CINTRA
20, GBC Scientific Equipment. Para llevar adelante el estudio se emplearon cubetas de
cuarzo de 1,00 cm de camino 6ptico y 4,00 mL de capacidad volumétrica. Las reacciones
fueron llevadas a cabo a 25°C y presion atmosférica, con el objetivo de disefiar una reaccion
compatible con el medio ambiente y asi, debido a la naturaleza contaminante del p-NP,
propiciar la remocién acuosa de un contaminante en condiciones de reaccion suaves. Para
realizar los ensayos se colocd en la cubeta un volumen de dispersion del
bionanocatalizador, a continuacion la solucion de p-nitrofenol y en tercer lugar, el agua. En
los distintos ensayos se procedié a variar, Unicamente, la cantidad de catalizador colocada,
como se puede observar en la tabla VII.1. Por ultimo, con la cubeta colocada en el equipo
se adiciond el reductor, tomando este instante como to 0 tiempo de inicio de reaccion a
partir del cual se contabilizd el tiempo total registrando espectros en el rango de 210 a 510
nm cada 1 minuto. Cada condicion ensayada fue realizada por triplicado.
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Tabla VII.1 Cantidades empleadas en los ensayos de desempefio catalitico de los

catalizadores.

ENSAYO 1 2 3
VOL CAT (mL)? 0,003 0,03 0,05
MASA CAT (g) 1,5x10% | 1,5x105 | 2,6x10°
VOL NaBH, (mL)° 0,7 0,7 0,7
VOL p-NP (mL)e 0,5 0,5 0,5

VOL H,0 (mL) 1,797 1,77 1,75
R= 100 (M/RVO) 0,1 0,7 1,2

a- De la suspension producto de la redispersion a 10,00 mL de los
pellets descripta en el apartado VI.2.2

b- [NaBHy] = 0,02 M
c- [o-NP] = 5x10% M

a- Relacion porcentual molar entre el reactivo (p-nitrofenol) y e/
metal (moles metalicos colocados)

La concentracion inicial del p-NP fue seleccionada de manera que la lectura de
absorbancia de la banda de interés se encuentre dentro del rango de cuantificacion lineal.
Gracias al elevado coeficiente de absortividad molar que presenta el p-nitrofenolato a la
longitud de onda de trabajo (s‘g‘l‘}q%rl‘ = 18,4 mM~1cm™1), se pudo utilizar una concentracion
final del mismo de 8,3 x10° M en la mezcla de reaccion.

El agente reductor en todos los casos fue colocado en franco exceso, con un exceso
molar de reductor/o-NP de 56. Excesos mayores presentaron burbujeo vigoroso
dificultando las medidas espectroscopicas.

VII.2.3 Ensayos de Reutilizacion

Con el objetivo de estudiar la capacidad de reutilizacion de los catalizadores
obtenidos se disefiaron ensayos de reciclado de los mismos. Para este estudio se utilizaron
las cantidades detalladas en la tabla VII.1 para el ensayo N°3. Finalizada la reaccion llevada
a cabo como se describid anteriormente, se procedio a retirar 0,12 ml del sector superior
de la cubeta con el objetivo de adicionar a la misma 0,05 ml de p-nitrofenol (5x10°M) y 0,07
ml de NaBH4 (0,2M) manteniendo el volumen final constante. Este procedimiento se repitio
diez veces.
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VII.2.4 Caracterizacién de los catalizadores luego de la reaccién

Para posibilitar la recuperacion del catalizador post reaccion se disefid un ensayo
empleando una mayor cantidad del mismo en la mezcla de reaccion (0,3 ml; 0,0015 g) lo
cual implico una relacion (R) de 50, con el fin de contar con una cantidad de material que
permitiera su manipulacion durante el aislamiento y posterior caracterizacion. Los
bionanocatalizadores fueron sometidos al mismo numero de ciclos que en los ensayos de
reuso (10 ciclos). Finalizados los ciclos de reusos se separd el catalizador usado,
posteriormente se lo lavd por centrifugacion-redispersion. Por dltimo se resuspendieron en
agua Mill-Q para su posterior caracterizacion.

Con el objetivo de analizar posibles dafios o modificaciones en las estructuras
nanomeétricas de los catalizadores luego de su empleo en la reacciéon de reduccion acuosa
de p-nitrofenol, se estudiaron y compararon los catalizadores frescos y reutilizados
mediante microscopia TEM como se describid previamente para el analisis de dispersiones.

Ademas, con la finalidad de analizar si el empleo de los catalizadores impulsé
modificaciones en la estructura de los componentes del soporte, 0 si presentan indicios de
adsorcion de reactivos o productos de reaccion (envenenamiento del catalizador), se
obtuvieron los espectros FTIR empleando las condiciones descritas en los capitulos previos.

VII.3 RESULTADOS Y DISCUSION

El p-nitrofenol posee un maximo de absorcion en 317 nm que se ve desplazado
hacia 400 nm debido a la desprotonacion causada por la presencia del NaBH4 (pKapne=
7,16) el cual incrementa el pH de la solucion a un valor de aproximadamente 11. Luego de
anadir el reductor a la mezcla la coloracidon cambia de un amarillo palido a un amarillo
intenso caracteristico del p-nitrofenolato como se puede observar en la figura VII.1.
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Figura VII.1 Espectro de absorcion del p-nitrofenol (trazo discontinuo) y del p-nitrofenolato
(trazo continuo).

Al monitorear la reacciéon mediante espectroscopia UV-vis, se observa como
decrece la intensidad de la banda de absorcion a 400 nm conforme avanza la reaccion
debido al consumo del p-NP-, mientras que a 300 nm aumenta la banda de absorcién
asociada al producto de la reaccion (p-AP). El avance de la reaccion puede percibirse
también visualmente ya que al adicionar el catalizador a la mezcla reactiva, la coloracion
pierde intensidad en el tiempo hasta obtenerse una solucion incolora. Ambos fendmenos
pueden observarse en la imagen VII.2 y en las imagenes insertadas.

Como se puede observar en la figura VII.2, los espectros asociados al avance de la
reaccion presentan un punto isosbéstico localizado aproximadamente a 320 nm. Esto
indicaria que la reaccion procede sin intermediarios estables, encontrandose en la mezcla
de reaccion unicamente el p-NP y el p-AP.
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Figura VII.2 Evolucion del espectro de absorcion UV-vis en el tiempo conforme avanza la
reaccion de reduccion del p-nitrofenol. En las imagenes insertadas se muestra la
coloracién de la mezcla reactiva al inicio y al final de la reaccion.

VII.3.1 Desemperio catalitico de los bionanocatalizadores

En las figuras VIL.3 y VII.4 se presentan las curvas de conversion en funcion del
tiempo para los bionanocatalizadores denominados P/SLP/Pt5 'y P/SLP/Ag5,
respectivamente. Para cada catalizador se presentan las curvas de conversion obtenidas
al colocar distintas cantidades del mismo, expresando dicha cantidad como la relacion
molar porcentual entre el reactivo y el metal colocado (R%=M/RVO).

En las figuras insertadas dentro de las figuras VII.3 y VII.4 se presentan los graficos
para la linealizacion logaritmica, In(A/Ao) vs t, para cada catalizador en cada una de las
cantidades colocadas. Cabe destacar que tanto en las curvas de conversion como en los
graficos de In(A/Ao) vs t, se presentan los valores asociados a la media calculada entre las
repeticiones, sin la barra de error para mayor claridad visual. En todos los casos el grafico
In(A/Ao) vs t presentd una tendencia lineal para los primeros 10 minutos de reaccion,
confirmando la hipétesis inicial en la cual se considero a la velocidad de reaccion como de
pseudo-primer orden respecto al p-nitrofenol, debido al exceso de reductor colocado.
Mediante un ajuste de la tendencia lineal observada se calculo la constante de velocidad
aparente de cada ensayo (Kap) desde la pendiente de la recta. Empleando el valor de Kapp
calculado, y teniendo en cuenta los resultados obtenidos previamente en esta tesis para la
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dispersion metélica (D), el contenido metalico de los catalizadores, y otros parametros
como la concentracion de p-NP y el peso molecular del metal, se calculd TOF en cada caso.

En la tabla VII.2 se presentan los parametros obtenidos producto del analisis de la
performance catalitica (%C, Kapp Yy TOF) de todos los bionanocatalizadores para todas las
concentraciones de catalizador. Como se puede observar en las figuras VII.3 y VII.4, todos
los bionanocatalizadores ensayados resultaron activos y presentaron un buen desempeno
frente a la reduccion acuosa de p-nitrofenol, para todas las condiciones ensayadas. En
lineas generales, para los bionanocatalizadores de platino la constante aparente, Kapp, tomo
valores de entre 0,033 y 0,014 min”", mientras que para los bionanocatalizadores de plata
el valor se encontré entre 0,013y 0,14 min™'. La velocidad de reaccion aumenté conforme
se incremento la cantidad de catalizador utilizada en las reacciones, mientras que la maxima
conversion alcanzo valores entre el 90% y 100% en todos los casos. En adicion, el tiempo
requerido para alcanzar la maxima conversion lograda varid segun la cantidad de
catalizador colocada, siendo de aproximadamente 40, 80 y 120 minutos al colocar 0,1; 0,7
y 1,2 % M/RVO, para los catalizadores de platino. En el caso de los bionanocatalizadores
de plata dicho tiempo requerido varié entre 20, 30 y 40 para las cantidades mencionadas,
respectivamente. El valor del TOF representa, como se menciond anteriormente, el numero
de moléculas reactantes convertidas por minuto por ciclo catalitico para una determinada
condicion de reaccion. Para los catalizadores de platino este valor se encontro entre 208 y
839 min” aumentando conforme se incrementa la constante de velocidad aparente. En el
caso de los bionanocatalizadores de plata el valor del TOF fue de 95 a 1391 min™
manteniendo la tendencia vinculada a Kap, mencionada para los catalizadores de platino.
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Tabla VII.2 Actividad catalitica de los bionanocatalizadores en funcion de la cantidad de
catalizador colocada R%=M/RVO

R=100 (M/RVO) —

CATALIZADOR PARAMETROS | 0,1 0,7 1,2
Kapp(min'") 0,039+0,003 0,050+0,002 0,090+0,006
MBA/S1/Pt TOF (min") 335+21 433411 774+43
Conversion final (%) 95,3+2,9 96,5+0,6 94,1+0,4
Kapp(Min™) 0,033+0,007 0,044+0,001 0,086+0,009
MBA/S8/Pt TOF (min™) 208+36 277+6 536+46
Conversion final (%) 9842 99,1+0,5 99,5+0,4
Kapp(min™) 0,041+0,003 0,039+0,004 0,090+0,002
PU/S1/Pt TOF (min™) 29315 27923 64619
Conversion final (%) 98+1 99,8+0,2 99,93+0,05
Kapp(min™) 0,039+0,006 0,051+0,004 0,104+0,001
PU/S8/Pt TOF (min™") 316140 413126 83918
Conversion final (%) 99,86+0,06 99,95+0,05 98,7+0,9
Kapp(min™") 0,033+0,006 0,039+0,003 0,049+0,005
MBA/S1/Ag TOF (min™) 228+35 270+20 337+28
Conversion final (%) 98+0,3 97+2 96,9+0,3
Kapp(Min™) 0,048+0,005 0,041+0,006 0,14+0,03
MBA/S8/Ag TOF (min™) 461+40 389+47 13914200
Conversion final (%) 97+1 97+3 95+2
Kapp(Min™) 0,013+0,006 0,022+0,002 0,06+0,01
PU/S1/Ag TOF (min™) 95+36 164+10 434+85
Conversion final (%) 90,4+0,8 98+1 98,0+0,4
Kapp(Min™) 0,035+0,006 0,068+0,007 0,098+0,005
PU/S8/Ag TOF (min™") 256+37 493+44 707427
Conversion final (%) 99,0+0,6 97,140,8 98+1
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En el caso de los catalizadores de platino, considerando el comportamiento

catalitico de los sistemas MBA/S/Pt5 (Figura VIl graficos Ay B), se observa un incremento
gradual de la Kap (con la consiguiente disminucion del tiempo en el cual se alcanza la
maxima conversion) en acuerdo con el aumento de la concentracion del catalizador. Sin
embargo, los catalizadores analogos PU/S/Pt5 (Figura VII graficos C y D) presentan un
comportamiento similar para las concentraciones de catalizador mas bajas en término de
estas variables. Contrariamente, en los catalizadores de plata con soportes de naturaleza
acrilica, se observa una menor diferencia en la performance al variar la concentracion de
catalizador, a diferencia de lo que ocurre en sus contrapartes soportadas sobre poliuretano,
para las que se observé un incremento de Kapp ¥ Una disminucion del tiempo al cual se
alcanza la maxima conversion al aumentar la concentracion del catalizador. No obstante,
para los catalizadores de ambos metales, al emplear un 1,2 % M/RVO se lograron mayores

velocidades iniciales de reaccion en la conversion del p-nitrofenol.
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Figura VII.3 Curvas de conversion y de In(A/A0) vs t para los catalizadores de platino,

MBA/S1/Pt (A), MBA/S8/Pt (B), PU/S1/Pt (C), PU/S8/Pt (D). Se presenta el valor de la
media observada de los triplicados omitiendo la barra de error para mayor claridad visual
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Figura VII.4 Curvas de conversion y In(A/AQ) vs t para los catalizadores de plata,

MBA/S1/Ag (A), MBA/S8/Ag (B), PU/S1/Ag (C), PU/S8/Ag (D). Se presenta el valor de la
media observada de los triplicados omitiendo la barra de error para mayor claridad visual.
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En la figura VII.5 se presenta un grafico comparativo de la dispersion metélica, el
tamanfo de las particulas y las constante de velocidad aparente calculadas para la reaccion

llevada a cabo con la relacion porcentual metal/reactivo de 1,2 para los distintos
catalizadores ensayados. Como se puede observar, para los bionanocatalizadores de
platino, se presenta poca diferencia en la constante de velocidad aparente conforme varia
el soporte. Sin embargo, en el caso de los catalizadores de plata, para tamarnos de particula
practicamente idénticos e iguales dispersiones metalicas, la velocidad aparente es mucho
mayor en el caso de los soportes obtenidos empleando S8. Esto sugiere que la velocidad
de reaccidon no depende unicamente de las caracteristicas morfologicas de las particulas
metalicas, sino también de las particularidades del soporte, particularmente de la SLP.
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Figura VII.5 Comparacion de la velocidad aparente de reaccion, colocando 1,2% M/RVO,
de los distintos catalizadores desarrollados. Junto a las barras y su error, se presenta el
tamano promedio de nanoparticula y la dispersion metélica del catalizador.

En la figura VII.6 se presenta el grafico comparativo del TOF para todos los sistemas
cataliticos ensayados colocando un 1,2% de metal respecto al reactivo, junto a los tamarfos
de particula y la dispersion metalica. En el caso de los bionanocatalizadores de platino no
se observé una tendencia clara de los valores de TOF en relacion a los soportes empleados.
No obstante, nuevamente en los nanobiocatalizdores de plata se observd una excelente
performance catalitica en términos de TOF, y en acuerdo con lo discutido anteriormente
sobre la Kapp, Se observan diferencias importantes segun la SLP utilizada en el soporte
(P/S8). Esto reafirma que la naturaleza de este tipo de soportes no solo juega un papel
fundamental dirigiendo la sintesis de las nanoparticulas metalicas, sino también impartiendo
caracteristicas unicas en su desempefio catalitico.
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Figura VII.6 Comparacion del TOF al colocar 1,2% M/RVO, de los distintos catalizadores
desarrollados. Junto a las barras y su error, se presenta el tamafo promedio de
nanoparticula y la dispersion metalica del catalizador.

El desemperio catalitico observado, especificamente en término de la velocidad de
reaccion resulta comparable con los valores mas altos reportados previamente para
sistemas metalicos soportados. En la figura VII.7 se presentan los valores de Kap, Obtenidos
en distintos trabajos empleando nanoparticulas metalicas soportadas y llevando a cabo la
reaccion de reduccion de p-nitrofenol en condiciones similares a las empleadas en este
trabajo. Como se puede observar, la velocidad de reaccion lograda con los catalizadores
obtenidos (presentada en color gris para el platino y bordo para la plata) resultd similar e
incluso mayor a la reportada para diversos sistemas, tanto en el caso del platino como en
el de la plata. Si bien, como se mencion6 en el apartado VII.1.1, los analisis comparativos
entre distintos catalizadores resultan mas acertados al emplear el TOF como parametro
descriptivo de la capacidad catalitica, en la mayor parte de los trabajos empleados como
referencia no se encontré reportado el valor de dicho parametro por lo que se utilizo la
constante de velocidad aparente para realizar el analisis comparativo.
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Figura VI.7 Comparacion de la velocidad de reaccion aparente para la reaccion de
reduccion de p-nitrofenol acuosa, catalizada con metales reportadas previamente. Los
datos sefialados en color gris y rojo corresponden a los valores obtenidos en este trabajo
para los catalizadores de platino y plata respectivamente.

VII.3.2 Ensayos de reutilizacion

La posibilidad de utilizar los catalizadores desarrollados en sucesivos ciclos de
reaccion con un desempefio aceptable en cada uno de ellos es de gran importancia dadas
las ventajas econdmicas y ambientales. Las condiciones de reaccion empleadas para los
ensayos de reutilizacion fueron las descriptas en la seccion VII.2.2 y la relacion
metal/reactivo seleccionada para ensayar la reutilizacion fue de 1,2%.

En la figura VII.8 se presentan las curvas de conversion obtenidas en los ciclos de
reutilizacion numero 1,3 5, 7y 10 para los bionanocatalizadores de platino. Sibien se realizd
un total de 10 ciclos, se presentan Unicamente las curvas mencionadas para una mejor
visualizacion de la conducta.

En el caso del bionanocatalizador denominado PU/S1/Pt5, se observa una caida
pequena en la actividad catalitica conforme aumentan los ciclos de reuso, comenzando con
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una conversion final del 98% vy finalizando luego de 10 usos con una conversion del 95%.
Respecto a la constante de velocidad aparente se observa una disminucion mayor a la
observada para la conversion, como puede apreciarse en la figura VII.9. , en el primer uso
la Kapp fue de 0,1 min™ mientras que en el uso N°10 la misma resultdé ser 0,07 min™
(representando una caida del 31% aproximadamente). Por otro lado, el catalizador
PU/S8/Pt presentd mayores caidas en la actividad catalitica respecto al catalizador
mencionado previamente, como puede observarse en la figura VIL.7. En este caso la
conversion inicia siendo del 99% y en el 10™ uso la misma disminuy6 a un 78%. Respecto
al comportamiento de la velocidad aparente de reaccion, en el primer uso la constante de
velocidad fue de 0,1 min™ disminuyendo a 0,07 min” luego de 10 usos (representando una
caida del 33%). Ambos catalizadores presentaron una similar disminucion de la velocidad
aparente de reaccion con el aumento del numero de ciclos de reuso, mientras que el
catalizador de platino soportado sobre PU/S8 presenté una mayor pérdida de la actividad
catalitica al concluir el 10™ uso. Para ambos catalizadores la disminucion de la velocidad
de reaccion comienza a darse en el uso numero 8, al igual que la caida de actividad
catalitica para PU/S8/Pt, por lo que (despreciando efectos asociados a la pérdida de masa)
podria estimarse que en este uso comenzaria a darse una desactivacion del catalizador
(parcial) probablemente asociada a la adsorcion de p-nitrofenol y/o p-aminofenol.

Un analisis similar sobre el desempefno de reutilizacion puede hacerse sobre los
bionanocatalizadores con soportes de naturaleza acrilica. En los cuales se observa una
mayor caida en la conversion entre el primer y el Ultimo uso en el caso del soporte
conteniendo la proteina S8, iniciando con una conversion del 97% vy finalizando con una de
aproximadamente 76%. Para el catalizador cuyo soporte contiene S1 la conversion inicia
siendo del 95% vy finaliza el 10™ ciclo con una conversion del 87%. Respecto a la variacion
de la Kapp. Para ambos soportes la Kap, decrece desde 0,09 a 0,06 min™ entre el primer y
el décimo uso (una caida de aproximadamente 33%). Al igual que para los soportes de
naturaleza poliuretanica, la marcada disminucion en la constante de velocidad aparente
comienza a observarse a partir del 8*° uso.
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Figura VII.8 Reutilizacion de los catalizadores de platino, MBA/S1/Pt (A), MBA/S8/Pt (B),

PU/S1/Pt (C), y PU/S8/Pt (D). Constante de velocidad aparente frente a la reutilizacion de

los catalizadores de platino, MBA/SLP/Pt (E) y PU/SLP/Pt (F).
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De igual forma, se analizo la capacidad de reutilizacion de los catalizadores de plata
obteniéndose las curvas presentada en la figura VI.9. Nuevamente, se presentan curvas
seleccionadas (ciclos numero 1,3 5, 7 y 10) para permitir una correcta visualizacion de la
conducta.

En el caso de los catalizadores de plata la disminucién en la velocidad aparente se
da desde el primer ciclo de reuso (es decir, en el uso N°2) y la magnitud del decaimiento
resultd mayor respecto a sus analogos de platino. El catalizador PU/S1/Ag comienza el
primer uso con un 98% de conversion y finaliza el 10™ uso con un 79% de conversion, por
su parte, la constante de velocidad aparente pasa de tener un valor de 0,06 a 0,03 min™’
entre el primer y el décimo uso, respectivamente (representando una caida del 47%). En el
catalizador PU/S8/Ag se observa una menor pérdida de la actividad catalitica pasando de
convertir un 98% a un 90% luego de 10 usos, mientras que la constante de velocidad
aparente disminuye desde un valor inicial de 0,1 a 0,03 (representando una caida del
72,5%), destacando en este caso que este sistema mantuvo su actividad hasta el 8vo uso.
Por otro lado, los bionanocatalizadores con soportes de naturaleza acrilica presentaron una
conducta de reutilizacion diferente segun la proteina presente en el soporte. En el caso del
soporte MBA/S1 se observa una menor caida en la Kapp al transcurrir los 10 usos, iniciando
en un valor de 0,05 y finalizando en 0,03 min™" (una disminucion del 40%). Al analizar el
catalizador soportado sobre MBA/S8 se observa una disminucion mas marcada,
comenzando con una Ky, de 0,1 para el primer ciclo y finalizando el 10™ ciclo con una de
0,02 min” (una caida del 80%). Respecto a la conversion se observa la misma tendencia,
donde en el catalizador con soporte MBA/S1 muestra una caida de la conversion desde un
valor inicial del 90% hasta un 74%, mientras que en el caso del soporte MBA/SS8 la
diminucién se da desde un valor de 94% hasta un 63%.
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Figura VII.9 Reutilizacion de los catalizadores de plata, MBA/S1/Ag (A), MBA/S8/Ag (B),
PU/S1/Ag (C), y PU/S8/Ag (D). Constante de velocidad aparente frente a la reutilizacion de
los catalizadores de plata, MBA/SLP/Ag (E) y PU/SLP/Ag (F).
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En lineas generales, todos los bionanocatalizadores desarrollados continuaron
presentando un buen desempenfio catalitico luego de 10 ciclos de uso en las condiciones
utilizadas en el estudio. Globalmente, se observo una mejor performance de reuso para los
catalizadores de platino (en términos de la conversion y Kappe luego de los usos) respecto a
los de plata. En el caso de los catalizadores de platino, la caida en la constante de velocidad
aparente comenzo6 a manifestarse a partir del 8*° ciclo de uso, mientras que en el caso de
los catalizadores de plata esta disminucion comenzé a apreciarse en ciclos anteriores. Esto
podria deberse a que, la plata por ser un metal mas faciimente oxidable que el platino,
pierda sitios activos conforme se realizan los ciclos de reuso debido a oxidacion y/o
lixiviacion.

Producto del andlisis de la performance catalitica de los bionanocatalizadores
desarrollados se puede proponer la existencia de una influencia del soporte en la conducta
catalitica frente a la reaccion de reduccion acuosa de p-nitrofenol. Este efecto se manifestod
claramente en los catalizadores de plata, mientras que en los de platino no se observo en
tal magnitud. En forma general, todos los catalizadores desarrollados presentaron una muy
buena performance catalitica frente a la reaccion de reduccion estudiada, analizando el
desempefio tanto en términos de la constante de velocidad aparente, como del TOF.

VII.3.3 Caracterizacion de los catalizadores reutilizados

Con la finalidad de realizar una caracterizacion estructural de los catalizadores
luego de su empleo en la reaccién, se realizd6 un ensayo con una mayor cantidad de
catalizador (R%=50) tal que se posibilitara su recuperacion. Las curvas de conversion y los
resultados del analisis sobre las Kape para los catalizadores de platino y plata en estas
condiciones se presentan en el Anexo IV.

VII.3.3.1 Microscopia electronica de Transmision (TEM)

En las imagenes VI.1 y VI.2 se presentan las imagenes TEM de los
bionanocatalizadores reutilizados y sus correspondientes histogramas (tamano de MNPs),
para los catalizadores de plata y platino, respectivamente.

En las imagenes puede verse que, en todos los catalizadores (tanto de platino como
de plata), se observé la misma morfologia descrita para los catalizadores frescos. De esta
manera, podria inferirse en que la morfologia de los sistemas (nanoestructura strawberry) y
de las nanoparticulas no ha sufrido mayores alteraciones luego de la reutilizacion de los
catalizadores. No obstante, se pudo apreciar en algunos casos la presencia de agregados
de nanoparticulas (imagen insertada en la Imagen VII.1A).
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Imagen VII.1 Imagenes TEM (izquierda) e histogramas de distribucién de tamano de las
nanoparticulas (derecha) de los sistemas conteniendo nanoparticulas de Plata luego de ser
utilizados como catalizadores en la reaccion de estudio: (A) PU/S1/Pt5, (B) PU/S8/Ag5
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Imagen VII.2 Imagenes TEM (izquierda) e histogramas de distribucion de tamano de las
nanoparticulas (derecha) de los sistemas conteniendo nanoparticulas de platino luego de ser
utilizados como catalizadores en la reaccion de estudio: (A) MBA/S1/Pt5, (B) MBA/S8/Pt5,
(C) PU/S1/Pt5, (D) PU/S8/PtS
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A partir de las imagenes se determind el tamarno de las nanoparticulas metalicas
que se presentan en la VIL.3, junto al mismo parametros pertenecientes a los catalizadores
frescos.

Tabla VII.3 Tamano, dispersion y cambio en el tamafio de las nanoparticulas metélicas
presentes en los nanocatalizadores utilizados.

C AT dn, fresco dn, usado

(nm) (nm) I Pfresco I Pusado

MBA/S1/Pt5 | 2,97 4,03 | 1,17 | 1,23

MBA/S8/Pt5 | 2,81 509 | 1,15 | 1,43

PU/S1/Pt5 3,96 544 | 1,10 | 1,28

PU/S8/Pt5 3,91 4,61 1,10 | 1,33

PU/S1/Ag5 7,88 8,62 | 1,12 | 1,28

PU/S8/Ag5 8,06 | 18,93 | 1,22 | 1,13

MBYS/Pt MBYSSP PUS/R PUSSR  PYSl/Ag

Figura VII.10 Cambio relativo de tamafo de las nanoparticulas luego del empleo de los
sistemas como catalizadores en la reaccion de reduccion de p-nitrofenol. Tamario inicial

(relleno continuo), tamario final (relleno con textura) y cambio relativo porcentual.

En todos los casos las nanoparticulas metalicas experimentaron un aumento de
tamano respecto a los sistemas sin ser utilizados en la reaccion. Como se puede observar
en la figura VII.10, el cambio de tamano relativo en los distintos sistemas no sigue una
tendencia. Es notoria la diferencia en el cambio de tamario sufrido por las nanoparticulas
de plata soportadas sobre el sistema PU/S8, las cuales ya poseian inicialmente un tamarno
muy superior al resto de los sistemas y luego de la reaccion presentaron el mayor aumento.
No obstante, el tamano de las particulas luego de los ciclos de reuso sigue siendo adecuado
para su empleo en catalisis.

Los bionanocatalizadores con soportes de naturaleza poliuretanica fueron ademas
analizados en el modo HR-TEM para profundizar el estudio estructural. En la imagen VII.3
se presentan las imagenes HR-TEM de los bionanocatalizadores PU/SLP/M, y en las
imagenes insertadas se muestra la transformada rapida de Fourier para las particulas
observadas (para el catalizador denominado PU/S8/Ag5 se presenta también el patron de
difraccion). Como se puede observar en la imagen VII.3 se lograron identificar particulas
con planos cristalinos, confirmando que luego de su empleo como catalizadores en la
reaccion de estudio, la naturaleza cristalina de las nanoparticulas observadas se mantiene,
con distancias interplanares correspondiente al plano {111} para ambos metales. Para el
sistema PU/S8/Ag5 logro obtenerse el patrén de difraccion de area seleccionada (SAED)
confirmando nuevamente la naturaleza policristalina de nanoparticulas metalicas, como se
puede ver en la imagen VII.3. Los resultados se corresponden con lo observado para los



Capitulo VII: Estudio de la performance catalitica: Reduccién de p-nitrofenol ‘ 178

catalizadores frescos, confirmando que los bionanocatalizadores preparados no presentan
cambios drasticos con posterioridad a su empleo.

Imagen VII.3 Imagenes HR-TEM, transformada réapida de Fourier (insertadas) y patrones de
difraccion de area seleccionada de los bionanocatalizadores luego de ser empleados en la reaccion
de estudio: (A) PU/S1/Pt5, (B) PU/S8/Pt5 (C) PU/S1/Ag5, (D) PU/S8/Ag5

VII.3.3.2 Espectroscopia Infrarroja por transformada de Fourier
(FTIR)

Los sistemas seleccionadas para realizar el analisis FTIR luego de la utilizacion de
los bionanocatalizadores fueron los denominados MBA/SLP/Pt. Esta eleccion se debe a que
los espectros de los soportes de naturaleza poliuretanica poseen una elevada complejidad,
particularmente en la zona de las bandas analizadas.
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En las figuras VIL.11 y VII.12 se presentan los espectros FTIR obtenidos para los
sistemas MBA/SLP/Pt5 luego de ser reutilizados. En el mismo grafico se presentan los
espectros del soporte (MBA/SLP) y de los catalizadores frescos para comparacion.
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Figura VII.11 Espectros FTIR obtenidos para los sistemas MBA/S1 Pt 5%, Il. Ampliacién en la
zona de las bandas caracteristicas de las proteinas (A) MBA/S1/Pt5 luego del empleo en la
reaccion de reduccion, (B) MBA/S1/Pt5 (C) MBA/S1, soporte empleado como referencia

En la tabla VIl.4 se resume la asignacion de las principales bandas analizadas, sin
tener en cuenta aquellas que fueron previamente asignadas y estudiadas, con el objetivo
de identificar las diferencias entre los espectros de los sistemas previo y post ser empleados
como catalizadores en la reaccion de estudio. En ambos catalizadores se encontraron
bandas que evidencian la presencia del producto de reaccion (p-aminofenol), como es el
caso del estiramiento simétrico del enlace N-H a los 3350 cm™ (vN-H) y el respectivo
estiramiento asimétrico identificado a los 3500 cm™'. En sumatoria se observan las bandas
asociadas a la torsion dentro y fuera del plano del grupo NH. (§H-N-H) localizadas en los
1560 y 825 cm™ respectivamente. Por otro lado se identificd una banda asociada al p-
nitrofenol , puntualmente al estiramiento simétrico del grupo nitro (vN=0) a los 1340 cm™.
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Figura VII.12 Espectros FTIR obtenidos para los sistemas MBA/S8 Pt5, Il. Ampliacion en la
zona de las bandas caracteristicas de las proteinas (A) MBA/S8/Pt5 luego del empleo en la
reaccion de reduccion, (B) MBA/S8/Pt5, (C) MBA/S8, soporte empleado como referencia

Tabla VII.4. Asignacion de las principales bandas de absorcion en la region infrarroja de los
catalizadores utilizados en la reaccion de reduccion del p-nitrofenol

Ndmero de GRUPO

onda (om”) | FUNCIONAL MODO VIBRACIONAL - COMPUESTO

3500 NH> VasN-H p~aminofenol
3355-3350 NH> vsN-H p~aminofenol
1565-1560 NH, 6H-N-H (en el plano) p~aminofenol
1344-1340 NO, vsN=0 p-nitrofenol
1255-1250 NH, vAr-N p~aminofenol

835-825 NH, 6H-N-H (fuera del plano) | p-aminofenol
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VIl.4 CONCLUSIONES PARCIALES

Los sistemas nanocompuestos desarrollados actuaron como catalizadores activos
frente a la reduccion de p-nitrofenol con NaBH4 en medio acuoso en condiciones suaves,
mostrando un excelente desempefio catalitico.

Todos los catalizadores permitieron alcanzar conversiones de entre el 90 y 100%.
La constante de velocidad aparente para los catalizadores de platino varié entre 0,033 y
0,14 min™', mientras que en el caso de los de plata los valores de Kap, fueron de entre 0,013
a 0,14 min”", en funcion de la cantidad de catalizador empleada.

En los bionanocatalizadores de platino no se observo una influencia de la naturaleza
del soporte sobre el desempefio catalitico.

Los bionanocatalizadores de plata obtenidos sobre soportes basados en la SLP S8
se comportaron de manera mas eficiente en términos de Kap, Y TOF que sus contrapartes
basadas en S1. Esta observacion sugiere que el soporte ejerce una influencia sobre el
desempeno catalitico.

Todos los catalizadores lograron ser reutilizados con éxito en al menos 10 ciclos. En
general, aunque con particularidades, para todos los catalizadores se observé algun grado
de disminucion de la Kapp Yy C% de la reaccion sin llegar a observar la pérdida total de la
actividad catalitica. Ademas, los hanocatalizadores reutilizados mantuvieron caracteristicas
morfoldgicas similares a los catalizadores frescos, con evidencia de un aumento del tamano
de las particulas metélicas.
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VIIl. CONCLUSIONES GENERALES Y PERSPECTIVAS
A FUTURO

VIIl.1 CONCLUSIONES GENERALES

En este trabajo de tesis doctoral se logré disefar y obtener un sistema combinado
particula polimérica/proteinas de capa-S aisladas de Lactobacillus kefiri que posibilité la
sintesis y estabilizacibn de nanoparticulas de plata y platino soportadas. Estos
bionanomateriales compuestos se comportaron como bionanocatalizadores con muy
buena performance catalitica frente a la reaccién de reduccién de p-nitrofenol siendo
capaces de ser reutilizados en hasta diez ciclos.

O

El soporte propuesto (particula polimérica/SLP) ofrecid estabilizacion e
inmovilizacion a las nanoparticulas metalicas.

Las SLP soportadas sobre particulas poliméricas no perdieron su capacidad de
dirigir y orientar la sintesis de nanoparticulas metalicas que presentan en
suspension. En este sentido, las particulas poliméricas (poliuretanicas o acrilicas)
con densidad de carga superficial negativa y conteniendo grupos carboxilicos,
ofrecieron superficies de anclaje preferidas para estas SLP sin afectar su
organizacion.

La composicion del soporte (combinacion particulas poliméricas/SLP) influye en el
desempeno catalitico de los nanobiocatalizadores dependiendo del metal
empleado.



Conclusiones Generales y Perspectivas a Futuro | 184

VIIIl.2 PERSPECTIVAS A FUTURO

Concluida esta etapa de estudio sobre los sistemas desarrollados y su aplicacion
catalitica se proyecta continuar evaluando algunos aspectos complementarios a los
previamente presentados.

En este sentido se planea:
o Extender el estudio del proceso de adsorcion y autoensamblaje de proteinas de

capa-S sobre superficies con diferentes caracteristicas.

o Extender y escalar la aplicacion de los bionanocatalizadores desarrollados
testeandolos en término de actividad y/o selectividad frente a otras reacciones de
reduccion con diversas implicancias
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ANEXOS
ANEXO [: Analisis de proteinas mediante espectroscopia infrarroja

La espectroscopia infrarroja es uno de los métodos clasicos para la determinacion
de la estructura de moléculas pequefias debido a su sensibilidad por la composicion
quimica y la arquitectura de las moléculas. Esto convirtié a la espectroscopia infrarroja en
una valiosa herramienta para la investigacion de la estructura de las proteinas,
principalmente al analisis del plegamiento y desplegamiento. La riqueza de informacion
obtenida por esta técnica se puede explotar incluso para sistemas bioldgicos mas grandes
que las proteinas, por ejemplo la identificacion de cepas bacterianas mediante el analisis
FTIR [Barth, 2007]. Entre las ventajas del analisis por FTIR se encuentra que puede
realizarse aun en muestras con alta dispersion de luz visible, como las suspensiones de
particulas poliméricas por lo que es la técnica mas elegida para monitorear la interaccion
de proteinas con sistemas dispersantes [Wittemann et al., 2004].

La absorcion de radiacion electromagnética por parte de las proteinas proviene de
dos grandes interacciones: la absorcion de las cadenas laterales de los aminoacidos v la
absorcion a cargo de la estructura peptidica (primaria). Respecto a la primera de las
contribuciones, légicamente habra una dependencia en funcion de la naturaleza de los
residuos presentes en la proteina. La informacion obtenida producto de este analisis suele
ser empleada para estudiar cambios de estructura ante modificaciones en el entorno, como
el pH (protonacion-desprotonacion de los residuos), la coordinacion con algunos cationes
y los enlaces por puente de hidrogeno establecidos.

Respecto a la segunda contribucion, producto de la interaccion de la estructura
peptidica con la radiacion se generan cinco bandas a destacar por su rol en la interpretacion
de la estructura secundaria de las proteinas.

o Vibracion NH (zona: 3300-3070 cm™): Amida Ay amida B

La vibracion de estiramiento N-H da lugar a la banda amida A entre 3310 y 3270 cm™".
Como esta banda se debe exclusivamente al grupo -NH resulta insensible a la conformacion
de la proteina. Su frecuencia depende de la fuerza del enlace de hidrogeno. La amida A
suele ser parte de una doble de resonancia de Fermi con el sequndo componente que
absorbe débilmente entre 3100 y 3030 cm™ y conforma la denominada amida B.

o Amidal: 1650 cm™’

La vibracion de la banda amida |, que absorbe cerca de los 1650 cm™, surge
principalmente de la vibracion de estiramiento C=0O con contribuciones menores de la
vibracion de estiramiento C-N fuera del plano, la deformacion C-C-N vy la flexion en plano
NH. En las proteinas, la medida en que las diversas coordenadas internas (componentes)
contribuyen al modo normal de amida | depende de la estructura de la secuencia peptidica.
La vibracion amida | se ve minimamente afectada por la naturaleza de la cadena lateral, la
dependencia mas fuerte de esta vibracion es con la estructura secundaria y es, por lo tanto,
la vibracion de amida que se usa mas comunmente para el andlisis de ésta.
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o Amida ll: 1550 cm’

El modo vibracional denominado amida Il resulta como combinacion del
estiramiento N-H en el plano y la vibracion de estiramiento C-N con menor contribucion del
estiramiento C-O en el plano y los estiramientos C-C y N-C

Como la banda Amida |, la Amida |l apenas se ve afectada por las vibraciones de la
cadena lateral. Sin embargo, la gran diferencia entre ambas es que la correlacion entre la
estructura secundaria de la proteina y la frecuencia es menos sencilla que para la vibracion
amida |. No obstante, proporciona valiosa informacion estructural y, de ser necesario, la
prediccion de la estructura secundaria se puede hacer empleando Unicamente la amida Il

o Amida lll: 1400-1200 cm”

El modo Amida lll se origina en la combinacion de la flexion N-H en el plano y el
estiramiento C-N con pequenas contribuciones de la flexion C-O en el plano y la vibracion
C-C. En polipéptidos, la composicion de este modo es mas complejo, ya que depende de
la estructura de la cadena lateral y también dado que la flexion N-H contribuye a varios
modos en la region de 1400-1200 cm™. A pesar de las contribuciones de la cadena lateral
a la banda amida lll, este modo se puede utilizar también para la prediccion de la estructura
secundaria.

En este trabajo se utilizd, principalmente, la informacion estructural ofrecida por la
banda amida | por lo que se ampliara sobre la conducta de dicha sefal.

El mecanismo fundamental que hace que la vibracion amida | sea sensible a la
estructura secundaria es el acoplamiento del dipolo de transicion (TDC). Esta es una
interaccion de resonancia dada entre los dipolos oscilantes de los grupos amida vecinos y
el acoplamiento depende de su orientacion relativa y su distancia. El acoplamiento sera mas
fuerte cuando los osciladores vibren con la misma frecuencia. Por otro lado, los efectos del
establecimiento de enlaces puente de hidrégeno se han examinado computacionalmente
en calculos ab initioy experimentalmente, encontrandose que cada uno de los dos posibles
enlaces de hidrégeno al grupo C=0 reduce la frecuencia de la amida len20a 30 cm 'y
un enlace de hidrogeno ligado al grupo -NH la reduce en 10 a 20 cm™. Los cambios se
vuelven mas bruscos cuando se emplea un modelo continuo para el agua y se la incluye en
los calculos [Torii et al., 1998; Mennucci & Martinez, 2005]. Como consecuencia de ambas
contribuciones la posicion y la forma de la banda Amida | depende fuertemente de la
estructura secundaria de la proteina y debido a esto en los ultimos afos se han desarrollado
diversas técnicas para obtener, de este modo vibracional, la mayor cantidad de informacion
estructural como sea posible.

La sensibilidad de la vibracién amida | con la estructura secundaria es tal que
permite estudiar el plegado, el despliegue y la agregacion de las proteinas a través de la
espectroscopia en el infrarrojo [Barth, 2007].

Mientras que la proteina plegada nativa exhibe una banda amida | con clara
estructura fina, la proteina desplegada muestra una banda amida | amplia y sin rasgos
centrada cerca de los 1650 cm™, que es caracteristica de una estructura desordenada. En
adicion, los agregados de proteina suelen presentar una banda cerca o por debajo de los
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1620 cm™ propia de la contribucion de los puentes de hidrégeno de las laminas f
intermoleculares [Surewicz et al., 1990]. En este sentido, cabe destacar que se ha
reportado la formacion de agregados irreversibles y la conversion de la estructura
secundaria hacia laminas 3 como procesos que ocurren en simultdneo. Por este motivo se
ha sugerido que el aumento de la contribucion de las laminas 3 en la estructura secundaria
de las proteinas es un paso necesario durante la nucleacion y el alargamiento (etapas
iniciales del proceso de agregacion) [Frieden, 2007].

En lineas generales, la contribucion de cada tipo de sub-estructura secundaria a la
banda amida | se vincula a los puente de hidrégeno establecidos. En la estructura $-plegada
estos son mas fuertes y se encuentran entre los 1640-1630 cm™ mientras que los
relacionados con las estructuras a-hélice son mas débiles por ser enlaces mas largos y su
absorcion se da a mayor nimero de onda en los 1660-1648 cm™. La absorcion por encima
de 1670 cm™ est& asociada a los giros en los cuales el estiramiento del grupo carbonilo
sucede en el interior de la proteina modificando su frecuencia.

Los dos enfoques mas comunmente usados para determinar la estructura
secundaria a partir de un espectro infrarrojo son:

I.  Elajuste de la banda amida | en sus bandas sub-componentes principales después
de identificar cada posicion con técnicas de estrechamiento de banda como la
derivada segunda, en lo que se conoce como la autodeconvolucion Fourier del
espectro (FSD).

II.  Descomponer la banda de amida | en base a espectros que se han calculado a
partir de un conjunto espectros obtenidos para proteinas de calibracion cuya con
estructura secundaria es perfectamente conocida y tipicamente determinada por
rayos X en su forma cristalina.

En este trabajo se emplea el método mencionado en primer lugar con el cual se
logran buenas predicciones al clasificar los componentes de la banda en: a-hélice, lamina
B, B-giros y estructuras irregulares, técnica que tiene un error aproximado en la prediccion
del 7% luego del correcto pre-tratamiento del espectro [Barth, 2007]. En este trabajo se
optd por no distinguir entre las conformaciones 3, unificandolas bajo la denominacion
lamina B, tanto a las B-paralelas como a las B-antiparalelas.

El algoritmo usado para la deconvolucion de las bandas fue descripto inicialmente
por Kauppinen y col. (1981) en el cual se parte de la asuncion de la forma Lorentziana de
la banda original irresuelta. Mas tarde Byler & Susi (1986) descubrieron que se obtenian
resultados muy similares, con la necesidad de cumplir algunos requisitos matematicos
menos, al realizar el ajuste empleando una funcion Gaussiana. En este trabajo se optd por
la segunda técnica de ajuste.
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ANEXO II: Andlisis de la permanencia en suspension de los
polimeros y las proteinas

Con el objetivo de optimizar la velocidad de centrifugacién a emplear en el proceso
de purificacion de los sistemas polimero/proteina se ensayd el comportamiento de
sedimentacion frente a distintos tiempos y velocidades de centrifugacion (V). La
concentracion de las soluciones empleadas en el ensayo fue idéntica a la que presenta
cada componente en la combinacion.

Tabla Anexo Il Conducta frente a la centrifugacion

POL/PROT Tiempo V:2000 V:4000 V:6000 V:8000 V:10000 V:12500
(min) rpm rpm rpm rpm rpm rpm
5 X X X X X X
MB 15 X X X X X v
30 X v v v v v
5 X X X X X X
MBH 15 X X X X v v
30 X v v v v v
5 X X X X X X
MBA 15 X X X v v v
30 X v v v v v
5 X X X X X X
PU 15 X X X v v v
30 X v v v v v
5 X X X X X X
83111 15 X X X X X X
30 X X X X X X
5 X X X X X X
8348 15 X X X X X X
30 X X X X X X

x: Sin evidencia de sedimentacion, v: Sedimentacion visible
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ANEXO llI: Analisis estadistico de los modelos de adsorcioén

Seleccion del mejor modelo

Una vez obtenido el ajuste no lineales para cada modelo, la comparacion de la
bondad de ajuste entre los cuatro modelos se llevo a cabo analizando los valores obtenidos

para los parametros presentados en la seccion V.3.1.

Tabla Anexo lll.1 Comparacion de la bondad de ajuste de los modelos analizados.

POL/PROT MODELO r? RSS x? ARE
Langmuir 0,8981 2,69x10%  5,39x10% 0,0642
MB/S1 Freundlich 0,8777 3,23x10%  6,47x10%  0,0681
Langmuir-Freundlich  0,9897 = 2,18x10% = 5,45x10°7 = 0,0245
Temkin 0,8951  2,77x10% = 555x10%  0,0646
Langmuir 0,8039 3,28x10%  6,57x10%  0,0589
Freundlich 0,8617 @ 4,28x10%  8,56x10 0,0670
ME/S8 Langmuir-Freundlich = 0,9647 = 8,73x10% = 2,18x10°%  0,0209
Temkin 0,8820 = 3,65x10% = 7,30x10°% = 0,0613
Langmuir 0,8294 2,56x10%  5,12x10% | 0,0726
MBH/S1 Freundlich 0,7888 3,17x10%° | 6,33x10%  0,0809
Langmuir-Freundlich  0,9645 = 4,26x10%  1,06x10%  0,0271
Temkin 0,8183 2,73x10%  545x10%  0,0743
Langmuir 0,9291 7,28x10™ 1,46x10%4 0,0542
MBH/S8 Freundlich 0,9210 @ 8,11x10% 1,62x10%4 0,0569
Langmuir-Freundlich = 0,9704 = 2,43x10%  6,07x10°%  0,0301
Temkin 0,9282  7.36x10% = 1,47x10%  0,0544
Langmuir 0,7557 3,19x10° 6,37x100 0,0644
MBA/S Freundlich 0,6860 4,10x10 8,19x10% 0,0727
Langmuir-Freundlich  0,9914 = 8,99x10% = 2,25x10°%  0,0105
Temkin 0,7198  3.66x10%  7,31x10%  0,0689
Langmuir 0,8376 1,00x10%  2,00x10%  0,0698
MBA/SS Freundlich 0,7985 1,24x10% = 2,49x10%  0,0783
Langmuir-Freundlich  0,9658 = 1,69x10% = 4,22x10%  0,0263
Temkin 0,8254  1,08x10% = 2,15x10°0 = 0,0720
Langmuir 0,6979 2,38x10%2 4,76x10703 0,1773
PU/ST Freundlich 0,6854 2,48x10°? | 4,96x1003 0,1816
Langmuir-Freundlich = 0,9933 = 4,21x10% = 1,05x10%  0,0233
Temkin 0,6966 239x10%  4,78x10%  0,1779
Langmuir 0,7087 8,66x10%  1,73x10% | 0,4397
PU/SS Freundlich 0,7638 7,02x10%? | 1,40x10°%  0,3396
Langmuir-Freundlich  0,9866 = 3,19x10% = 7,99x10%  0,0485
Temkin 0,7086 = 8,66x10% = 1,73x1002 = 04394




Anexos| 190

Con la finalidad de conocer el valor que toman los parametros caracteristicos del
proceso de adsorcion (como la constante de afinidad, la cantidad maxima adsorbida y el
factor de heterogeneidad de la superficie) dado que permiten describir de manera mas
extensa la interaccion entre el polimero y la proteina, se recurric a modelar los datos
obtenidos en funcion de los modelos presentados en la introduccién del capitulo V. Mas alla
de la conducta grafica del ajuste observada, la eleccion del modelo que ofrece la mejor
correlacion con los datos experimentales se logré por comparacion de diversos parametros
de bondad de ajuste para el ajuste no lineal realizado cuyos resultados se presentan en la
tabla Anexo Ill.1.

Si bien la linealizacion se ha utilizado para estimar los parametros caracteristicos de
la adsorcion de ciertos sistemas debido a la simplicidad en la estimacion, se ha demostrado
una gran variacion entre las distintas linealizaciones existentes tanto para los valores
estimados de los parametros, como también en el valor de los coeficientes de correlacion.
Por otro lado, una linealizacion extensa puede dar lugar a resultados erroneos en
comparacion con las predicciones optimizadas por métodos no-lineales. Distintas pruebas
estadisticas demostraron la existencia de aberraciones en los valores linealmente
estimados por lo tanto, resulta mas confiable encontrar los coeficientes del modelo por un
método no lineal. Los resultados obtenidos a partir de modelos de adsorcion linealizados
tendran, por lo mencionado previamente, una caracter aproximado, no exacto
[Subramanyam & Das, 2009]. Por ultimo, la linealizacién de las isotermas lograda mediante
la transformacion matematica de los datos obtenidos puede alterar implicitamente la
estructura de los errores del modelo e incumplir los supuestos del mismo. Esto explicaria el
hecho de que tipicamente a bajas concentraciones la expresion lineal de Freundlich se
ajusta mejor a los datos experimentales que la expresion lineal de Langmuir, mientras que
esta Ultima se ajusta mejor a concentraciones elevadas [Allen et al., 2002].

Debido a las variaciones y alteraciones en los parametros generadas por la
linealizacion se optd por realizar ajustes no-lineales y para ello se utilizd el Software Origin
Pro8.5, empleando el método computacional basado la conducta asintético-simétrica con
un maximo de 400 iteraciones. Dentro de los algoritmos ofrecidos por la plataforma se utilizé
el de Levenberg-Marquardt (procedimiento estandar para rutinas de ajuste no-lineal). Se
ponderd el peso de los datos en funcion de la desviacion presentada en la modalidad de
operacion Direct Welghting.
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Tabla Anexo Ill.2 Parametros obtenidos a partir del ajuste con cada modelo.

POL/PROT MODELO K(ml/m?)  gm (mg/m?) N  A(m?molec)
Langmuir 2,7550 0,3981 - 4,04x1077
Freundlich 0,7940 - 0,80 -
MB/S1 Langmuir-Freundlich | 10,1357 0,8232 3,08 9,23x107"
Temkin 0,9204 1,2062 - 1,35x107°
Langmuir 1,2765 1,7300 - 6,61x10"
Freundlich 0,9719 - 0,51 -
MB/S8 : ,
Langmuir-Freundlich | 15,9595 1,0288 3,38 2,07x107®
Temkin 4,8024 0,5531 - 1,11x107®
Langmuir 0,8248 4,7938 - 2,32x10°"
Freundlich 2,1813 - 0,63 -
MBH/S1 , ,
Langmuir-Freundlich | 18,2498 2,2150 3,83 6,22x107"
Temkin 2,3705 1,7896 - 5,02x10""
Langmuir 0,2265 9,8703 - 1,16x107"7
Freundlich 0,8802 - 0,88 -
MBH/S8 Langmuir-Freundlich 5,5649 2,0504 2,67 2,49x107"
Temkin 0,4878 4,5954 - 5,59x10°"
Langmuir 2,3643 3,6741 - 3,03x10""
Freundlich 2,5883 - 0,37 -
MBA/S1 , ,
Langmuir-Freundlich | 450,9440 2,5111 6,67 4,43x107"
Temkin 13,9088 0,9587 - 1,16x107°
Langmuir 1,0094 6,3359 - 1,81x10""
Freundlich 3,1910 - 0,58 -
MBA/S8 Langmuir-Freundlich | 24,2461 3,2644 4,01 3,51x10"
Temkin 3,2046 2,2208 - 5,16x10°"
Langmuir 0,2421 11,8419 - 9,40x1078
Freundlich 2,3377 - 0,89 -
PUIST Langmuir-Freundlich | 438,7443 2,1326 9,03 5,22x107"
Temkin 0,5101 5,6135 - 1,98x10°"7
Langmuir 0,0001 35122,6193 - 3,26x10*
Freundlich 41157 - 1,33 -
PU/S8 Langmuir-Freundlich | 27,0754 3,8965 6,45 2,94x10"
Temkin 0,0009 4423,3072 - 2,59x10%°
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ANEXO IV: Ensayos de reutilizacion

Se presentan las curvas de conversion y los resultados del analisis sobre las Kapp para
los catalizadores de platino y plata se presentan. En comparaciéon con los resultados
obtenidos al colocar un 1,2% de metal respecto al reactivo, se observan constantes de
velocidad aparente mayores debido a la mayor cantidad de catalizador colocado. Sin
embargo, en el caso del catalizador MBA/S8/Ag esta diferencia es de pequefia magnitud.
Respecto a la capacidad de reutilizacion no se observan diferencias significativas al emplear
una mayor cantidad de catalizador. La principal diferencia entre el estudio de reutilizacion
al colocar distintas cantidades de catalizador radica en la reduccion de la brecha observada
entre los metales. Al emplear mayor cantidad de catalizador se observan menores
diferencias en la disminucién de la constante de velocidad y la conversion entre los
catalizadores de plata y platino.

A continuacion, en las figuras Alll.1 y Alll.2, se presentan las curvas de reaccion vy el
analisis de la constante de velocidad aparente para los catalizadores desarrollados.
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5
Uso ()

Figura Alll.2 Reutilizacion de los catalizadores de plata, MBA/S1/Ag (A), MBA/S8/Ag (B),
PU/S1/Ag (C), PU/S8/Ag (D) y constante de velocidad aparente frente a la reutilizacion de
MBA/SLP/Ag (E) y PU/SLP/Ag (F).
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