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Resumen

En este trabajo se propuso al bacteriéfago M13 como una plantilla biolégica para
sintetizar TiO2 mesoporoso. El bacteriéfago (fago) M13 es un virus con forma
filamentosa, semiflexible y con un diametro de 6.5 nm. La sintesis de TiO2
mesoporoso se logro adaptando el método sol-gel al ambiente quimico de la capside
del fago usando una metodologia inspirada en el algoritmo genético para hallar los
parametros 6ptimos de reaccion. La estructura semi-rigida del fago permitié obtener
una estrecha distribucion de tamafo de poro y evitd la microporosidad en la
estructura. La remocion del fago por calcinacion permitié obtener la fase anatasa
sin provocar el colapso de la estructura mesoporosa. Con esta metodologia fue
posible obtener TiO2 mesoporoso con tamafio medio de poro de 6.1y 8.2 nm, y area
superficial especifica de 130 y 80 m?/g respectivamente. El tamario de los cristales
de anatasa de la pared del poro influy6 en el area superficial especifica, el cual pudo
controlarse simplemente ajustando el pH y la concentracion del alcoxido en la
solucion (relacion molar Ti:p8 y Ti:OH).

Inicialmente se intentd modificar genéticamente la proteina p8 del fago para la
expresion de péptidos con afinidad a TiOz, lo que permitiria adaptar los grupos
funcionales de la capside del fago a la sintesis de arreglos ordenados mesoporosos
de TiO2 cristalino a temperatura ambiente. No obstante, las modificaciones
genéticas no fueron viables probablemente debido a una saturacién de cargas
positivas en el extremo amino terminal de la proteina p8 que impide el adecuado
ensamble del fago. Al no lograr la insercién genética de los péptidos propuestos, se
optd por la seleccion de péptidos con un punto isoeléctrico bajo. Por medio de un
biopanning sobre el precursor TIBALDH se identificaron cuatro posibles secuencias
para la biomineralizacién de TiO2. La eleccion del sistema amortiguador de pH vy
concentracion del TiBALDH fueron vitales para una identificacion confiable. Dos de
las secuencias halladas, TNWQALAYMQRH (TN) y ENHWSLSTLMSS (EN), fueron
elegidas para la biomineralizacion de TiO2. Estos péptidos lograron formar
nanoparticulas de anatasa a temperatura ambiente los cuales, al tener pocos

residuos basicos, su insercion genética en el fago podria ser posible.



Abstract
In this work, the bacteriophage M13 was proposed as a biological template for the

synthesis of mesoporous TiO2. The bacteriophage (phage) M13 is a filamentous
semi-flexible virus with a diameter of 6.5 nm. The synthesis of mesoporous TiO2 was
achieved by adapting the sol-gel method to the chemical environment of the phage
capsid. The optimal parameters for the reaction were found by using a methodology
inspired by the genetic algorithm. The semi-rigid structure of the phage allowed to
obtain a narrow pore size distribution and to prevent microporosity in the structure.
The removal of the phage by calcination produced the anatase phase without
causing the mesoporous structure to collapse. With this methodology, it was possible
to obtain mesoporous TiO2 with a medium pore size of 6.1 and 8.2 nm, and a specific
surface area of 130 and 80 m?/g respectively. The size of the anatase crystals in the
pore wall influenced the specific surface area, which could be controlled by adjusting
the pH and alkoxide concentration in the solution (molar ratio Ti:p8 and Ti:OH).
Initially, an attempt was made to genetically modify the p8 protein of the phage for
the expression of TiOz-affinity peptides, which would allow the functional groups of
the phage capsid to be adapted to the synthesis of ordered mesoporous arrays of
crystalline TiO2 at room temperature. However, the genetic modifications were not
feasible, probably due to a positive charge saturation at the amino end of the p8
protein that prevents the proper phage assembly. As the proposed peptides could
not be genetically inserted, a selection of peptides with a low isoelectric point was
made. By performing a biopanning on the precursor TiBALDH, four possible
sequences for the biomineralization of TiO2 were identified. The selection of pH and
concentration buffer system of TIBALDH was vital for a reliable identification. Two of
the sequences found, TNWQALAYMQRH (TN) and ENHWSLSTLMSS (EN), were
chosen for the biomineralization of TiO2. These peptides were able to form anatase
nanoparticles at room temperature which, having few basic residues, could be
genetically inserted into the phage.



Nomenclatura

Capside = conjunto de proteinas que envuelven el material genético de un virus

Cistréon = gen que codifica la sintesis de un polipéptido

DLS = dispersion dinamica de luz

e = carga del electron (-1.62 x 10'° C)

IPTG = reactivo inductor de expresion isopropil-B-D-1-tiogalactopiranésido

kpb = mil pares de bases

MES = acido 2-(N-morfolino)etanosulfonico

PB = soluciéon amortiguadora de fosfatos, pH 7.0

pb = par de bases (nucledtidos)

PCR = reaccién en cadena de polimerasa

pl = punto isoeléctrico

Plasmido = moléculas de ADN extracromosdmico generalmente circular que se
replican y transmiten independientes del ADN cromosomico

Primer = fragmento de ADN complementario a una parte de la cadena de ADN a
replicar

rpm = revoluciones por minuto

SDS = dodecil sulfato de sodio

TEM = microscopia electrénica de transmision

TEMED = N,N,N',N'-tetrametiletilendiamina

Ti:OH = relacion molar entre precursor de titanio y el alcohol usado

Ti:p8 = relaciéon molar entre el precursor de titanio y la proteina p8 del fago

TiBALDH = Dihidroxidilactatotitanato(lV) de bis-amonio

Tris = Trishidroximetilaminometano (amortiguador de pH)

ufp = unidades formadoras de placas

Vector genético = moléculas transportadoras que transfieren y replican fragmentos
de ADN que llevan insertados mediante técnicas de ADN recombinante, p. ej.
plasmidos

X-gal = reactivo 5-bromo-4-cloro-3-indolil-B-D-galactopirandsido



1 INTRODUCION

El diéxido de titanio (TiO2) es uno de los materiales mas prometedores para
aplicaciones en captacion, almacenamiento y transformacién de energia.’ El TiO2
es un semiconductor de tipo n de marcado caracter idnico. Este 6xido puede
presentarse con estructura amorfa o cristalina. Las tres principales fases cristalinas
son: anatasa, rutilo y brookita con una banda prohibida (band gap) de 3.2, 3.02 y
2.96 eV respectivamente.?

El rutilo tiene una estructura tetragonal muy estable a altas temperaturas y
presiones. Las estructuras de anatasa y brookita pueden transformarse a la fase de
rutilo a temperatura elevada en funcion del tamafo de particula, siendo el rutilo mas
estable que la anatasa para tamafios de particula mayores a 14 nm.2 La anatasa
también tiene una estructura tetragonal y es la predilecta para aplicaciones en
celdas solares y fotocatalisis por la alta movilidad de sus electrones, baja constante
dieléctrica y menor densidad. La anatasa tiene también una mayor fotoreactividad
respecto a las otras fases cristalinas, esto se debe al alto nivel de Fermi, baja
capacidad para adsorber oxigeno y alto grado de hidroxilacién. Hay evidencia de
que incluso la disposicion de los planos cristalinos en la superficie del TiOz afecta la
reactividad.®> La brookita pertenece al sistema cristalino ortorrombico. Esta
estructura es mas complicada, tiene un mayor volumen de celda respecto a las otras
dos y no es utilizada comunmente para aplicaciones tecnolégicas.

En su estado amorfo, el TiO2 es muy utilizado en la industria (cosméticos, alimentos,
pinturas, productos de higiene personal, etc.), aunque las propiedades
fisicoquimicas del TiO2 dependen de la estructura, forma y tamafo. Por ejemplo,
nanoparticulas de anatasa son frecuentemente elegidas para fotocatalisis, mientras
que el rutilo posee alto indice de refraccion y se prefiere para aplicaciones opticas
(pigmentos, bloqueadores solares).*¢

Actualmente, los métodos de sintesis para nanoparticulas de TiO2 cristalinas
requieren un tratamiento térmico durante o posterior a la sintesis, ademas de
procesos intrincados que controlen adecuadamente el tamario y la forma.” No
obstante, si analizamos los datos termodinamicos del TiOz2, resulta que las energias

de formacién estandar (A;G3os) para las principales fases cristalinas son



exergonicas (Tabla 1.1) por lo que su sintesis es posible a temperatura ambiente sin

necesidad de tratamientos térmicos.

Tabla 1.1. Energia libre de formacion estandar y temperatura de cristalizacion (T¢) de

algunas fases cristalinas de TiO..

Estructura  A;G)y5/kJmol’! Te/ °C

Anatasa -883.272 400¢
Rutilo -889.412 600-700¢
Brookita -887.0° Variable

aref. [8], Pref. [9], cref. [10]

Este hecho nos permite plantear la posibilidad de sintetizar TiO2 mediante sintesis
suaves que faciliten la obtencion de estructuras con propiedades texturales unicas,
ampliando las rutas de sintesis para materiales hibridos y la oportunidad de explorar
su sinergia con moléculas poco estables o termosensibles. El reto actual es hallar
esas rutas suaves de reaccion, para ello, es necesario aprender del mayor experto
en sintesis ideales, la naturaleza.

La naturaleza ha empleado un camino evolutivo para sintetizar materiales
inorganicos cristalinos y bien estructurados bajo condiciones suaves
(biomineralizacién). Todo el control sintético en los organismos bioldgicos es dirigido
por biomoléculas cuya especificidad es tan precisa que pueden formar arreglos de
gran complejidad tales como la hidroxiapatita de los dientes, la aragonita en las
conchas de mar, redes porosas de SiO2 en las diatomeas, la magnetita en bacterias,
etc."

En especial, las diatomeas y esponjas marinas llevan a cabo un proceso de sintesis
inorganica de SiO2 que ha sido imitado in vitro desde hace varias décadas. Mediante
reacciones de tipo sol-gel estos organismos forman su exoesqueleto, donde
proteinas llamadas silafinas interaccionan con el &cido silicico (producto de
hidrdlisis) para luego formar la red de SiO2 (condensacion).'? Asi, el proceso sol-gel
ofrece varias ventajas sobre otros métodos, pues implica un procedimiento simple,

a baja temperatura y con gran homogeneidad que ademas permite la formacion de



estructuras metaestables como la anatasa en el TiO2.'3'% Estos ejemplos
demuestran las diversas posibilidades de sintesis de materiales inorganicos
mediados unicamente por péptidos y proteinas, lo que permitirian faciimente la
preparacion de 6xidos metalicos jerarquizados de relevancia tecnoldgica tales como
TiO2, ZnO, ZrO2, etc. y de acuerdo a Dong,™ la sintesis biomimética asociada con
el proceso sol-gel seria la técnica ideal para el disefio y fabricacién de materiales
funcionales con propiedades fisicas y quimicas especificas, tales como su
composicién, estructura cristalina, tamano, forma, etc.

Recientemente, las sintesis tradicionales que requerian tratamientos térmicos estan
siendo mejoradas a partir de los procesos cinéticos y termodinamicos involucrados
en solucion.’'® También se ha comenzado a estudiar nuevos precursores de
elementos metdlicos que permitan mejores resultados en la obtencion de sus
oxidos."” Debido a lo anterior, biomoléculas como proteinas, péptidos y estructuras
virales han sido empleadas como bioplantillas o plataformas para la sintesis de
materiales tales como nanoparticulas metalicas y 6xidos metalicos desarrollando

nuevas y diversas aplicaciones. -2

1.1 Di6xido de titanio mesoporoso

Los materiales porosos son de gran interés en el campo de la quimica por su
habilidad para interaccionar con atomos, moléculas, etc.; no soélo en la superficie,
sino también en su interior. Asi, la presencia de poros en materiales
nanoestructurados puede incrementar en gran medida sus propiedades fisicas y
quimicas, ademas de extender sus posibles aplicaciones para adsorcion,
separacion, catalisis, sensores, almacenamiento y conversidén de energia. A partir
de la sintesis de silice mesoporosa (e. g. MCM-41 y SBA-15) en los 90’s, los
materiales mesoporosos han sido ampliamente estudiados debido a sus
propiedades texturales, tales como la capacidad de modificar diametros de poro,
areas superficiales, volumenes y formas de poro, composiciones de la estructura

porosa, asi como también de sus numerosas aplicaciones.

Desde inicios del siglo XXI, se han logrado sintetizar una gran diversidad de



materiales mesoporosos con multiples composiciones, desde estructuras
puramente inorganicas u organicas, hasta compositos. El TiO2 mesoporoso se
encuentra entre los materiales que han experimentado un rapido avance debido a
su bajo costo, nula toxicidad, polimorfismo, estabilidad térmica y quimica y
excelentes propiedades Opticas y electronicas. Comparado con el TiO2 comun, el
TiO2 mesoporoso no solo incrementa el numero de sitios activos accesibles, sino
también facilita la difusién de reactivos y productos; la mayor area superficial y las
cavidades porosas proveen una mejor capacidad para la interaccion de compuestos
ya sea para catalizar las reacciones quimicas o encapsular moléculas de interés.
Esto tiene aplicaciones para celdas fotovoltaicas, fabricacion de baterias y catalisis.
De esta manera, el diseno y sintesis de TiO2 mesoporoso con diametros de poro y
estructura controlables son muy importantes para temas tanto de ciencia basica (por

ejemplo, para el estudio de fendomenos de adsorcion) como de tecnologia.??

1.1.1 Sintesis de TiO2 mesoporoso

La preparacion de materiales mesoporosos esta principalmente enfocada a obtener
poros monodispersos a escala mesoscépica (2-50 nm) y con ordenamientos
diversos. De forma similar a la sintesis de silice mesoporoso, hay principalmente
dos rutas para sintetizar mesoporos ordenados de TiO2 (Figura 1.1): el método de
la plantilla suave, que consiste en utilizar agregados supramoleculares (micelas)
formadas por tensoactivos; y el método de la plantilla rigida, utilizar sélidos
mesoporosos tales como silice tipo SBA. Aunque existen algunos métodos de
sintesis que no necesitan utilizar plantillas para obtener TiO2 mesoporoso, tienen el
inconveniente de no poder controlar parametros como el tamafio de poro o su
ordenamiento.?>?> Algunos aspectos importantes de las dos rutas de sintesis

principales se describen a continuacion.
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Figura 1.1. Esquema de las dos principales rutas de sintesis para materiales mesoporosos:
a) método de plantilla suave y b) método de plantilla rigida. Adaptado de ref. 2 con permiso

de The Royal Society of Chemistry.

) Método de plantilla suave

Este método fue propuesto inicialmente para la sintesis de silice mesoporosa
usando el método sol-gel, que con ayuda de arreglos micelares es posible llevar a
cabo las reacciones de condensacion de alcéxidos de silicio para formar mesoporos
de SiO2 con tamarios y formas diversas.?* Sin embargo, la adaptacion de este
meétodo para la sintesis de 6xidos metalicos ha sido dificil.

Particularmente, a diferencia de los alcoxidos de silicio, los precursores de titanio
tienen alta reactividad quimica debido a la mayor densidad de carga del cation de
titanio y su habilidad para expandir su esfera de coordinacion. Asi, los precursores
de titanio tienden a hidrolizarse rapidamente y formar agregados amorfos, lo cual
complica el ensamblaje con los arreglos micelares, dando como resultado una
indeseable separacion de fases y presencia de microporos debido a la
encapsulacion de las moléculas dispersas del tensoactivo producto de la disrupcion
del arreglo micelar.?® Por ello, el punto clave para la preparacion de TiO2
mesoporoso utilizando tensoactivos es controlar la velocidad de hidrdlisis y
condensaciéon de los alcoxidos de titanio para permitir a las moléculas de
tensoactivo organizarse y una vez organizadas proceder a la formacion del 6xido

(condensacién) sobre la superficie de éstas. También se necesita ser cuidadoso de



que los poros no colapsen al remover la plantilla o al cristalizar térmicamente el
material. Algunos ejemplos de mesoporos sintetizados por este método se muestran

en la Figura 1.2.

Figura 1.2. Micrografias de TiO> mesoporoso sintetizado por el método de plantilla suave

usando como plantilla Pluronic P123. Reimpreso de ref. 26 con permiso de Elsevier.

1)) Método de plantilla rigida

El uso como plantillas rigidas de solidos preformados para sintetizar materiales
mesoporosos ha permitido nuevas posibilidades para la preparacion de TiO2
mesoporoso con paredes cristalinas y mesoestructuras novedosas. En este caso,
los mesoporos de TiO2 se forman a partir de un arreglo regular de
nanoalambres/nanoesferas generalmente de SiO2 en tres pasos principales: i) el
precursor se infiltra por los canales de la plantilla; ii) se lleva a cabo la conversion
del precursor (formacién de la red de 6xido) dentro de estos canales; iii) finalmente
la remocion de la plantilla mesoporosa rigida (Figura 1.3).

Comparado con el método de plantilla suave, el método de plantilla rigida es mas

complicado, pues es necesario obtener la plantilla rigida a través de otros métodos



(generalmente por plantilla suave). Como ventajas, esta estrategia de sintesis
permite tener una porosidad homogénea evitando la presencia de microporos.
Ademas, no solo evita tener que controlar la mezcla de ensamble entre precursor y
plantilla sino también impide el colapso de los mesoporos en el proceso de
cristalizacion del TiO2, obteniendo asi, una sintesis de mesoporos de TiO2z con alta

cristalinidad y estabilidad térmica.

Nucleacion de cristales de TiO:
dentro de los poros de la plantilla

Plantilla mesoporosa
de SiO:

Remocion

ye‘silice . (001)

Monocristal de anatasa

a) (101)

template outer surface

Figura 1.3. a) esquema del método de plantilla rigida para mesoporos de TiO2. b) y c)
Imagenes de SEM de TiO> mesoporoso obtenido por el método de plantilla rigida. Adaptado

con permiso de Macmillan Publishers Ltd: ref. 7.

Dependiendo el tipo de plantilla, pueden obtenerse resultados diversos en cuanto a
las propiedades texturales del material. En la Tabla 1.2 se resumen algunos
resultados de materiales mesoporosos preparados con estos meétodos. La
microporosidad es caracteristica de los 6xidos preparados por plantilla suave, lo que
incrementa el area superficial especifica pero no necesariamente accesible a

moléculas voluminosas (area superficial aparente).



Tabla 1.2. Propiedades texturales de TiO, mesoporoso reportados en la literatura.

Tipode Tamaino medio Area superficial Microporosidad Ref.

plantilla de poro/nm especifica/(m?/g)
Suave 2.78 1230 alta 28
Suave 2.4 712 alta 29
Suave 6.3 205 baja 30
Suave 5.7 100 baja 31
Rigida 20 70 - 27
Rigida 2.7 258 baja 32
Rigida 5.98 753 baja 33
Rigida 6.0 166 baja 34

1.1.2 Precursores para la sintesis de TiO2

Las caracteristicas del TiO2 no sélo dependen de la ruta de sintesis elegida, sino
también del tipo de precursores que se utilicen. Existe una gran variedad de
precursores de titanio que son empleados para la sintesis de TiO2, estos
precursores pueden dividirse en dos categorias: complejos organicos de titanio y
sales inorganicas. Las sales de titanio como el TiCls son muy reactivas, por lo que
se emplean especialmente en métodos solvotérmicos. Por el otro lado, los
complejos de titanio a su vez se pueden dividir en dos subgrupos principales:
alcédxidos y carboxilados.

Tradicionalmente se utilizan los alcoxidos de titanio para la sintesis de TiO2 via el
método sol-gel. Los alcoxidos son también complejos muy reactivos cuya velocidad
de hidrdlisis depende del grupo alcdxido, siendo menos reactivos entre mas
voluminoso sea el grupo alcoxi. La condensacion de los alcoxidos puede ser
controlada por medio del pH o por ligandos que sustituyen los grupos alcoxido para
estabilizar los oxotitanatos formados por la hidrdlisis. Por otro lado, los complejos
carboxilados de titanio cumplen con esta tarea, cuya estabilidad en agua es mucho
mayor a la de los alcoxidos. Entre los precursores carboxilados estan, por ejemplo,
los complejos con acetato, citrato, lactato, etc.

Los ligandos lactato y oxalato han sido ampliamente usados para coordinar iones



de titanio y disolver 6xidos de titanio en menas. En particular el lactato de titanio es
un complejo muy estable en agua, lo que permite un mejor control en la hidrolisis
del titanio. Ademas, el lactato es un compuesto biocompatible, por lo que este
precursor es idoneo para aplicaciones de TiO2 en implantes y administracién de
medicamentos o su uso en sintesis biomimética. Desafortunadamente, la
reactividad de los complejos de lactato y oxalato de titanio ha sido poco estudiada

y su aplicacioén en la sintesis de TiO2 ha sido mayormente empirica.3®

1.2 Bacteriofago M13

Los bacteriofagos (fagos) son los virus mas numerosos en la tierra, los cuales se
caracterizan por utilizar bacterias como organismo hospedero. Entre las especies
de fagos se encuentra el M13 que pertenece a la familia de los inoviridae, los cuales
infectan a través de un filamento F a Escherichia coli por lo que también son
llamados fagos Ff y son totalmente inocuos para el ser humano.36-37 A diferencia de
los otros virus inocuos, como el del mosaico del tabaco (TMV) o el fago A, los fagos
Ff tienen la ventaja de poderse replicar facilmente en el laboratorio usando cultivos
bacterianos y su purificacion es relativamente sencilla.

El M13 es un virus filamentoso (en forma de rodillo) con una longitud de 880 + 30
nm y un diametro aproximado de 6.5 nm (medido por TEM).3¢ En su interior se
encuentra el ADN circular de cadena sencilla con 6407 nucledtidos que contiene la
informacion genética necesaria para su replicacion en bacteria. De sus nueve
genes, unicamente cinco cistrones presentes en el material genético son los que
codifican las proteinas que conforman la capside. La proteina helicoidal p8 (50
residuos) es la que cubre toda la parte longitudinal del fago con 2750 + 100 unidades
por fago. Las otras cuatro proteinas cubren los extremos del fago y estan presentes

en menor cantidad, alrededor de 5 copias por fago (ver Figura 1.4).38-39
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Figura 1.4. A) Imagen de microscopia de fuerza atdomica del bacteriéfago M13. B) esquema
del fago, conformado por cinco proteinas (p3, p6, p7, p8 y p9) y ADN circular de cadena
sencilla. C) Visualizacion de la estructura secundaria y ensamble de la proteina p8 la cual
esta helicoidalmente ensamblada envolviendo al ADN gendémico (no mostrado), PDB
2COW. D) Visualizacién de los dominios N1y N2 de la proteina p3, la proteina mas grande
del fago, PDB 1G3P. Adaptado de ref. 4°,

Actualmente el fago M13 es una de las plantillas mas complejas y versatiles
empleadas en nanociencia. Las multiples proteinas en su capside que contienen
una gran diversidad de grupos funcionales y su facilidad de cultivarlos en el
laboratorio permiten su uso en este campo. También, gracias a su forma y a que
adoptan arreglos tridimensionales en ciertos intervalos de concentracion y pH*' es
viable su uso como bioplantilla para la sintesis de materiales ordenados. Ademas,
al tener un ensamble muy estable de las proteinas p8 no se necesitan solventes o

concentraciones delimitadas para formar un arreglo tubular, como es el caso de las
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micelas formadas con tensoactivos, lo cual permite clasificarlo como una plantilla
semirrigida. Otro aspecto importante es que la produccién del fago, comparado con
la de otras biomoléculas, es mucho mas barata y sencilla.

La informacion para la sintesis de las proteinas de su capside esta contenida en su
ADN, lo que permite la modificacion genética para expresar variedad de secuencias
de aminoacidos en las proteinas. Con ello, es posible utilizar la diversidad quimica
de los grupos funcionales de la superficie del virus, haciendo factible el disefio de
sintesis inorganica dirigida por el virus.

Por ejemplo, actualmente se construyen bibliotecas de péptidos con secuencias
aleatorias (casi las 20" secuencias posibles, donde n es el niumero de aminoacidos
del péptido) que se expresan sobre la proteina p3 de fagos modificados
genéticamente. Esta biblioteca de péptidos expresados en fagos permite
seleccionar secuencias peptidicas con alta afinidad a materiales a partir de una
técnica combinatoria llamada biopanning.

En el caso de la sintesis de materiales inorganicos, el fago M13 se ha usado como
plantilla para producir mesoporos de SiO2.4 En dicha sintesis, el fago M13 se
funcionaliza quimicamente para que en la proteina p8 tenga grupos tiol, que ademas
de servir como plantilla para crear mesoporos, permiten controlar el crecimiento de
nanoparticulas de metales nobles. Estos resultados refuerzan la viabilidad del uso

del M13 para materiales mesoporosos.

1.2.1 Propiedades fisicoquimicas del fago M13

En los afios posteriores al descubrimiento del fago M13 en 1963,*3 se realizaron
multiples investigaciones sobre su composicion y propiedades bioquimicas. Sin
embargo, tuvieron que pasar décadas para que comenzara su estudio en
nanotecnologia y ciencia de materiales. Todo esto debido a que la mayoria de las
aplicaciones del fago se enfocaron para su uso como vector en biologia molecular,
relegando el interés de estudiar sus propiedades fisicoquimicas que pudieran
motivar su uso en sintesis de materiales.

El fago M13 silvestre tiene propiedades fisicoquimicas similares a las de otros fagos

Ff (fd, f1), pero también existen variantes genéticas que se han creado para su uso
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como vector en biologia molecular. Ejemplos como los vectores M13mp y los
M13KE,** con un mayor nimero de nucleétidos, producen fagos de mayor longitud
respecto al fago silvestre. El uso de vectores de clonacion derivados del M13
silvestre es tan rutinario que muchos autores lo reportan como M13 silvestre.

En este trabajo, para obtener el fago, se utilizé el vector M13mp18 (New England
BioLabs), por lo que es importante hacer hincapié en las diferencias con respecto al
silvestre. Si consideramos que el M13mp18 tiene 7249 bases y el numero de
nucleotidos por proteina p8 en los fagos Ff es en promedio 2.3 + 0.11, entonces el
fago derivado de este vector esta formado por 3150 + 150 proteinas p8 y una
longitud de 995 + 30 nm, teniendo mayor flexibilidad respecto al M13 silvestre. Con
respecto a la masa molar, el fago M13 silvestre tiene una masa molar de (16.1
0.3)x10° g/mol, mientras que la del fago derivado del vector M13mp18 es de (18.2
+ 0.3)x10° g/mol.%8 4° Estas diferencias son las mas importantes y es vital tomarlas
en cuenta cuando se usan fagos derivados de vectores de clonacion.

Dado que hay pocos trabajos sobre la fisicoquimica del M13, a continuacién, se
recopila informacion sobre propiedades fisicoquimicas del grupo de fagos
filamentosos Ff y algunas especificas del M13. Su forma filamentosa y la similitud
del 98% en su genoma entre los fagos Ff, es suficiente para generalizar algunas
propiedades importantes.

El fago M13 tiene un punto isoeléctrico de 4.3y es estable en un amplio intervalo de
pH y temperatura.464® Para soluciones acuosas a pH 4.5-9, cuando la temperatura
es de 50 °C al menos la mitad de los virus Ff mantienen su infectividad (estabilidad
media) durante 30 minutos. A pH 7 la estabilidad media es maxima (60 min) e
incrementa cuando se disminuye la temperatura. La presencia de medio de cultivo
(mayor fuerza idnica) también es factor importante de su estabilidad, donde la
temperatura maxima tolerada por el virus llega hasta 80 °C.46 4% |a estabilidad del
fago se mantiene a intervalos de pH de 3-11 en medio de cultivo NB2. Su estabilidad
en sistemas acuosos amortiguados no ha sido reportada, pero se esperaria un
intervalo de estabilidad menor.#® En uno de los primeros trabajos sobre fagos
filamentosos se menciona que el fago es estable al menos por una hora a 25 °C en

un intervalo de pH de 2.5-10.5,% el cual concuerda con los resultados mas recientes.
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Es importante sefalar que estos estudios han relacionado directamente la
estabilidad del fago con su capacidad de infectar a la bacteria, la cual depende
directamente del adecuado plegamiento de la proteina p3, mas no del ensamble de
toda su capside. Por lo que la forma de rodillo del fago se podria conservar incluso
en condiciones mucho mas extremas, pues solo se necesita el ensamble de las
proteinas p8 cuyas interacciones hidrofébicas y electrostaticas estabilizan
fuertemente la estructura.

Los fagos Ff pueden resistir a cosolventes tales como alcoholes u otros solventes
organicos. Entre menor sea la polaridad de los solventes, mayor es el desensamble
del fago debido a la solvatacion de la proteina p8, la cual se compone mayormente
de residuos hidrofdbicos. Existe un estudio sobre la estabilidad de virus filamentosos
donde el metanol, etanol e isopropanol son soportados hasta concentraciones en
agua de 60, 50 y 30% respectivamente, antes de disminuir su infectividad después
de 30 min.®® Esta resistencia a alcoholes es muy importante para su uso en
reacciones sol-gel.

Con respecto al rendimiento, la cantidad de fago obtenida in vitro es bastante
variable, se puede obtener de 3-30 mg de fago por litro de cultivo e incluso superar
los 100 mg/L.*® Esto depende del tipo de bacteria infectada y si el fago esta
modificado genéticamente. Su purificacion es simple, pues cercano al punto
isoeléctrico los fagos se agregan pudiendo recuperarlos por centrifugacién. La
precipitacion del fago > 90% se logra cuando el pH esta entre 3.9-4.5. A pH 4.3
incubado por 1 h a4 °C y centrifugado por 8 min a 13000 rpm resulta en un 99% de
fago recuperado. Otra manera de purificar el fago es la precipitacion por
polietilenglicol (PEG), que al 2% p/v de PEG (masa molar promedio 6000 g/mol) y
300 mM de NaCl permite una 6ptima recuperacion del fago, mejorando el resultado
si se utiliza MgCl2.%" La desventaja de la precipitacion con PEG es que la solucion
de fago contiene aun cantidades de PEG y sal, haciendo necesario dializar la
solucion para eliminarlas por completo.

Tomando en cuenta que cerca del punto isoeléctrico el fago se agrega, entonces a
pH > 4.5 practicamente no hay precipitacion, por lo que el uso del fago como plantilla

a esos valores de pH es factible. En la Figura 1.5 se muestra el potencial Z del fago
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M13 respecto al pH y se sefialan las diversas zonas de pH donde los fagos se
agregan (pH < 4.8), se organizan (4.8 < pH < 5.5) o se repelen (pH > 5.5) entre ellos.
De esta forma, el fago dependiendo de su carga superficial se puede organizar en
arreglos tridimensionales haciéndolo una plantilla adaptable a diferentes
requerimientos.

Es interesante el grado de autoorganizacion de los fagos filamentosos, pues no sélo
dependen del pH del medio, sino también de la concentracion, fuerza idénica y
longitud.®? Los fagos Ff presentan un comportamiento de cristal liquido dando
ordenamientos en funcion de la concentracion: isotrépico, nematico y esméctico.*'
Las fases esmécticas aparecen a concentraciones > 2.59 mg/mL,% mientras que

las nematicas se forman incluso a concentraciones de 0.1 mg/mL.%*
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Figura 1.5. Diagrama de potencial Z vs pH del virus M13.48 Se especifica la region donde

existe un ordenamiento del fago.

1.2.2 Seleccioén de fagos: Biopanning

El biopanning es una técnica de quimica combinatoria que consiste en utilizar una
gran coleccién de péptidos expresados en la superficie de una proteina, los cuales
son insertados genéticamente. La proteina modificada genéticamente forma parte
de la estructura externa en levaduras, bacterias o virus permitiendo que la
modificacion esté expuesta al ambiente.>®
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La fuente de péptidos mas usada para la seleccién de secuencias con interaccion a
soélidos inorganicos es la biblioteca de péptidos expresados en fagos. Esta biblioteca
se compone de fagos modificados genéticamente, lo que permite expresar
secuencias aleatorias de aminoacidos expuestas al medio. Estos fagos se generan
insertando oligonucledtidos con secuencias aleatorias dentro del gen 11, de tal forma
que una vez expresada la proteina, el péptido insertado se encontrara expuesto
sobre su superficie.

En las bibliotecas de fagos, los péptidos insertados tienen el mismo numero de
aminoacidos, pero diferente secuencia, donde alguna(s) puede(n) enlazarse
fuertemente a un sustrato especifico. En experimentos de biopanning, los fagos que
despliegan las secuencias peptidicas son puestos en contacto con el material
deseado (blanco) y después de varias eluciones, unicamente aquellos con las
secuencias peptidicas de mayor afinidad quedaran enlazados. La secuencia de
aminoacidos con afinidad al blanco se conoce al secuenciar el ADN proveniente del
fago que las expresa y posteriormente se pueden utilizar los péptidos con dicha
secuencia como plantillas para la formacién de estructuras inorganicas
(biomineralizacion).

Sin embargo, hallar secuencias peptidicas con afinidad especifica al material de
interés no asegura que sea capaz de biomineralizarlo. Pero una interaccion fuerte
entre el péptido y el material inorganico incrementa la posibilidad de que el péptido
pueda dirigir la biomineralizacion. Por lo tanto, resulta un método alternativo para la
sintesis de materiales, pues es una técnica relativamente sencilla que permite
seleccionar secuencias, entre las 20" posibles, con una alta probabilidad de
actividad biomineralizante.%®

Recientemente se han hecho experimentos de seleccidn por biopanning utilizando
el precursor en vez del material inorganico. Esto con la finalidad no sélo de hallar
secuencias con afinidad a materiales, sino también seleccionar fagos capaces de
biomineralizar in situ. De esta manera, al poner en contacto la biblioteca de fagos
en la solucion de reaccién, solo si existen mutantes capaces de catalizar e
interaccionar con el producto de reaccién seran recuperadas. Dicha variante de la

técnica asegura que los fagos seleccionados son capaces de biomineralizar a partir
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de un precursor, ademas de ser selectivos al producto inorganico.?* %7

1.3 Biomineralizacion de TiO:

La principal limitante que se presenta al intentar imitar las sintesis inorganicas que
se dan en la naturaleza (biomimética) es el reducido nimero de biomoléculas
conocidas capaces de biomineralizar. En principio, Unicamente los materiales
inorganicos que son sintetizados por organismos vivos podrian obtenerse por
biomineralizacién en condiciones in vitro. Por ejemplo, actualmente no se conoce
ningun organismo capaz de biosintetizar 6xido de titanio naturalmente, ni siquiera
se conocen biomoléculas que interaccionen especificamente con algun precursor
de titanio.%8

Por esta raz6n se han buscado métodos que logren identificar biomoléculas
capaces de tener actividad en la sintesis de materiales inorganicos. Recientemente,
usando bibliotecas peptidicas expresadas sobre el fago M13, se han encontrado
secuencias de péptidos capaces de unirse a la superficie de 6xido de titanio. Con
esta técnica, Dickerson et al.®® identificaron dodecapéptidos capaces de reconocer
selectivamente diferentes estructuras cristalinas. Incluso, los péptidos son capaces
de diferenciar entre distintos planos cristalinos de anatasa. A pesar de que dichos
péptidos fueron capaces de inducir biomineralizacién, ninguno produjo fases
totalmente cristalinas. Por otro lado, Chen et al.® realizaron un biopanning con una
biblioteca de péptidos de 7 residuos sobre nanoparticulas de anatasa y SiO:2
hallando repetidamente en ambos casos la secuencia HKKPSKS (H1, el Apéndice
1 enlista la nomenclatura de los aminoacidos). Sin embargo, cuando se estudié la
secuencia H1 y su capacidad de biomineralizar TiO2 a partir de TIBALDH, concluyen
que la afinidad del péptido H1 al TiO2 es necesaria pero insuficiente para lograr una
adecuada biomineralizacion, pues no observan fases cristalinas ni un control de la
forma o tamafio.b!

Por otra parte, Hernandez-Gordillo et al.%® estudiaron la biomineralizacion de TiO2
empleando el método sol-gel. En dicho estudio, el péptido H1 y algunas mutantes
fueron utilizados como plantillas para la sintesis de TiO2 a partir de alcoxidos de

titanio. Bajo condiciones adecuadas de reaccién (pH, relacibn molar
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péptido/precursor) lograron obtener nanoparticulas de anatasa de 5 nm a
temperatura ambiente.®> Cuando se utilizaron mutantes del péptido también
indujeron la formacion de nanoparticulas, sin embargo, no fue posible obtener
nanocristales. Con estos resultados se mostré que los cambios puntuales en cada
una de las mutantes modifican la interaccién péptido-precursor, lo que impide la
formacion de productos cristalinos, debido en parte a las distintas cargas
superficiales. Los péptidos utilizados en la sintesis de TiO2 por biomineralizaciéon
parecen actuar como heteroligandos, permitiendo controlar el tamafio, morfologia y
cristalinidad del material final.

Ademas de emplear péptidos y proteinas para biomineralizar materiales
inorganicos, los virus se ha explotado recientemente para sintetizar
nanoestructuras.®® La gran variedad de formas en que se ensamblan las capsides
de los virus permiten utilizarlas como plantillas. Ademas, como se ha mencionado,
pueden modificarse quimica o genéticamente para adaptar sus propiedades
fisicoquimicas y asi obtener un mejor control en la biomineralizacion.

De este modo, en este proyecto se presenta la sintesis de TiO2 mesoporoso usando
el fago derivado del vector M13mp18, cuyas propiedades estructurales son una
combinacion entre las plantillas suaves y rigidas. Se intenté su modificacion
genética en la superficie para la insercion de péptidos con afinidad a TiOz con el
objetivo de mejorar su interaccion con los precursores de titanio. No obstante, las
mutaciones no fueron viables, probablemente debido a una descompensacion de
carga en la proteina p8 lo que impidi6 su ensamble. A partir de esto, se empled
unicamente el fago pristino, adaptando la sintesis al ambiente quimico de su
capside. Se estudiaron diversas variables para la optimizacion de la homogeneidad,
tamano de particula, cristalinidad y area superficial del TiOz2.

También se probd una metodologia especial para el biopanning sobre un precursor
de titanio estable en agua, obteniendo secuencias peptidicas con actividad
biomineralizante. Estas secuencias podrian ser utilizadas para sintesis de TiO2
cristalino a temperatura ambiente e incluso insertarlas genéticamente sobre el fago
M13.
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2 Planteamiento del problema

2.1 Planteamiento del problema

Actualmente se emplean dos tipos de plantillas para la sintesis de TiO2 mesoporoso,
plantillas suaves (tensoactivos) y plantillas rigidas (solidos mesoporosos). Sin
embargo, ambas plantillas presentan dificultades para su aplicacién. Por ejemplo,
las plantillas suaves deben formar arreglos micelares cuya estabilidad es sensible
a la temperatura, pH, solvente, concentracion, por lo que pueden ser destruidos al
interaccionar con los precursores de titanio. Por otro lado, las plantillas rigidas
permiten controlar mejor la cristalinidad y emplear rutas de sintesis a altas
temperaturas y presiones. No obstante, para usar esta plantilla es necesaria
sintetizarla previamente por métodos de plantilla suave, ademas de tener que
sacrificar la plantilla mesoporosa. Resulta necesario buscar nuevas plantillas que
permitan combinar las ventajas de las plantillas suaves y rigidas, y que a su vez
puedan evitar las problematicas intrinsecas de dichas plantillas. Se plantea
entonces, usar el bacteriéfago M13 como plantilla semi-rigida, la cual tiene una

forma filamentosa estable y puede adoptar arreglos ordenados.

2.2 Hipétesis y objetivos

2.2.1 Hipétesis

El fago M13 tiene una estructura filamentosa estable y su capside estd compuesta
por multiples grupos funcionales por lo que se puede emplear como plantilla para la
formacion de diéxido de titanio mesoporoso controlando la reactividad de los

precursores de titanio bajo condiciones suaves de reaccion.

2.2.2 Objetivos

2.2.2.1 Objetivo general

Sintetizar TiO2 mesoporoso utilizando el fago M13 como bioplantilla.

2.2.2.2 Objetivos especificos

1.- Modificar genéticamente el fago derivado del vector M13mp18 para que exprese
diversas secuencias en la proteina p8.

2.- Hallar secuencias peptidicas capaces de biomineralizar TiO2 a través de un
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biopanning utilizando el precursor de titanio TIBALDH.

3.- Probar la actividad de biomineralizacién de TiO2 de las secuencias peptidicas
halladas en el biopanning.

4- Sintetizar y caracterizar TiO2 mesoporoso utilizando el fago derivado del vector

M13mp18 como bioplantilla.
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3 SECCION EXPERIMENTAL
3.1 Soluciones amortiguadoras, medios de cultivo y reactivos
Los detalles de la preparacion de las soluciones amortiguadoras y medios de cultivo
se presentan en el Apéndice 2.
e Sistemas amortiguadores 0.1 M (Aldrich, Amresco):
Acetatos pH 4.5: Acetato de sodio, acido acético glacial.
Citratos pH 5.5: Citrato de sodio, acido citrico.
MES pH 6.0: acido 2-(N-morfolino)etanosulfénico (MES).
TRIS pH 8.0 y 9.0: Trishidroximetilaminometano (Tris).
Fosfatos (PB) pH 7.0: Fosfato de potasio, fosfato acido de potasio.
Boratos pH 9.0: Tetraborato de sodio.
e Medios de cultivo (Invitrogen):
Luria Broth (LB)
Luria Broth Agar (LB agar)
2xYT
Top Agar
Aditivos:
Clorhidrato de tetraciclina (Aldrich)
IPTG (isopropil-B-D-1-tiogalactopirandsido) (Amresco)
X-Gal (5-bromo-4-cloro-3-indolil-B-D-galactopiranésido) (Amresco)
e Equipos y materiales para biologia molecular:
Agarosa ultra pura (Invitrogen)
Polietilenglicol, masa molar aproximada de 8000 g/mol (PEG 8000, Amresco)
Solucion de carga para ADN (Agilent)
Marcador de referencia de ADN 1 kpb (Agilent)
Solucion reveladora de ADN GelRed (Biotium)
Marcador de referencia de proteina 14 kDa (New England BioLabs)
Soluciéon amortiguadora TBE de corrida para electroforesis con agarosa

Solucién amortiguadora de corrida SDS para electroforesis con poliacrilamida
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¢ Kit para purificacion de plasmidos:
QlAprep Spin (QIAGEN)
StrataPrep Plasmid (Agilent)
QuickClean Il (GenScript)
¢ Kit para mutagénesis dirigida:
QuickChange Il Site-Directed Mutagenesis Kit (Agilent)
Q5 Site-Directed Mutagenesis Kit, (New England BioLabs)
e Kit para purificacion de producto de PCR:
QuickClean PCR Purification Kit (GenScript)
e Kit para purificacion de ADN en gel:
GenElute Gel Extraction Kit (Aldrich)
e Reactivos para reacciones inorganicas (Aldrich):
Isopropoxido de titanio (Ti(iPrO)s) 97%, etanol absoluto, propanol (PrOH),
isopropanol (iPrOH), acetil acetona (acac), acido acético glacial, acido borico, acido
fosférico (85%), acido clorhidrico concentrado, agua desionizada estéril,
dihidroxilactatotitanato(lV) de bis-amonio (TiBALDH, lotes MKBP1038V vy

MKCC1000, almacenado a 4 °C), hidroxido de sodio, cloruro de sodio.

3.2 Ampilificacion y purificacion de fago M13

Para la amplificaciéon del fago silvestre (derivado del vector M13mp18) y mutantes

se empleo el siguiente método:%*

e De un cultivo de E. coli (XL1-Blue) incubado durante la noche se hace una
dilucién 1:50 en medio 2xYT y se incuba por 2 h a 37 °C con agitacién vigorosa.

e El cultivo anterior se diluye un orden de magnitud y se colocan 5.0 mL en la
cantidad de tubos (cap. 50 mL) que sean necesarios.

¢ De un cultivo de fagos en placa (top agar), se pica cada placa a amplificar y se
colocan en el tubo correspondiente, se deja reposar unos minutos antes de
incubar por =2 5 h a 37 °C, 200 rpm. En el caso de mutantes, el tiempo de
incubacion no debe ser mayor a 5 h para evitar mutaciones no deseadas.

e Para amplificacién a gran escala, se utiliza el sobrenadante del procedimiento

anterior después de haberlo centrifugado 8000 rpm por 5 min.
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e Se incuba una colonia fresca de bacteria en 5.0 mL de medio en un tubo de 20
mL estéril durante 6-8 h a 37 °C con agitacion. Por cada 2.5 mL de este cultivo
se agregan 0.5 mL del sobrenadante que contiene al fago, aproximadamente
5x10! ufp (unidades formadoras de placas). Posteriormente se diluyen en 250
mL de medio previamente equilibrado a 37 °C en un matraz de 1.0 L. Incubar por
5 h a 37 °C con agitacion vigorosa.

e Después de la incubacion, se centrifuga a 5000 rpm por 15 minutos a 4 °C y se
recupera el sobrenadante. Se agrega PEG para tener una concentracion final de
2% y 200 mM de NacCl, se homogeniza e incuba 1 h a 4 °C. Se recolecta el
precipitado centrifugando a 8000 rpm por 15 minutos a 4 °C. Se redisuelve en
agua o solucién amortiguada y se repite la precipitaciéon con PEG para finalmente
redisolver en agua esteéril.

e Posteriormente se ajusta el pH entre 4.1 y 4.4 para precipitar el fago por punto
isoeléctrico. Se deja reposar una hora a 4 °C y se centrifuga a 8000 rpm por 5-8
minutos. Se descarta el sobrenadante para redisolver el precipitado en agua
estéril ajustando el pH a 7 con NaOH diluido. La solucion se almacena a 4 °C.

e Para el caso de amplificacion de fago silvestre M13 derivado del vector M13mp18
se mejora el rendimiento a gran escala incubando durante toda la noche (=216 h)
a 32 °C en medio 2xYT.

3.3 Cuantificacion del fago M13

Para determinar la concentracién del fago silvestre y modificado se empled la
espectroscopia UV-vis, considerando que la capside y el ADN que conforman el
fago presentan juntos un coeficiente de absortividad a 269 nm de 3.84 cm?*mg".%°
También se utilizé un método de titulacion (método de Miles y Misra) para cuantificar
el numero de fagos con actividad infectiva. Este método se empled para el proceso
de biopanning, pues la cantidad de fago para cada etapa es inferior a la detectable
por espectrofotometria UV-vis. EI método de titulacion de fagos se realizé conforme
al protocolo del biopanning,®® en el cual se cultivan bacterias junto con diluciones
(un orden de magnitud de diferencia entre ellas) de la solucién del fago en Top Agar

sobre una caja Petri de LB Agar y posteriormente se cuentan las placas para dar el
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numero de unidades formadoras de placas (ufp). El numero de ufp son los fagos
que presentan actividad para infectar a las bacterias. La presencia de IPTG y X-Gal
induce la formacién de placas azules lo que permite una mejor identificacion de las
placas, ademas de asegurar que no existen fagos silvestres, pues las placas que

forma el fago silvestre no se tifien de azul.

3.4 Modificacién genética del fago derivado del vector M13mp18

Los detalles sobre las técnicas de biologia molecular usadas en este trabajo se
pueden consultar en el Apéndice 2.

En la Tabla 3.1 se enlistan los primers utilizados para las diversas rutas de
mutagénesis. Se propusieron dos secuencias a insertar, H1 (HKKPSKS) y H3
(HHHPSHS). La serie de pasos para la modificacién genética se muestra en la

Figura 3.1.

Primer con

la secuencia E. coli
deseada

Replicacién Células
de ADN competentes
Transformacion

Expresion, extraccion
y secuenciacion de
M13

Figura 3.1. Diagrama de flujo con los pasos realizados para la modificacion genética del

fago derivado del vector M13mp18.
El primer experimento de mutagénesis para la insercion de la secuencia H1 fue
usando los primers F-H1 y R-H1, donde la insercion se realizé entre los residuos 4

y 5, la regidn de la proteina p8 que esta mas expuesta al solvente.

De manera paralela se emplearon dos rutas para la insercion de ambas secuencias
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(H1 y H3). La primera consiste en la insercion de la secuencia entre los residuos 4
y 5 ademas de sustituir el nucledtido T por A en la posicion 1371 para insertar un
sitio de restriccion Pstl (F-InsH1 y F-InsH3). La segunda ruta consistié en insertar la
mutacion entre los residuos 2 y 5 al mismo tiempo que se sustituye los residuos 3 y
4 evitando asi un aumento excesivo del numero de residuos en la proteina, también
se inserto el sitio de restriccion Pstl (F-SustH1 y F-SustH3).
Por otro lado, para confirmar que la metodologia de mutagénesis es adecuada, se
propuso mutacion puntual que asegure su viabilidad. Se realizé unicamente la
modificacion de un nucleotido para insertar un nuevo sitio de restriccion Pstl (F-Pstl
y R-Pstl). La identificacion de las mutantes con el nuevo sitio de restriccidon se hizo
por digestion con Pstl y gel de agarosa. Después de digerir los vectores con la
enzima Pstl, deben aparecer dos fragmentos del ADN en el gel, siempre y cuando
el nuevo sitio de restriccion esté presente.
Ademas de la posicidon de insercion para la secuencia deseada, el disefio de los
primers también fue modificado. En el caso de los experimentos usando el kit de
mutagénesis Q5, se emplearon primers no complementarios para evitar la
interaccidn entre ellos de sus bases complementarias. Esto mejora la eficacia de la
PCR, asegurando que la replicacion contiene la mutaciéon deseada. Para estos
experimentos, la mutacion esta dividida en dos, la mitad de la mutacidon en cada
primer (F-Q5 y R-Q5).
El procedimiento general seguido para la modificacién genética del fago derivado
del vector M13mp18 fue el siguiente:
» Mutagénesis del vector de interés (PCR con M13mp18, digestion, purificacion y
ligacion en caso de que aplique)
» Preparacion de células competentes (E. coli cepa XL1-Blue)
» Transformacion con el producto de mutagénesis
= Expresion del fago de las placas formadas (clones) por amplificacién en E. coli.
= Extraccion y secuenciacion del plasmido

» En caso de tener la mutacion, replicacion y purificacion del fago a gran escala.



25

Tabla 3.1. Primers utilizados para mutagénesis. La mutacion se muestra en negritas y

entre paréntesis la posiciéon del nucleétido adyacente.

AGACAGC

Nombre Secuencia5 a 3’ Residuos Descripcion
M13 GCT GAG GGT GAC(1381) AEGDDPAKA | Secuencia inicial de la proteina
Silvestre | GAT CCC GCAAAAGCG... p8 (madura)
F-H1 GCT GAG GGT GAC CAT AEGDHKKPS | Insercion de la secuencia H1
AAG AAG CCATCT AAG KSDPAKA entre los residuos 4 y 5
TCT (1382)GAT CCC GCA
AAA GCG
R-H1 CGCTTTTGC GGG ATC - Secuencia complementaria a F-
AGACTT AGATGG CTTCTT H1
ATG GTCACC CTCAGC
F-InsH1 AT ATATCT GC(1371) AGAG | AEGDHKKPS | Insercion de la secuencia H1
GGT GAC(1381) CAT AAG KSDPAKA entre los residuos 4 y 5 ademas
AAG CCATCT AAG TCT GAT del cambio de T porAen la
CCC GCAAAAGCG posicién 1372 para anadir el sitio
de restriccién Pstl
F-SusH1 | AT ATATCT GC(1371) A AEHKKPSKS | Inserciéon de H1 se entre los
GAG(1375) CAT AAG AAG DPAKA residuos 2 y 5 para sustituir los
CCATCT AAG TCT GAT CCC residuos 3 y 4, de esta manera
GCAAAAGCG evitar un aumento excesivo de
residuos en la p8. Se inserta
también el sitio de restriccion
Pstl.
R-L2 GGA AGC TGC AGC GAA - Regién complementaria al
AGA CAG CAT plasmido de la posicién 5872 a
la 5895
F-Q5 CCC TCT CAT TCT PSHSDPAKAA | La insercion de la secuencia
(1382)GAT CCC GCAAAA HHHPSHS fue entre los residuos
GCG GCC 2y 5 (EyD)de la proteina p8, lo
R-Q5 ATG ATG ATG CTC TGC AGC | MLSFAAEHH | que provoca la eliminacion de
GAA AGA CAG CAT CG H los residuos 3y 4 (G y D).
El cambio de A por T en el sitio
5878 fue para tener un sitio de
restriccion para Pstl.
F-InsH3 AT ATATCT GCA GAG GGT AEGDHHHPS | Insercién de la secuencia
GAC CAT CAT CAT CCC TCT | HSDPAKA HHHPSHS entre los residuos 4 y
CAT TCT GAT CCC GCAAAA 5
GCG
F-SusH3 | ATATATCT GCA GAG CAT AEHHHPSHS | Insercién de la secuencia
CAT CCC TCT CAT TCT GAT | DPAKA HHHPSHS entre los residuos 2 y
CCC GCAAAAGCG 5, sustituyendo los residuos 3 y
4.
F-Pstl GCTGTCTTTC GCT SFAAEGD Sustitucion de un solo nucleétido
GC(1371) AGAG GGT G para obtener un sitio de
restriccion para Pstl sin modificar
la secuencia de la proteina.
R-Pstl CACC CTC TGC AGC GAA - Cadena complementaria a la F-

Pstl.
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3.5 Biopanning
e Estabilidad del dihidroxilactatotitanato(IV) de bis-amonio (TIBALDH)
Antes de realizar el biopanning con el TiBALDH, se realiz6 un estudio de estabilidad del
complejo de titanio para asegurar el éxito del experimento. Se prepararon diluciones por
triplicado de TiBALDH, desde 2.0 M hasta 10 mM. Todas las soluciones fueron incubadas a
temperatura ambiente al menos 24 h y analizadas por dispersion dinamica de luz (DLS).
Para el estudio de la estabilidad en diferentes medios, se prepararon soluciones de TiBALDH
50 mM junto con los siguientes sistemas amortiguadores (0.1 M): acetato de sodio pH 4.5,
citrato de sodio pH 5.5, MES pH 6.0, fosfato de sodio (PB) pH 7.0, Tris pH 8.0. Y también se
usaron otros sistemas inorganicos no amortiguados (0.1 M): acido bérico (HsBO3s), sulfato de
sodio (Na2S04), nitrato de sodio (NaNO3) y cloruro de sodio (NaCl). Para estudiar el efecto del
pH se ajustaron soluciones acuosas de TiBALDH: una solucién a pH 4.0 con acido clorhidrico
2.0 M y otra a pH 8.5 con hidroxido de sodio 2.0 M. Después de 5 dias de incubacién a
temperatura ambiente se midié el tamafo de particula de todas las soluciones por DLS. Los
experimentos fueron por triplicado.
Se cuantifico el Ti(IV) soluble usando un método colorimétrico con Tiron (acido 4,5-dihidroxi-
1,3-bencenodisulfénico). Después de 5 dias de incubar las soluciones de TIBALDH 50 mM en
los diferentes medios, se mezclaron 10 uL de cada solucion junto con 190 uL de una solucién
de Tiron 5.0 mM en sistema amortiguado de acetatos pH 4.5. Se dejaron 24 h en reposo para
alcanzar el equilibrio, se midié la absorbancia a 380 nm en un NanoDrop (paso 6ptico 1.0 mm)
y se compard la absorbancia de cada solucién con la del TIBALDH 50 mM en agua pura.
e Biopanning
La metodologia para la seleccion de fagos con actividad biomineralizante se realizé de acuerdo
con el protocolo recomendado por el fabricante de las bibliotecas de péptidos expresados en
fagos de 12 y 7 residuos (New England BioLabs, Ph. D. Phage Display Libraries), modificando
la seccion del material objetivo:®”
1. Agregar el volumen de la biblioteca de fagos equivalente a 100 veces menos el
numero de clones de la biblioteca (10! ufp) a una solucién de 0.5 mL de TiBALDH
50 mM, en agua o solucion amortiguadora 0.1 M. Mezclar agitando suavemente y
dejar reaccionar por 5 dias.
2. Centrifugar a 13000 rpm por 10 minutos, descartar sobrenadante.
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13.
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Lavar el precipitado 3 veces con 0.5 mL de la solucion amortiguadora con 0.1% de
Tween 20.

Eluir los fagos con 1.0 mL de solucion amortiguadora de elucion (0.2 M glicina-HCI
pH 2.2, 1.0 mg/mL BSA) durante 15 minutos y posterior centrifugacion, recuperacion
del sobrenadante y neutralizacion con 0.15 mL de solucion amortiguadora de Tris
1.0 M pH 9.1.

Titular eluato.

Amplificar el resto del eluato en un cultivo de 20 mL de ER2738 (dilucion 1:100 de
un cultivo incubado durante la noche). Incubar 4.5 h a 37 °C, 200 rpm.

Centrifugar a 8000 rpm por 10 minutos a 4 °C. Transferir el 80% de sobrenadante
mas 1/6 de solucion de PEG-NaCl (20% de PEG y 2.5 M de NaCl). Dejar reposar
toda la noche a 4 °C.

Centrifugar el sobrenadante a 8000 rpm por 15 minutos a 4 °C. Descartar el
sobrenadante.

Resuspender el precipitado en 1.0 mL de Tris. Transferir a un tubo para
microcentrifuga y centrifugar a 13000 rpm por 5 minutos a 4 °C para separar residuos
celulares. Transferir el sobrenadante en otro tubo para microcentrifuga y afiadir 1/6
de PEG. Incubar 1 h a 4 °C. Centrifugar y descartar sobrenadante.

Resuspender nuevamente en 0.2 mL de Tris, titular.

Repetir dos veces los pasos 1 al 9 (ciclo de biopanning) utilizando la solucién del
paso 10. En el ultimo ciclo, la concentracibn de Tween 20 se duplica y no es
necesaria la titulacion del eluato.

Amplificar cada eluato vy titular para su posterior seleccion de clones (20 por cada
experimento).

Amplificar cada clon seleccionado, purificar ADN de doble cadena con el kit de

purificacion y secuenciar.

Todas las secuenciaciones de ADN fueron realizadas por Eurofins MWG Operon (Louisville,

KY).

3.6 Biomineralizacion de TiOz usando péptidos
Se eligieron los péptidos TN (TNWQALAYMQRH) y EN (ENHWSLSTLMSS) obtenidos del

biopanning. Los péptidos (pureza = 96%) fueron sintetizados por Biomatik (USA). La solucién
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inicial del péptido fue de 5.0 mg/mL en agua estéril. Se prepararon soluciones de TiBALDH 50
mM con diferentes concentraciones de péptido para determinar la concentracion éptima. Se
emplearon dos sistemas amortiguadores, Tris y acetatos 100 mM. Después de incubar las
soluciones por 24 h se recupero el producto por centrifugacion y se lavé una vez con la solucion
amortiguadora respectivo y dejé secar a temperatura ambiente. Se caracterizé por DLS,
microscopia electronica y espectroscopia infrarroja.

Para determinar la cantidad de TiO2 biomineralizado se cuantificé el Ti(IV) soluble por
colorimetria utilizando Tiron (acido 4,5-dihidroxi-1,3-bencenodisulfonico). Debido a que la
técnica es muy sensible, se prepararon muestras de TiBALDH 5.0 mM, siguiendo el mismo
procedimiento descrito anteriormente para biomineralizacion. Todas las muestras fueron

monitoreadas durante 5 dias para asegurar que la reacciéon fuera completa.

3.7 Sintesis de TiO2 mesoporoso

Al emplear el método sol-gel se consideraron las siguientes variables:
e Precursor de titanio

e Relacién molar Ti:M13

e Solvente

e Relacién molar Ti:cosolvente

° pH

e Concentracion del fago M13

Aunque a bajas temperaturas se puede controlar la reactividad de los alcéxidos de titanio, en
esta metodologia la temperatura no se tom6é como variable. Todos los experimentos se
realizaron a temperatura ambiente para simplificar la metodologia. EI método general para la

sintesis de TiO2 mesoporoso se muestra en la Figura 3.2.
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Figura 3.2. Esquema de la sintesis y caracterizacion de TiO2, mesoporoso usando el fago M13.

Al existir tantas variables, se propuso un método sistematico para optimizar las condiciones

experimentales sin necesidad de probar combinaciones de parametros excesivas. Este

meétodo, basado en el algoritmo genético, se detalla en la Figura 3.3.
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Figura 3.3. Diagrama de flujo que describe el método para optimizar la sintesis de TiO2 mesoporoso

considerando las variables mas importantes en la reaccion. En el recuadro se resumen los pasos mas

importantes del algoritmo genético.
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3.7.1 Precursores de TiO2

Se eligieron los alcoxidos y el lactato de titanio para emplearlos como precursores para la
sintesis de TiO2 mesoporoso. Los alcéxidos propuestos fueron el etdxido, propdxido,
isopropoxido y butdéxido de titanio. Como lactato de titanio se empled el reactivo comercial
dihidroxilactatotitanato(lV) de bis-amonio (TiBALDH, 50% en agua).

3.7.1.1 Isopropodxido de titanio
De acuerdo con la Figura 3.2, para la solucion del precursor de titanio se utilizé una mezcla de
isopropéxido de titanio:etanol con una relacién molar entre 1:1000 a 1:100 (31 mM a 310 mM
respectivamente), la cual se afadié en agitacién gota a gota a la solucion del fago con una
concentracion inicial desde 0.05 mg/mL a 6.0 mg/mL. Se dejé en agitacion por 10 minutos, se
centrifugd a 212000 rpm durante 10 minutos y se secdé a temperatura ambiente para
posteriormente calcinar a 500 °C durante 2 h usando una rampa de calentamiento de 1 °C/min.
La solucion del fago se mantuvo a pH neutro, mientras que la solucién alcohdlica fue acidificada
con HCI concentrado.
A continuacion, se detalla cada una de las consideraciones tomadas a partir del diagrama de
flujo de la Figura 3.3.

% Asignacion de variables:
Cosolvente, contraiones, pH, relacién molar Ti:p8, concentracién del fago M13, relacion molar
Ti:cosolvente.

% Variables independientes:
e Cosolvente
El cosolvente utilizado para retardar la reaccién del alcéxido (principalmente la hidrolisis)
generalmente es el alcohol derivado de su grupo alcoxi, por lo que al usar isopropéxido de
titanio lo comun es utilizar isopropanol. Aunque el fago es bastante resistente a diversos tipos
de ambientes quimicos, es mas resistente al etanol respecto al isopropanol, por lo que se
empled Unicamente etanol para las reacciones con el isopropéxido de titanio. La concentracion
maxima de etanol para las reacciones fue del 50%, considerando que esa concentracion es el
limite para mantener al fago ensamblado.
e Contraiones (sistemas amortiguadores)
En el caso de las reacciones con alcoxido no se utilizaron soluciones amortiguadoras, pues

impiden un buen control de la reactividad del precursor.5®
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° pH
El pH acido ayuda a la solubilidad de las especies de titanio permitiendo un control en la
condensacion de las redes de TiOz, por lo que se optd trabajar en condiciones acidas. Por otro
lado, los fagos M13, por su punto isoeléctrico, sélo pueden interaccionar favorablemente para
adoptar arreglos ordenados en ambientes con pH entre 4.7 y 5.5 (Figura 1.5). Tomando esto
en cuenta, se optd por acidificar la solucién del alcéxido con acido clorhidrico concentrado y
mantener la solucidn del fago a pH neutro de tal manera que la combinacién de las soluciones
diera un pH final dentro del intervalo de organizacién del fago. Bajo estas condiciones se
asegura que las especies de titanio en medio acido (con carga positiva) interaccionen
favorablemente con las proteinas p8 del fago (cargadas negativamente a pH >4.3).

% Variables dependientes:
e Relacion molar Ti:M13, Ti:p8
La relacion molar tedrica de Ti:M13 se obtuvo considerando el area superficial del virus
derivado del vector M13mp18 y el espesor de la pared del mesoporo deseado (Figura 3.4).
El &rea superficial del virus se calculd suponiendo una geometria cilindrica y sin considerar los
extremos:

A = ndl

Donde A es el area del virus, d es su diametro (6.5 nm) y | es la longitud del virus (995 nm). El
espesor de la pared mesoporosa para dicho calculo fue de 10 nm, el cual asegura una buena

estabilidad térmica.®”

D

Figura 3.4. Diagrama del poro que formaria el fago, donde la longitud (I) corresponde a la longitud del
fago, el diametro del poro (d) es igual al diametro del fago y el diametro del poro considerando las

paredes (D) es la suma del espesor de las paredes més el diametro del fago.

Por lo tanto, el volumen de TiOz que recubrira a cada fago se calcul6 con la siguiente ecuacion:

ml
— 2 _ 2
V——4(D d*)
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Donde D es el diametro del poro considerando el espesor de la pared de TiOz, 26.5 nm. Lo
cual da una cantidad de 5.1x1022 m3, que es equivalente a 14.7x10° moléculas de TiOz en
fase anatasa (3.8 g/cm3). Por lo tanto, la relacion molar maxima Ti:M13 sera 14.7x10%:1. O
bien, como hay 3150 proteinas p8 por cada fago M13mp18, la relacion molar Ti:p8 sera de
4.6x10%1. Para que la relaciéon molar sea comparable con los valores en la literatura, se
empleard unicamente la relacion Ti:p8, donde cada p8 podria considerarse una molécula de
tensoactivo que forma parte de una micela (en este caso, el fago).

El analisis cualitativo de titanio en la solucion de reaccion se llevé a cabo por
espectrofotometria utilizando un NanoDrop 2000 (Thermo Scientific). Se coloca un volumen
pequefio de la muestra (0.5-2.0 pL) entre dos fibras épticas fijando un paso 6ptico de 1 mm.
Las especies de Ti(IV) tienen gran absortividad a 400 nm por lo que el paso éptico es ideal
para este analisis.

e Concentracion del fago M13

A pesar de que a concentraciones altas los fagos se ordenan con arreglos esmécticos a
concentraciones superiores a 2.59 mg/mL, en la reaccidbn también se exploraron
concentraciones mas bajas debido a la alta reactividad del alcéxido de titanio en presencia del
fago. La concentracion del fago es dependiente de la relacion molar Ti:p8.

e Relacién molar Ti:cosolvente

Como ya se menciond, el solvente elegido para la solucion del precursor fue el etanol, por lo
gue la relacion molar se designara como Ti:OH. Esta relacion molar depende de la
concentracion del fago, ya que, a mayor concentracion del fago la cantidad de alcohol para
tener una concentracion del 50 % v/v es menor. Para la sintesis, se tomo la relacion molar
Ti:OH méxima soportada por el fago, que depende de la concentracion del fago y de la relacién

molar Ti:p8.

3.7.1.2 Dihidroxilactatotitanato(IV) de bis-amonio (TiBALDH)

Para formar el gel, se mezclé TiBALDH con la solucion de fago para tener una concentracion
final de 0.3 M. Se ajusté el pH = 11 con hidréxido de sodio (5 M) con agitacion vigorosa. Se
dejo reposar 24 h para consolidar el gel, posteriormente se secé a 60 °C y calcin6é a 500 °C
por 4 h.

Los detalles de las variables consideradas se presentan a continuacion:
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e Relacion molar Ti:p8

De la misma manera que para el isopropoxido de titanio, la relacion molar tedrica para la
formacion de mesoporos fue de Ti:p8 de 4.6x103:1.

e Solvente

El precursor es muy estable en ambientes acuosos, pero la presencia de solventes menos
polares como el etanol promueve la condensacion del TIBALDH. Por esta razén, todas las
reacciones con este precursor fueron solo en presencia de agua, lo cual evita también la
desnaturalizacion del fago.

e Contraiones (sistemas amortiguadores)

Dos sistemas amortiguadores fueron utilizados para la sintesis de TiO2 con TiBALDH, fosfatos
a pH 7.0 y tetraboratos a pH 9.0.

e pH

El pH fue ajustado con hidréxido de sodio 5 M para un valor > 10.

3.8 Caracterizacion de los 6xidos

3.8.1 Microscopia de transmisién electronica y difracciéon de electrones
El tamafio y cristalinidad de las particulas de TiO2 fue estudiado por microscopia de transmision
electronica (TEM) y difraccion de electrones usando un microscopio de transmisién electronica
(JEOL 2010). Las muestras fueron preparadas usando rejillas de cobre cubiertas con carbono
tipo B (para baja resolucion) o con carbono hueco (para alta resolucién) y malla de 300. Fueron
preparadas mezclando una pequefia cantidad de la muestra en agua y afadiendo 2-3 uL de
ésta sobre la rejilla dejando secar al aire.

3.8.2 Dispersion dinamica de luz
También se empled un equipo de dispersion dinamica de luz (ZetaSizer Nano ZSP, Malvern
Instruments) para determinar tamanos de particula a 25 °C en agua. Por medio de la ecuacién
de Stokes-Einstein se relaciona el radio hidrodinamico con el coeficiente de difusién de las
particulas. El coeficiente de difusién se calcula a partir de la dispersion dinamica de un haz de
luz (A=633 nm) debido al movimiento browniano de las particulas en solucién. El método fue
optimizado automaticamente por el software para cada muestra, a excepcion de las
mediciones de TiBALDH en agua cuya posicién del haz fue de 4.65 mm. El tratamiento de
datos fue con el modo “general purpose” del software. Todos los resultados que se presentan

fueron obtenidos a partir de la distribucién del tamano por intensidad.
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3.8.3 Difraccidén de rayos X
Para conocer si el TiOz2 sintetizado era cristalino se utilizo la difraccion de rayos X. Se utilizo
un equipo Bruker D8 Advance con radiacion CuKa (A=1.54 A) y un paso de 0.02° y t=7 s, los
datos se adquirieron entre 10-70° en 26.

El tamano de cristal de los solidos de TiO2 se calculd utilizando la ecuacion de Scherrer:

B KA
€= bcosf

Donde ¢ es el diametro medio del cristal, K es la constante de Scherrer (con valor de 0.9), A es

la longitud de onda de la radiacion de rayos X, b es el ancho del pico de difraccién a media
altura (en radianes) y 8 es el angulo de Bragg.
También se empled la difraccion de rayos X a angulo bajo para determinar si los mesoporos
en las muestras tenian un arreglo peridédico. La medicién de hizo con el equipo Bruker D8
Advance con un intervalo de 0.6 a 7° en 20, un voltaje de 30 kV y una corriente de 30 mA.

3.8.4 Espectroscopia infrarroja por trasformada de Fourier
Para conocer qué tipos de enlaces o grupos funcionales hay en la muestra, se utilizo la
espectroscopia infrarroja por transformada de Fourier. Las muestras se midieron en un equipo
Perkin ElImer modelo Spectrum GX con un aditamento para reflectancia total atenuada
GladiATR (Pike Tec.). El intervalo de medicion fue de v 4000-300 cm’, resolucion de 4 cm, y
promediando ocho mediciones.

3.8.5 Analisis térmico gravimétrico y calorimetria diferencial de barrido
La pérdida de peso respecto a la temperatura y el comportamiento térmico de las muestras se
analizé con ayuda de un equipo de analisis térmico gravimétrico y calorimetria diferencial de
barrido (TGA/DSC) Pyris Diamont (Perkin Elmer). La velocidad de calentamiento fue desde 1
a 10 °C/min de 25 °C hasta 1000 °C con flujo de aire usando una celda de platino.

3.8.6 Adsorcion de nitrégeno
Para determinar el area superficial especifica de los materiales se empled la técnica de
adsorcion de nitrégeno isotérmico con un equipo Micromeritics ASAP 2020. La muestra se
degasificd en vacio antes de la medicion (12 horas a 373 K). A 77 K se mide la cantidad de
nitrogeno adsorbido (y posteriormente desorbido) de la muestra en funcién de la presion
relativa del nitrégeno. La distribucion del tamafio de poro se determiné usando el algoritmo
NLDFT®8 en el software Autosorb 1 (Qantachrome). El area superficial especifica se calculd
usando el método BET (Brunauer, Emmett y Teller),%® tomando los volimenes adsorbidos entre

0.01 y 0.25 de presion relativa.
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Los detalles de los tipos de isotermas de adsorcién-desorcion y su relacion con la estructura

del material pueden consultarse en el Anexo 4.
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4 RESULTADOS Y DISCUSION

4.1 Modificaciéon genética del fago M13mp18

Mutagénesis

Con el objetivo de insertar genéticamente la secuencia de ADN que codifica al péptido H1
(HKKPSKS) para expresarlo en la proteina p8 del fago, se realizaron multiples variantes de
mutagénesis (PCR), usando distintos tipos de polimerasas y primers. Los productos de
mutagénesis fueron cuantificados y purificados por gel de agarosa y espectroscopia UV para
asegurar la calidad del ADN. A pesar de haber transformado dichos productos de mutagénesis,
siempre se obtuvieron resultados negativos para la insercion de la secuencia peptidica H1.
Aunque hubo formacioén de placas (presencia de fagos viables) en los cultivos con células
trasformadas, éstas resultaron ser siempre de fagos derivados del vector M13mp18 pristino.
Una de las posibles explicaciones para la nula modificacion genética es la pérdida de viabilidad
biologica en el ensamble de la proteina p8. Después de realizar una exhaustiva busqueda de
reportes con mutaciones similares, se encontré que en varios trabajos evitan el uso de lisina
para modificar el extremo N-terminal de la proteina principal. Esto debido a que el otro extremo
(C-terminal) tiene 4 residuos de lisina los cuales interaccionan electrostaticamente con los
fosfatos del ADN del fago, lo cual implica que el ensamble de la proteina depende
principalmente de fuerzas electrostaticas entre las cargas positivas de ese extremo y las
negativas de la cadena de ADN.”%"7 Por otro lado, también los codones pueden afectar la
expresion de la proteina en la bacteria. En E. colilos dos codones para lisina AAG y AAA tienen
una relacion de frecuencia de 1:3 respectivamente, por lo que la eleccidon de los codones para
lisina en los primers para la mutagénesis pudo haber influido en la expresion de la proteina.”
En contraste, el uso de homonucléotidos puede ser contraproducente en la transcripcién, como
lo es también un exceso de un mismo aminoacido, donde la disponibilidad de RNA de
transferencia limita su sintesis (tal es nuestro caso, dos lisinas son contiguas en la secuencia
H1 y un mismo residuo se repite 3 veces).”’- 7

Debido a lo anterior y con base en la literatura®®, se opto por sustituir los residuos de lisina por
histidina (de HKKPSKS a HHHPSHS). Ya que la histidina tiene un pKa cercano a 7 y en la
bacteria E. coli existe un ambiente ligeramente basico, por lo que los residuos no estarian

cargados positivamente y los fagos podrian ser viables.””
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Después de emplear estas nuevas consideraciones para la insercion del péptido H3
(HHHPSHS) a partir de los primers mencionados y asegurar que el producto de mutagénesis
no contenia ADN de fago silvestre por medio de la purificacion en gel de agarosa de los
fragmentos digeridos con Pstl, los resultados nuevamente fueron negativos. De manera similar
a los experimentos iniciales, a pesar de haber formacién de placas, no presentaron mutacion.
Como prueba de que la mutagénesis era exitosa y descartar su influencia en el producto de
transformacion, se propuso insertar el sitio de restriccion Pstl, el cual podria ayudar a identificar
a las mutantes. Se realiz6 una mutagénesis unicamente para cambiar el nucleétido A por T en
el sitio 1372 y posteriormente con la enzima Pstl comprobar la sustitucidén. En la Figura 4.1 se
muestra el gel de agarosa de 4 clones purificados después de la trasformacién, donde los
clones de los carriles 2, 3 y 5 fueron cortados por la enzima en dos regiones del vector, por lo
que se observan dos bandas, una de 2347 pb y la otra de 4902 pb; mientras que el clon del
carril 4 sélo fue cortado una vez y aparece la unica banda correspondiente a 7249 pb, es decir,
el tamafo original. Este nuevo vector con dos sitios de restriccion Pstl podria servir como
plantilla de mutagénesis. Este vector se podria emplear para distinguir entre fago silvestre y
los genéticamente modificados sin necesidad de secuenciar el gen, logrando descartar

rapidamente secuencias no viables.

Figura 4.1. Gel de agarosa de plasmidos purificados a partir de placas formadas después de una
transformacion. En el carril 1, marcador 1 kpb; carril 2-5 clones 1-4 después de digerir con Pstl; carril

6, clon 3 sin digerir.

La limitante al modificar genéticamente la capside del fago recae, por lo tanto, en la secuencia
a insertar, pues no hay una manera de asegurar que la mutacion propuesta sera viable. Asi,
es importante considerar el nUmero de cargas positivas en los residuos a insertar sin olvidar

que deben ser capaces de biomineralizar TiOz2.
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4.2 Biopanning

Hasta ahora, todas las secuencias reportadas afines a TiO2 y/o con actividad biomineralizante
tienen al menos un residuo basico (R, H, K) y su carga esta intimamente relacionada con el
rendimiento de biomineralizacion de TiO2.80-85 Si se quisiera utilizar el fago M13 modificado
genéticamente para que exprese esas secuencias, es necesario tener en cuenta que los
residuos con carga positiva en el extremo N-terminal de la proteina p8 del fago impiden su
viabilidad biolégica. Ademas, existe una alta probabilidad de que en la identificacion de nuevas
secuencias afines a TiOz los péptidos estén constituidos de residuos basicos debido a la gran
densidad electronica de los atomos de oxigeno sobre la superficie del 6xido. Esto reduce la
posibilidad de adaptar genéticamente la capside del fago M13 para su uso como plantilla en la
sintesis de TiO2.

Por lo tanto, es necesario buscar métodos que ayuden a identificar secuencias peptidicas con
pocos o ningun residuo basico, lo que permitiria insertarlo genéticamente en el fago M13 para
su uso en biomineralizacion. Para esto se utilizd una metodologia alterna para identificar
secuencias peptidicas biomineralizantes a partir de un biopanning. En vez de utilizar TiO2 como
material objetivo (blanco), usamos el precursor TIBALDH para promover la formacién de
nanoparticulas de 6xido de titanio. El uso de este precursor como blanco, permite identificar
secuencias que tengan actividad de biomineralizacién ademas de ser afines al material final.
Asi, si se forman particulas de TiOz, sera un indicativo de que existen fagos con secuencias
que catalizan la reaccion, las cuales podran interaccionar también con las particulas formadas.
Dichos fagos se podran recuperar de la solucion acuosa por centrifugacion para
posteriormente secuenciar su ADN y conocer las secuencias peptidicas expresadas sobre el
fago. Con esta metodologia se puede asegurar que las secuencias obtenidas del biopanning
tienen actividad de biomineralizacion con TIBALDH ademas de tener una gran probabilidad de
ser viables bioldgicamente cuando se expresen en la proteina p8, pues se restringe el

problema de las cargas positivas al no emplear el éxido de titanio como material de partida.

4.2.1 Estudio de estabilidad del TiBALDH
Antes de realizar el biopanning, fue necesario estudiar el comportamiento del TIBALDH bajo
diversas condiciones y asi elegir las mas adecuadas para el sistema. En primer lugar, se

estudié su comportamiento en agua utilizando dispersién dinamica de luz (DLS).
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Al medir el tamafo de particula de soluciones acuosas de TiBALDH a diferentes
concentraciones se observa una disminucién del tamafio de particula a medida que se diluye
el reactivo. El TIBALDH al 50 % (2.078 M) contiene particulas con tamafio promedio de 18.6
nm y cuando se diluye, el tamafo de particula decrece hasta llegar a un minimo de 5.1 nm,
Figura 4.2. Una posible explicacion a esta variacion de tamafio de particula es que se forman
distintos complejos de lactato-titanio dependiendo de su concentracion (polimerizacion). Esto
también podria explicar el por qué a partir del reactivo comercial, al 50 % en agua, no se puede
obtener un sdlido por evaporacion, pues a medida que se concentra, se polimeriza para
generar complejos cada vez mas grandes (su viscosidad intrinseca aumenta), formando una
red macroscoépica del complejo que impide la evaporacién total del solvente. La concentracién,
por lo tanto, es un factor muy importante para la reactividad del TIBALDH. De la Figura 4.2, se
puede notar que a concentraciones < 100 mM ya no hay variacion en el tamafio de la particula,

por lo que se eligié como concentracion estandar 50 mM.
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Figura 4.2. Variacion del tamafio de particula de TiBALDH respecto a su concentracion en agua.

Con el fin de asegurar que el medio de reaccion fuera optimo para los experimentos de
biopanning y evitar falsos positivos, se procedié a estudiar la estabilidad del TiBALDH en
presencia de diversos sistemas amortiguadores, aniones inorganicos y pH. La estabilidad se
estudidé también a partir de la variacion del tamafio de particula por DLS. Los resultados de
reactividad con los diferentes sistemas amortiguadores se muestran en la Figura 4.3, donde
los unicos sistemas que presentaron una variacion en el tamafo de particula del TIBALDH

fueron fosfatos (PB) y pH 8.5, lo que sugiere que hubo alguna reacciéon quimica con el medio.
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Figura 4.3. Tamano de particula en soluciones de TiBALDH en diferentes medios. La concentracion de

TiBALDH fue de 50 mM, la de los sistemas amortiguadores e inorganicos fue de 0.1 M.

Existen reportes donde los fosfatos y Tris promueven la reaccion del TiBALDH para la
formacién de TiO2,%" 8% sin embargo, en los resultados anteriores solo se observé cambios en
el sistema PB. Debido a esto, fue necesario estudiar mas detalladamente las condiciones que
aseguraran la seleccién de fagos con actividad catalitica y descartar la precipitacion debida a
los iones del sistema amortiguador. Asi, se realizaron nuevos experimentos de estabilidad del
TiBALDH con PB y Tris.

En la Figura 4.4 se muestra el tamano de particula de las soluciones de TiBALDH en PB a
diferentes concentraciones. Se observa que a concentracion de 0.1 M de TiBALDH, la
concentracion de fosfatos 0.01 M es suficiente para comenzar a reaccionar. Incluso, cuando
se eleva la concentracion de fosfatos los precipitados son tan grandes que hace inviable medir
su tamano por DLS. En contraste, cuando el TiBALDH tiene una concentracién de 1.0 M no
hay formacion de precipitados aun usando PB 0.1 M. Esta es una peculiaridad del TIBALDH,
a mayor concentracién su reactividad decrece, lo cual esta ligado con la polimerizacion del
complejo en las soluciones concentradas. Todas las soluciones en PB tuvieron casi nula
variacion del pH (7.0-7.4) incluso a concentracion 0.01 M de la solucién amortiguadora, por lo

que no hay influencia del pH en estos sistemas de reaccion.
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Figura 4.4. Tamano de particula del producto de TiBALDH a diferentes concentraciones en agua sola

(circulos) y en presencia de PB (triangulos), concentraciones de PB: 0.1, 0.05, 0.02 y 0.01 M.

Para estudiar la dependencia del estado de protonacion de los grupos fosfato se empled acido
fosforico. Al mezclar TiBALDH 50 mM con 0.1 M de &cido fosférico se obtuvo el mismo
resultado que con PB, formacion de precipitados. De esta forma se comprueba que la
presencia de fosfatos, independiente de su estado de protonacion, promueve la reaccion de
TiBALDH para formar 6xidos de titanio. Otro experimento para comprobar que cualquier grupo
fosfato reacciona con el TIBALDH fue usar ADN de doble cadena (vector M13mp18). Al anadir
el ADN, las particulas pequenas tipicas del TiBALDH desaparecen para dar lugar a
precipitados. Esto sucede siempre y cuando la concentracion de TiBALDH sea lo
suficientemente baja como para reaccionar totalmente con los fosfatos provenientes del ADN.
Cuando la concentracion de TiBALDH es 0.2 M aun se observa un pico correspondiente a las
particulas del precursor (Figura 4.5). En la Figura 4.6 se muestran micrografias de TEM del
producto formado usando el ADN y TiBALDH. Las estructuras del sélido formado se derivan
de morfologias del tipo ADN enrollado, ademas se observan planos cristalinos del 6xido de
titanio en fase anatasa. Estos resultados confirman la alta afinidad del TIBALDH con los grupos

fosfato que bajo condiciones adecuadas reaccionan rapidamente.
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Figura 4.5. Distribucion de los tamanos de las particulas formadas con el vector M13mp18 y TiBALDH

0.2 M (linea punteada) y 0.05 M (linea continua).

Figura 4.6. TiO, formado por la presencia de los grupos fosfato del vector M13mp18 (ADN doble cadena

circular).

Existen varios reportes donde se emplea el sistema amortiguador de fosfatos para las
reacciones de biomineralizacion con péptidos, sin embargo, como se observa en los
experimentos realizados aqui, el TiBALDH reacciona en presencia de fosfatos incluso a
concentraciones tan bajas como 0.01 M. Esto es importante ya que pocos trabajos donde
biomineralizan TiO2 usando TiBALDH mencionan su reactividad,®>8” mientras que otros
autores, a pesar de usar concentraciones de fosfatos suficientes para reaccionar con TiBALDH,
no mencionan nada al respecto.5' 82-84, 88-90

Cuando se utilizo el sistema amortiguador Tris, segun DLS, el tamafo de particula del TIBALDH

se mantuvo constante (Figura 4.2). Por lo que fue necesario encontrar otra manera de observar
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cambios en el sistema. Se optd por cuantificar las especies de Ti(lV) solubles como recurso
para relacionar la reactividad de Tris con TIBALDH. En la Tabla 4.1 se muestran los porcentajes
relativos de Ti(IV) de soluciones de TiBALDH con PB, Tris y agua. En PB la cantidad de
especies de titanio solubles es del 60%, debido a formacion y precipitacion de TiO2. Mientras
que en Tris la cantidad de especies de titanio solubles se mantiene constante, asegurando que
no existe reaccion entre TIBALDH y el sistema amortiguador Tris. De estos resultados se puede
considerar al sistema amortiguador Tris como un medio 6ptimo para realizar los experimentos

de biomineralizacion con péptidos.

Tabla 4.1. Porcentaje relativo de Ti(IV) soluble en soluciones de TiBALDH en amortiguador Tris y PB.

La concentracion inicial de TIBALDH fue de 50 mM, la de los amortiguadores 0.1 M.

Sistema amortiguador % relativo de Ti(IV) soluble

Agua 100.0£4.8
PB 60.8 £ 10.0
Tris 1004 £ 2.5

4.2.2 Biopanning usando TiBALDH

Para los experimentos de biopanning se eligid una solucion amortiguadora acida, neutra y
basica. Se seleccion6 al acetato de sodio, el PB (como control positivo) y el Tris, ademas de
agua desionizada como control negativo. Después de incubar la biblioteca de fagos en cada
uno de los sistemas durante 5 dias, centrifugar y lavar el precipitado (a simple vista fue
imperceptible en todos los casos), se plantaron los fagos eluidos del primer ciclo del
biopanning. En la Tabla 4.2 se muestra el resultado del primer ciclo del biopanning de cada
sistema. El resultado después del primer ciclo tuvo el mismo comportamiento con la biblioteca
de 12 y 7 residuos.

Era de esperarse que con PB se pudieran recuperar fagos, ya que por si solo el sistema
amortiguador reacciona con el TiBALDH para producir nanoparticulas de TiOz2 con las cuales
las secuencias de la biblioteca de fagos pueden interaccionan. Por el contrario, los demas
sistemas requerian que alguna secuencia de la biblioteca de fagos catalizara la formacion de
nanoparticulas de TiO2 para tener una superficie para interaccionar y recuperar fagos por

centrifugacion. De estos sistemas, el unico donde se logroé la recuperacion de fagos fue en Tris.
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Tabla 4.2. Sistemas empleados para el biopanning con TiBALDH 50 mM en 0.1 M de solucion
amortiguadora. Ambas bibliotecas de fagos (7 y 12 residuos) presentaron el mismo resultado en la
obtencion de placas.

Sistema pH Placas en el 1er ciclo
amortiguador de biopanning
Acetatos 4.5 No

Agua 7.0 No

PB 7.0 Si

Tris 8.0 Si

Al no obtener placas en los sistemas de acetatos y agua, no se prosiguidé con el segundo ciclo
en esos sistemas. Con PB y Tris después de los tres ciclos del biopanning se seleccionaron
20 clones de cada experimento para su secuenciacion y determinacién de el o los péptidos
consenso. La biblioteca de 7 residuos no tuvo consenso en ninguna secuencia, mientras que
en la de 12 residuos se obtuvieron 5 secuencias que se repitieron. La Tabla 4.3 contiene las
secuencias con mayor frecuencia en los experimentos de la biblioteca de 12-mer. Es
importante mencionar que en algunas secuencias ya no aparece la mutacién en la proteina
p3. Esto sucede cuando algunas mutantes son poco viables y se pierden al momento de

replicarlas o por la mayor rapidez de replicacién del fago silvestre.

Tabla 4.3. Secuencias con mayor frecuencia en los experimentos de biopanning.

Sistema
Clave Frecuencia Secuencia amortiguador pl*
DW 13 DWSSWVYRDPQT PBy Tris 4.47
TN 3 TNWQALAYMQRH PBy Tris 9.06
GL 3 GLHTSATNLYLH PBy Tris 7.38
T™W 2 TWYPNRPPILEL PB 6.25
EN 2 ENHWSLSTLMSS PB 5.50

*El  punto isoeléctrico (pl) fue calculado wusando el programa Protein Calculator:
http://www.scripps.edu/~cdputnam/protcalc.html

La secuencia con mayor frecuencia fue DW (DWSSWVYRDPQT) y aparecié en todos los
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experimentos. A simple vista seria una secuencia capaz de promover la formacion de TiO2 con
TiBALDH, pero en técnicas combinatorias como ésta, es comun hallar falsos positivos. Al hacer
una busqueda en la literatura se encontré que dicha secuencia ha sido reportada con afinidad
a diversos sistemas, entre ellos el polipropileno (material de los tubos utilizados en el
biopanning).®' De esta manera se descarté la secuencia con mayor frecuencia DW ademas de
la GLHTSATNLYLH que también ha sido hallada en algunos experimentos” pero no presentan
similitud con el sistema estudiado aqui.®>%® Por lo tanto, de las tres restantes, las secuencias
que se consideraron para experimentos de biomineralizacion fueron TN (TNWQALAYMQRH)
y EN (ENHWSLSTLMSS).

4.3 Biomineralizacion de TiO2 usando péptidos

De los resultados del biopanning se eligieron dos péptidos para estudiar su actividad
biomineralizante: TN y EN. Considerando los resultados antes mencionados, se realizaron los
experimentos de biomineralizacion de TiO2 con los péptidos y el TiIBALDH en medio
amortiguado con Tris y para comparar el efecto del pH se uso el sistema amortiguador de
acetatos.

En la solucion amortiguadora de Tris, ambos péptidos EN y TN fueron capaces de
biomineralizar TIBALDH a concentraciones = 2.0 mg/mL. Recordando que el péptido EN no
aparecié en el biopanning realizado con Tris, se hubiera esperado una baja actividad para
biomineralizar a estas condiciones. Sin embargo, en la Figura 4.7 se muestra como en
presencia de Tris, ambos péptidos TN y EN a 2.0 mg/mL provocan un incremento similar en el
tamafno de particula que con el tiempo las particulas precipitan. Los productos de
biomineralizacion fueron analizados por TEM, donde se puede observar resultados muy
similares entre los dos péptidos. En ambos se observan nanoparticulas con planos cristalinos
que corresponden a la fase anatasa (Figuras 4.8a, b). Aunque a pH 8.0 el péptido TN tiene
carga positiva y el EN carga negativa (Figura 4.9), no se observé diferencia en el producto de
biomineralizacion, lo que podria sugerir que la reaccion no depende del estado de protonacion
de los residuos basicos.

* No obstante, en el transcurso de este trabajo, se publicé un articulo donde hallaron esta secuencia
con afinidad a iones de tierras raras como el Nd** (ChemistrySelect 2016, 1 (11), 2712-2716) por lo que
si podria emplearse esa secuencia para la sintesis de TiO-.
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Figura 4.7. Distribucion del tamaro del TIBALDH 50 mM en Tris (linea punteada), y en presencia del

péptido TN (linea discontinua) y el péptido EN (linea continua).

Figura 4.8. Imagenes de TEM de las muestras de TiO, biomineralizado usando TiBALDH en solucién
amortiguadora de Tris y el péptido a) TN y b) EN.

La influencia del pH y los estados de protonacién se estudiaron empleando el sistema
amortiguador de acetatos. Cuando los péptidos en presencia de acetatos se mezclan con
TiBALDH se observa un incremento evidente en el producto de biomineralizacion. Ambos

péptidos generan un precipitado cuyo tamafio hace imposible su caracterizacién por DLS. En
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este sistema de acetatos el péptido TN pudo precipitar TiO2 incluso a concentraciones de 0.5
mg/mL mientras que el péptido EN precipitd el TIBALDH a concentraciones = 2.0 mg/mL. La
menor actividad de biomineralizacidn del péptido EN podria explicarse con el punto isoeléctrico
(pl). El péptido EN tiene un pl de 5.5, por lo que a pH 4.5 tiene menor carga positiva que el
péptido TN, entonces su actividad en ambientes acidos esta relacionada al estado de

protonacion de los residuos mas acidos. Ver Figura 4.9.

Cargallel

12

pH

Figura 4.9. Distribucion de la carga vs pH de los péptidos elegidos para biomineralizar TiO2. En circulos,
el péptido TN (TNWQALAYMQRH), en cuadros, el péptido EN (ENHWSLSTLMSS). Calculadas con el
programa Protein Calculator.

Los residuos de los péptidos que cambian su estado de protonacion cuando pasan de pH 8.0
(Tris) a 4.5 (acetatos) son el glutamato e histidina en el caso de EN y arginina e histidina para
el TN. Ambos tienen histidina, asi que el estado de protonacion de la histidina es el mismo en
ambos péptidos, por lo que la diferencia en la reactividad de los péptidos en acetatos puede
atribuirse al glutamato en EN que a pH 4.5 se protona, lo que vincula su descenso de actividad
de biomineralizacion. Un estudio de dinamica molecular de los péptidos podria ayudar a
explicar también su reactividad en términos de flexibilidad y accesibilidad a sus grupos
funcionales.

Finalmente, los espectros de infrarrojo de los 6xidos obtenidos con los péptidos EN y TN se
muestran en la Figura 4.10, donde se puede observar la banda caracteristica de los enlaces
Ti-O por debajo de los v 800 cm-'. También se observa que las muestras preparadas en
presencia de Tris presentan una banda en vV 1045 cm™" que corresponde a enlaces C-O en

alcoholes debido posiblemente a las moléculas remanentes del sistema amortiguador. En
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todas las muestras hay bandas asignadas al péptido, aunque la intensidad varia dependiendo
la muestra, siendo los obtenidos con EN los mas intensos lo que implicaria mayor afinidad al
TiO2. Las bandas a v 1615 y 1530 cm™! corresponden a las bandas amida | (tension de C=0)
y amida Il (flexion de N-H y tension de C-N) respectivamente. A 7 1400 y 2930 cm" aparecen
bandas correspondientes al enlace C-H y finalmente otra a v 3270 cm-" originada por la tension
de enlaces N-H de los grupos amina y amida.®* Todas las bandas de amida | aparecen en la
region de estructuras beta intermolecular (v 1610-1625 cm™), tal vez provocada por la

interaccién del péptido con la superficie del TiO2.
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Figura 4.10. Espectros de infrarrojo del TiO, biomineralizado usando el péptido TN en: a) Tris y b)

acetatos; y usando el péptido EN en solucion amortiguadora de: c) Tris y d) acetatos.
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4.4 Sintesis de TiO2 mesoporoso

4.4.1 Precursores de TiO2

El método sol-gel con alcéxidos de titanio permite una gran versatilidad en la eleccidn de los
parametros de sintesis de TiO2. Sin embargo, las condiciones en las que se realiza la reaccion
deben ser minuciosamente seleccionadas para lograr un buen control en la sintesis debido a
la alta reactividad de los alcoxidos. Utilizar moléculas que sirvan de ligantes para guiar la
sintesis es una alternativa comun en la obtencion de 6xido de titanio. Sin embargo, moléculas
complejas como las proteinas, cuya diversidad de grupos quimicos es grande, complica la
seleccidn de las condiciones de sintesis. De esta manera, la correcta delimitacion de las
variables del método sol-gel es crucial para obtener el material deseado.

En este trabajo se propuso emplear el fago M13 como plantilla biolégica para la sintesis de
TiO2 mesoporoso. La primera opcion para esta sintesis fue adaptar los grupos quimicos de la
capside del fago a través de una modificacion genética para que su reactividad con el titanio
fuera controlada. Al no poder modificar la capside del fago, se prob6 adaptar la solucién de
alcoxido para que las especies de titanio interaccionaran especificamente al ambiente quimico
del fago.

Asi, la sintesis de TiO2 mesoporoso se realizd a partir de dos precursores diferentes. En primer
lugar, se us6 el método sol-gel tradicional con isopropoxido de titanio, y como segunda opcion
se empled el precursor estable en agua TiBALDH. Para esta sintesis se probaron diferentes

rutas para su condensacion.

4.4.1.1 Isopropoxido de titanio

El punto de partida para la reaccion de sol-gel fue la seleccion del alcoxido. El etdoxido y
propoxido de titanio son precursores muy reactivos por lo que fueron descartados. El butéxido
es menos reactivo que el isopropoxido, sin embargo, al hidrolizarse se genera butanol como
producto de reaccion, el cual a bajas concentraciones es capaz de desnaturalizar el fago. Por
esta razon soélo se empled el isopropoxido de titanio.

Siguiendo la metodologia propuesta (Figura 3.3), se fijaron valores de las variables
independientes y se comenz6 proponiendo valores de las dependientes. El orden de
dependencia de las variables fue el siguiente: Ti:p8<[M13mp18]<Ti:OH. A continuacion, se
detalla cada uno de los ciclos realizados para la optimizacién, para mejor claridad se resaltan
en negritas los parametros propuestos en cada ciclo:
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e Ciclo1
Parametros teodricos iniciales:
Clave pH de la soluciéon del Relacion Concentracion de la solucién Relacién
alcoxido de titanio molar Ti:p8 del fago M13/(mg/mL) molar Ti:OH
C1la 0.5 103:1 0.1 1:103
C1b 0.5 103:1 4.0 1:25
Resultados:

Se probo agregar la solucién del fago a la solucion del alcoxido, pero inmediatamente se forma
un aglomerado debido a la lenta difusion del virus en la solucién alcohdlica. Por esta razén, se
establecio que la solucion del alcoxido fuera agregada a la solucion del fago en agitacion.
Con la concentracion de 4.0 mg/mL la homogenizacién de la muestra C1b no fue posible, la
reaccion fue muy rapida a pesar de tener un pH de 0.5. Por otro lado, la solucién de 0.1 mg/mL
permitié un buen control en la condensacion de las especies de titanio y el fago reaccioné sin
aglomerarse. Sin embargo, el resultado fue la formacién de microcristales de TiO2z sin lograr
cubrir los fagos completamente (Figura 4.11). Otro inconveniente fue que al usar un pH de 0.5
para la solucién del alcoxido, el pH final de la solucién de reaccién de Clay Cl1b fue alrededor
de dos, el cual es un valor extremo para la estabilidad del fago. También hubo un exceso de
especies de titanio en la solucion de reaccién por lo que es posible utilizar una relacién molar
Ti:p8 menor, lo que permitiria también ajustar la relacién molar Ti:OH y el pH final.

Como ya se menciono, los fagos pueden ordenarse en funciéon de su concentracion, mientras
mas concentrada la solucion de fago mejor su ordenamiento tridimensional, lo cual es una
ventaja para su uso en la sintesis de mesoporos ordenados. Sin embargo, emplear
concentraciones altas de fago en esta sintesis tiene la desventaja de limitar la relacion molar
OH:Ti, por lo que el alcoxido no se puede diluir suficiente para evitar la reaccion rapida y
localizada. En la Figura 4.12 se muestra la relacion maxima de OH:Ti considerando que el fago
soporta hasta un 50% de etanol en agua. La opcidon mas sencilla para emplear soluciones mas
diluidas de alcoxido y mejorar su difusion en la solucién del fago es disminuir la relacion molar
Ti:p8.
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Figura 4.11. Micrografias por TEM del producto de la sintesis Cla. La concentracién del fago fue de
0.1 mg/mL.
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Figura 4.12. Relacién molar maxima de OH/Ti para la sintesis de TiO2 mesoporoso en funcién de la
concentracion del fago. En cuadros la correspondiente al emplear la relacion molar Ti:p8 10%:1 y en
circulos si se emplea la relacion Ti:p8 100:1.
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e Ciclo 2
Parametros experimentales optimizados:
Clave pH de la solucion del Relacion Concentracion de la solucién Relacién
alcoxido de titanio molar Ti:p8 del fago M13/(mg/mL) molar Ti:OH
C2a 2.0 100:1 0.1 1:103
C2b 2.0 100:1 1.0 1:103
Resultados:

Usando concentraciones de fago 0.1 y 1.0 mg/mL permiti6 homogenizar la solucion. En las
soluciones de C2a y C2b no se observaron especies de titanio en el sobrenadante después de
la reaccion, por lo que se evita un exceso de titanio asegurando que todo el alcoxido reacciona
con el fago. Sin embargo, el pH final fue de 3.1 que es menor al pl del fago y provoca su
aglomeracién. Cuando se realizé la reaccidn sin alcoxido se pudo apreciar la aglomeracién del
fago durante la adicién del alcohol acidificado, lo que impediria la buena distribucion del
tamano de los poros. Una posibilidad para controlar la variacion del pH es disminuir el volumen
de la solucién del alcéxido (relacion molar Ti:OH).

Por otro lado, cuando se realiza la reaccion sin usar el fago se forma un sol estable, lo que
asegura que el fago interacciona especificamente con las especies de titanio para formar TiOo.
Esto prueba que el alcéxido en condiciones acidas sélo reacciona en presencia de fago,
evitando la formacién desperdigada de particulas. La reaccion de condensacién promovida por
el fago puede ser provocada por los grupos laterales de los residuos expuestos al solvente. En
las Figuras 4.13a y b se muestra la forma en que se ensamblan las proteinas p8 para formar
la capside del fago. En color cian se muestran los residuos que estan mas expuestos al
solvente, incluso, estos residuos estan tan libres que no tienen estructura alfa hélice lo que
provoca que el diametro del fago sea de hasta de 8.0 nm. En la Figura 4.13c se muestran los
residuos 1-8 (AEGDDPAK-) con grupos amino (del N-terminal de alanina y grupo lateral de
lisina) que al estar protonados, pueden interaccionar con las especies de titanio hidrolizadas
cargadas negativamente, ademas de que, los grupos carboxilo (del glutamato y aspartato)
pueden sustituir a un grupo alcoxi para coordinar al titanio provocando un incremento en su
reactividad.56 9

En los ciclos posteriores también se realizaron experimentos sin fago como control negativo.

En todas las reacciones usando los nuevos parametros optimizados, se obtuvo siempre un sol
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similar y no se observé precipitacion incluso después de una semana.

Figura 4.13 a) y b) Representacion del empaquetamiento de la proteina p8 formando la capside del

fago (PDB 2MJZ), en morado los residuos internos, en cian los residuos expuestos. c) Detalle de los
ocho primeros residuos de la proteina p8 los cuales estan expuestos al solvente. Las flechas
horizontales indican los grupos carboxilo de las cadenas laterales, las flechas verticales indican los
grupos amino. Los atomos de hidrogeno fueron omitidos para mayor claridad. Visualizaciones

realizadas con VMD.®6

e Ciclo3
Parametros experimentales optimizados:
Clave pH de la solucion del Relacion Concentracion de la solucién Relacién
alcoxido de titanio molar Ti:p8 del fago M13/(mg/mL) molar Ti:OH
C3a 1.0 100:1 0.1 1:100
C3b 2.0 100:1 0.1 1:100
Resultados

Al usar el pH de 2.0 para la soluciéon de alcoxido en la muestra C3b dio como resultado un pH
final de 6.5, un valor fuera del intervalo de ordenamiento del fago. Por otro lado, los parametros
usados para la reacciéon C3a permitieron que la solucién final tuviera un pH de 5, que es un
valor mas adecuado para el control de la organizacién del fago. Con estas condiciones, el
alcoxido de titanio reaccion6 totalmente con el fago y permitié la homogenizacion de la
reaccion.

Después de obtener los sélidos en este ciclo fue necesaria la remocién del fago por medio de
calcinacion. Para asegurar la completa remocién del fago, se estudié la descomposicion del
fago por analisis térmico gravimétrico (TGA). En la Figura 4.14 se muestra los termogramas
del fago derivado del vector M13mp18 donde se comparan dos velocidades de calentamiento,
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5 °C/min (linea discontinua) y 1 °C/min (linea continua) cuya pérdida de masa organica fue del
97 % y 98 % respectivamente. La pérdida de masa no es completa pues el fago contiene
grupos fosfato de la cadena de ADN, el cual representa alrededor del 3.8 % en masa.

En ambos experimentos se observan dos temperaturas donde se pierde la mayor parte de
materia organica. La primera entre 250-350 °C donde se pierde entre 50-60 % de masa debido
a la combustién parcial de la capside del fago. La segunda caida de masa sucede a 450 °C y
600 °C cuando se calienta a 1 y 5 °C/min respectivamente, esta pérdida corresponde a la
calcinacion total de las proteinas de la capside junto al ADN de cadena sencilla. Se puede
observar que la calcinacion total de ADN en la muestra calentada a 5 °C/min se logra hasta
900 °C debido a su alta estabilidad térmica, consecuencia de su efecto retardante de la
combustion.%”

Con base en los resultados anteriores, se probaron dos temperaturas de calcinacion, 450 °C y
500 °C a una velocidad de calentamiento de 1.0 °C/min. El TiO2 calcinado a 450 °C por 4 h
aun conservaba materia organica, mientras que el de 500 °C quedo libre de materia organica
incluso manteniéndolo solo por 2 h. Estas ultimas condiciones fueron las que se consideraron

Optimas para la remocién del fago en las reacciones posteriores.
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Figura 4.14. Termograma de la descomposicién del fago derivado del vector M13mp18 a una velocidad

de calentamiento de 1.0 °C/min (linea continua) y 5.0 °C/min (linea punteada).

Después de su calcinacion, la muestra C3a fue analizada por adsorcidén isotérmica de

nitrogeno. El area superficial especifica de la muestra fue de 131.5 m?/g, lo que sugiere una
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optima encapsulacion del fago en todo el material. En la isoterma de adsorcion correspondiente
al tipo IVa (Figura 4.15a) se observa un ciclo de histéresis del tipo H2b debido a la
mesoporosidad, donde el proceso de desorcion esta afectado por efectos de bloqueo a lo largo
del poro. La muestra C3a presentd una distribucion del tamafo de poro estrecha (Figura
4.15b), con un diametro medio de poro de 6.1 nm que concuerda con el diametro del fago
(Figuras 4.13 by d).

Una caracteristica singular de este material es que a baja presion relativa practicamente no
hay adsorcion. Esto implica que el material presenta nula microporosidad y el area superficial
especifica es exclusivamente correspondida a los mesoporos. Esta caracteristica es
importante, pues en la mayoria de las sintesis de TiOz2 por plantilla suave, la microporosidad
representa un porcentaje considerable del area superficial del material, pero no es util en
cuestiones de difusion de moléculas (area muerta).

Asi, al utilizar fagos como plantilla semirrigida se evita la formacion de microporos, a diferencia
de cuando se emplean tensoactivos, donde algunas moléculas sin arreglo micelar quedan
atrapadas en la red del 6xido provocando cavidades microporosas. El fago, por tener un arreglo
muy estable, no se desensambla permitiendo que se formen Uunicamente mesoporos como se
observa en las distribuciones de poro.

La opcion generalmente utilizada hoy por hoy para evitar la microporosidad es la sintesis por
plantilla rigida. Sin embargo, el método de plantilla rigida exige tener un material mesoporoso
de partida, lo cual complica el proceso de sintesis, por lo que el fago podria ser una mejor

alternativa como plantilla semi-rigida para evitar microporosidad indeseada.
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Figura 4.15. a) Isoterma de adsorcién de nitrégeno y b) distribuciéon del tamaro de poro de la muestra

C3a. El area superficial especifica de la muestra fue de 131.5 m?/g.
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e Ciclo4
Parametros experimentales optimizados:
Clave pH de la solucion del Relacion Concentracion de la solucion Relacion
alcéxido de titanio molar Ti:p8 del fago M13/(mg/mL) molar Ti:OH
C4a 1.0 250:1 0.1 1:100
C4b 1.0 500:1 0.1 1:100
Resultados:

En el ciclo anterior no hubo exceso de alcoxido de titanio, por lo que se probé aumentar la
relacion molar Ti:p8 para asegurar que los fagos estuvieran totalmente cubiertos de éxido de
titanio.

Cuando se realizé la reaccion C4b, la condensacion del titanio sucedio rapidamente al contacto
con el fago, sin embargo, en la solucién aun quedaron especies de titanio sin reaccionar. La
pérdida de masa organica determinada por TGA fue s6lo del 16.5 %, indicando que muy pocos
fagos quedaron atrapados en el 6xido. Esto se confirma con la isoterma de adsorcién de
nitrogeno de la que se calculd un area superficial de 26.0 m?/g, menor a la que se obtuvo en
el ciclo anterior con la misma concentracién de fago (Figura 4.16).

En el caso de C4a, la reaccion es mas lenta y la cantidad de masa organica en el sélido fue
del 86.3 % lo que indicaria un mejor atrapamiento de fagos en el material y una mayor area
superficial especifica. Sin embargo, el area superficial especifica obtenida por adsorcion de
nitrogeno fue de 38.42 m?/g (Figura 4.17a), similar a la de C4b, aunque en C4a la histéresis
estd mejor definida y se puede clasificar como del tipo H1 tipico de poros cilindricos abiertos
por ambos extremos, que se corresponde con la geometria del fago. La mesoporosidad de la
muestra C4a se observd por TEM (Figuras 4.17c, d), donde se distinguen arreglos
mesoporosos de 8.0 nm. Esto prueba que los arreglos tridimensionales del fago pueden servir
para obtener mesoporos ordenados. No obstante, la microscopia electrénica da un resultado
muy local de la muestra. Si observamos la distribucién del tamano de poro por adsorcion de
nitrogeno, a pesar de dar un tamafio medio de poro de 10.5 nm, la distribucion del tamarfo de
poro se extiende hasta tamafos de 25 nm (Figura 4.17b) por lo que los mesoporos ordenados
de las Figuras 4.17c y d son sélo una parte de la muestra mesoporosa heterogénea.

Para mejorar la distribucidén del tamafio de poro, se podria regular la reactividad incrementando

un poco la cantidad de alcohol sin que afecte el pH final.
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Figura 4.17. a) Isoterma de adsorcién de nitrégeno y b) distribuciéon del tamano de poro de la muestra

C4a. c) y d) Micrografias por TEM de la muestra C4a, se observan patrones de mesoporos ordenados

de 8.0 nm de diametro.
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e Ciclo5
Parametros experimentales optimizados:
Clave pH de la solucion del Relacion Concentracion de la solucién Relacién
alcoxido de titanio molar Ti:p8 del fago M13/(mg/mL) molar Ti:OH
Cba 2.0 250:1 0.1 1:250
C5b 2.0 250:1 0.5 1:250
Resultados:

Al aumentar la relacion molar Ti:OH, a simple vista, mejoré la homogeneidad de las reacciones.
El pH 2.0 en la solucién de alcoxido permitié tener un valor final de pH en la reaccién de 5.0
por lo que es un valor adecuado para la organizacion del fago. Al final de la reaccién C5a, con
la relacion molar Ti:p8 250:1, existe un exceso de especies de titanio en solucion. Es decir, a
pesar de tener una relacion molar alta, el exceso de titanio permanece en solucion, sugiriendo
que las reacciones de condensacion del titanio estan controladas por el fago, pues al cubrir
totalmente su superficie, la reaccién ya no puede ser catalizada.

Enlas Figuras 4.18a y b se muestran las isotermas de adsorcién de nitrogeno del TiO2 obtenido
de C5ay C5b respectivamente. Aunque el area superficial de ambas muestras fue similar (72.3
y 59.0 m?/g), hay una clara diferencia en la distribucion del tamafio de poro. Cuando la
concentracion fue de 0.5 mg/mL (muestra C5b) la distribucién del tamafio de poro no es
homogénea (Figura 4.18d), mientras que al usar la concentraciéon mas baja (C5a) se obtiene
una distribucién del tamano de poro con tamafo medio de 11.7 nm (Figura 4.18c). Este
diametro es mayor al del fago, lo que podria indicar que aun existe aglomeracion entre ellos.
El ciclo de histéresis de esa muestra es del tipo H1, indicando que no hay obstruccion en los

poros, siendo una buena caracteristica para materiales porosos empleados en catalisis.
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Figura 4.18. Isoterma de adsorcion de nitrégeno y distribucién del tamafo de poro de las muestras: a)
y ¢) C5a; b) y d) C5b.

e Ciclo6
Parametros experimentales optimizados:
Clave pH de la solucion del Relacion Concentracion de la solucion Relacion
alcéxido de titanio molar Ti:p8 del fago M13/(mg/mL) molar Ti:OH
Cba 1.5 250:1 0.1 1:250
C6b 1.0 100:1 1.0 1:250
Cé6e 1.0 100:1 3.0 1:250
Ced 1.0 100:1 4.0 1:250
Cbe 1.0 100:1 6.0 1:150
Resultados:

Se probaron concentraciones altas de fago para asegurar su arreglo tipo cristal liquido y asi
obtener mesoporos ordenados. Para ello, al usar la concentracién de 6.0 mg/mL (muestra C6e)

la relacion molar de Ti:OH tuvo que disminuirse de acuerdo con la Figura 4.12.
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Desafortunadamente, cuando las concentraciones de fago son mayores a 1.0 mg/mL la
reaccion sucede rapidamente provocando que el area superficial especifica de los materiales
obtenidos disminuya al incrementar la concentracion de fago, de tal forma que se obtienen
areas de 55.4,51.6 y 22.0 m?/g para las concentraciones 3.0, 4.0 y 6.0 mg/mL respectivamente.
Por el contrario, el area superficial especifica aumenta al usar menor concentracion de fago,
obteniendo areas superficiales especificas de 67.0 y 85.0 m?/g para muestras C6b y C6a
respectivamente.

Las isotermas de adsorcion de nitrégeno de las muestras C6b, C6c y C6d tuvieron un
comportamiento similar (Figuras 4.19b, e y f). Todas adsorben incluso a presion relativa de 1
indicando la existencia de macroporos, los cuales, por tener un ciclo de histéresis del tipo H3,
podrian estar formando poros entre placas. Por lo contrario, la muestra C6a presenta un ciclo
de histéresis del tipo H1, producida por mesoporos cilindricos abiertos por ambos extremos
(Figura 4.19a). De las isotermas de adsorcién, a simple vista se puede suponer que la
distribucion del tamafio de poro en la muestra C6a es la mas homogénea.

En la Figura 4.19c se muestra la distribucion del tamafio de poro de la muestra C6a. Dicha
distribucion es bastante estrecha, dando un diametro medio de poro de 8.2 nm que concuerda
con el diametro maximo del fago y con las imagenes de TEM del ciclo 4 (Figuras 4.17c y d).
Con respecto a las muestras preparadas con solucion de fago mas concentradas (C6b-C6d),
la distribucién del tamafio de poro se vuelve mas amplia (Figuras 4.19d, g y h). Esta dispersion
en la distribucion del diametro de poro se genera por la alta reactividad de los fagos con el
precursor. La velocidad en que suceden las reacciones de condensacién es mucho mas rapida
que la difusién del precursor, impidiendo que las especies de titanio alcancen los sitios internos
entre fagos y provocando la encapsulacion de manojos de fagos en la red de 6xido de titanio,
generando la formacién de macroporos. Cuando se usa una concentraciéon muy alta del fago
(C6e), la isoterma del sdlido formado es tan irregular que ni siquiera es posible asignar una

distribucion del tamafio de poro (no mostrada).
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Figura 4.19. Isotermas de adsorcion y distribucién del tamano de poro de las muestras: a), c) C6a; b),
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En el ciclo 4 se pudo observar regiones mesoporosas ordenadas, por lo que en este ciclo se
utilizé la difraccion de rayos X a angulo bajo para caracterizar los materiales obtenidos. Esta
técnica, a diferencia de la microscopia electronica, permite saber si los arreglos porosos
existen en la mayor parte del material. Se analizaron todas las muestras, sin embargo, ninguna
presento picos de difraccion a angulo bajo, indicando que no existe un ordenamiento de los
poros en todo el material. Al aumentar la potencia del haz de rayos X en la muestra C6c se
logré ver un pequeno pico a 1.18° en 20 (Figura 4.20), quizas por la presencia de regiones
dispersas de poros ordenados (como las vistas por TEM en Fig. 4.17), pero por la intensidad
del pico de difraccidn, el arreglo mesoporoso no es definido.

Aunque la organizacion del fago mejora a concentraciones = 0.1 mg/mL, con el método de
sintesis empleado aqui no fue posible obtener mesoporos con tamafios homogéneos con esas
condiciones. Por lo tanto, se puede concluir que la concentracion maxima del fago para la

sintesis de mesoporos homogéneos de TiO2 utilizando alcéxidos de titanio es 0.1 mg/mL.

1.18°

Intensidad/u. a.

1.0 1.5 2.0 25 3.0 3.5 4.0
20/deg

Figura 4.20. Patron de difraccion de rayos X a bajo angulo de la muestra preparada con soluciéon de

fago C6c.
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e Ciclo7
Parametros experimentales optimizados:
Clave pH de la solucion del Relacion Concentracion de la solucién Relacién
alcéxido de titanio molar Ti:p8 del fago M13/(mg/mL) molar Ti:OH
C7a 2.0 100:1 0.1 1:500
C7b 1.5 250:1 0.05 1:250
Resultados:

Para corroborar que la distribucion del tamano de poro es producto del diametro de fagos
individuales se probd usar la concentracion de solapamiento (C*), la cual asegura que las
particulas del soluto no interaccionan entre ellas. Se realiz6 la sintesis con la concentracion de
solapamiento de los fagos Ff (0.05 mg/mL)®® conservando la relacion molar Ti:OH de 1:250
(muestra C7b). También se probo incrementar la relacion molar Ti:OH a 1:500 manteniendo la
concentracion de 0.1 mg/mL para mejorar la difusion del alcéxido en la solucién (muestra C7a).
El resultado de adsorcion de nitrogeno mostrdé que el tamafio medio de poro para ambas
muestras fue de 8.2 nm (Figuras 4.21 c y d), igual al obtenido en la muestra C6a en el ciclo
anterior. El area especifica fue de 83.3 y 77.6 m?/g para la muestra C7b y C7a respectivamente.
Este resultado demuestra que el fago incluso a 0.1 mg/mL esta lo suficientemente diluido y el
tamafno medio de poro de 8.2 nm proviene de un solo fago, descartando cualquier
aglomeracion.

De estos resultados también se comprueba la reproducibilidad del método de sintesis incluso
al usar diferentes condiciones. El ciclo de histéresis de las isotermas de ambos materiales es
del tipo H1, indicando que los poros tienen buena difusién, sugiriendo que las paredes de los

poros evitan su colapso (Figuras 4.21 ay b).
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e Ciclo 8
Parametros experimentales optimizados:
Clave pH de la solucion del Relacion Concentracion de la solucion Relacion
alcéxido de titanio molar Ti:p8 del fago M13/(mg/mL) molar Ti:OH
C8a 1.2 100:1 0.1 1:250
Resultados

Al no haber diferencia al usar la concentracion de fago de 0.1 y 0.05 mg/mL se probé realizar
la reaccion con las condiciones de sintesis del ciclo anterior donde se uso la concentracion de
solapamiento, pero ahora con una solucion de fago 0.1 mg/mL.

El material obtenido tuvo un area superficial especifica de 130 m?/g y un didmetro medio de
poro de 6.1 nm, resultados practicamente iguales a los obtenidos en el ciclo 3 (muestra C3a).
Esto evidencia también la reproducibilidad en la sintesis de poros de diametro de 6.1 nm

incluso usando diferentes relaciones molares de Ti:OH.
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La isoterma del material C8a tuvo un ciclo de histéresis del tipo H2a, distinto a los que
presentan las muestras con poro de 8.2 nm (Figuras 4.22 a y b). Este comportamiento indica
que existe obstruccion entre los poros, retrasando la desorcion y formando una meseta en la
isoterma de desorcion a presiones relativas altas. Las obstrucciones de los poros pueden ser

provocadas por el colapso y/o contraccidn de algunos poros provocando cavitacion.
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Figura 4.22. a) Isotermas de adsorcion y b) distribucion del tamafio de poro de la muestra C8a.

Como ya se comento con los resultados del ciclo 6, la concentracion del fago 0.1 mg/mL es
insuficiente para obtener poros ordenados. En la Figura 4.23a se muestra una micrografia de
la muestra mesoporosa C8a, aunque no se observa el ordenamiento de poros como en la
Figura 4.17c, se observan poros de 6.5 nm de diametro que es muy cercano al calculado de la
isoterma de adsorcion con NLDFT.

Una de las razones por las cuales se proponia modificar la capside del fago era que, al tener
grupos funcionales adecuados, la reacciéon podria dar productos cristalinos a temperatura
ambiente. Al no poder adaptar el fago para la sintesis de anatasa, la muestra sin tratamiento
térmico no muestra fases cristalinas, pero al calcinar para remover el fago se obtiene un patrén

de difraccion correspondiente a la fase anatasa (Figura 23b).
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Figura 4.23. a) Imagen de TEM de TiO, mesoporoso de la muestra C8a, b) difractograma de rayos X

del TiO2, mesoporoso de la muestra C8a 1) sin calcinar y Il) calcinado a 500 °C.

La presencia del fago en el sélido formado se pudo confirmar por espectroscopia infrarroja. En
la Figura 4.24 se muestran los espectros de infrarrojo de la muestra sin calcinar y calcinada.
La banda asociada a los enlaces Ti-O (< 7 800 cm™) es la mas intensa y la division de dicha
banda en la muestra calcinada se genera por el cambio de TiO2 amorfo a cristalino (en este
caso anatasa). A diferencia de los espectros de infrarrojo en los materiales biomineralizados
con los péptidos, en las reacciones con el fago sin calcinar unicamente aparecen dos bandas
asociadas a proteina, la banda amida | en 7 1648 cm™ y la banda amida Il en v 1540 cm'.
Estas bandas son las mas intensas, por lo que incluso estando el fago dentro de la estructura
de 6xido de titanio pueden observarse, mientras que las mas débiles son opacadas por la
pared del mesoporo. La frecuencia a la que aparece la banda amida | es tipica de una
estructura de hélice alfa, que corresponde a la estructura de la proteina p8, corroborando que

el ensamble filamentoso del fago se mantiene.
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Figura 4.24. Espectro de infrarrojo de la muestra mesoporosa C8a, 1) sin calcinar y Il) calcinada a
500 °C.

Final de la optimizacién:
Después de 8 ciclos de sintesis se puede terminar la optimizacidn, considerando que se
obtuvieron dos tipos de materiales mesoporosos, ambos con tamafio de poro homogéneo. Los

parametros para su sintesis fueron los siguientes:

Tamaio Area BET pH de la Relacion Concentracion Relacion
medio del promedio/(m?/g) solucioén del molar de la solucién molar
poro/nm alcoxido de Ti:p8 del fago Ti:OH
titanio M13/(mg/mL)
6.1 =130 1.0-1.2 100:1 0.1 1:100-250
8.2 = 80 1.5-2.0 100-250:1 <0.1 1:100-500

Las muestras mesoporosas preparadas con estos parametros presentan dos distribuciones de
tamano de poro, una de tamafo medio 8.2 nm y la otra de 6.1 nm. Considerando que el fago
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usado como plantilla tiene un diametro fijo, es importante explicar por qué se obtienen dos
distribuciones de poro. En primer lugar, ya se descartd la posibilidad de aglomeracion al
momento de formar el TiO2, pues al usar la concentracién de solapamiento también se obtienen
poros de 8.2 nm. Una posible explicacion de este comportamiento es el hecho de que, a pesar
de realizar la calcinacion a condiciones similares, el ancho de la pared del poro influye en la
estabilidad térmica. Por ello, se hizo un anadlisis de tamano de cristal utilizando los
difractogramas de rayos X de polvos de las muestras. Todas las muestras de TiO2 presentan
picos de difraccion correspondientes a la fase de anatasa, sin embargo, la anchura de los picos
de difraccion es diferente (Figura 4.25), lo cual se relaciona con el tamafo de cristal por la
ecuaciéon de Scherrer.

En la Tabla 4.3 se muestra un resumen de las reacciones con las caracteristicas mas
relevantes. Se observa que los mesoporos obtenidos en las reacciones C8a y C3a tienen
tamafo de poro de 6.1 nm y tamafo de cristal menor a 10 nm, mientras que aquellos
provenientes de las reacciones C6a, C7a y C7b tienen tamafo de poro de 8.2 nm y el tamafio
de cristal es mayor (13-16 nm). Asi, los poros con una pared mas gruesa presentan mejor
estabilidad térmica lo que permite conservar poros con el diametro maximo del fago (8.0 nm),
mientras que los poros conformados por cristales mas pequefos se contraen para dar poros
mas estrechos. Finalmente, el sélido no poroso de la reaccion C6e tiene un tamafio del cristal
de 31.3 nm, mucho mayor a las muestras mesoporosas, resultado de la condensacion rapida
de los las especies de titanio. Esto confirma que el tamafo de cristal esta relacionado con el
grosor de la pared del poro y su estabilidad térmica.

Por otro lado, el area especifica es mayor cuando el tamafio de poro es menor. Por una parte,
podria ser producto de la presencia de mayor porosidad (niumero de poros o poros de mayor
longitud) en la muestra con diametros de poro de 6.1 nm. Sin embargo, tomando en cuenta
que el volumen de poro de las muestras de 8.2 nm y las de 6.1 nm solo varia entre 18-20 cm?3/g
y como la relacion molar Ti:p8 se conserva, la mesoporosidad es practicamente igual en ambos
materiales, por lo que no explica el aumento de area superficial especifica. Por otro lado,
considerando los resultados de tamano de cristal, las muestras de 6.1 nm tienen una pared de
poro mas delgada, lo que implica que la misma cantidad de poros esta formada por menos
TiO2 dando un incremento en el area superficial especifica. Esta discusion tomd en cuenta que
la microporosidad es inexistente, por lo que el area especifica corresponde totalmente a los

mesoporos.
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Figura 4.25. Patrones de difraccion de algunas muestras de TiO; sintetizado usando el fago M13, los

circulos indican los picos correspondientes a la fase anatasa y en triangulos a la de rutilo. Los detalles

de la sintesis son mostrados en la Tabla 4.4.

Tabla 4.4. Comparacion de las reacciones de TiO2 mesoporoso.

Clave [fago]/ Relaciéon molar Dcrista/ Aset/ Dniort/ V/

(mg/mL) Ti:p8 Ti:OH nm (m?/g) nm (cm3/g)
C8a 0.1 1:100 1:250 8 130 6.1 0.19
C3a 0.1 1:100 1:100 132 6.1 0.21
C7a 0.1 1:100 1:500 13 78 8.2 0.18
C6a 0.1 1:250 1:250 16 85 8.2 0.19
C7b 0.05 1:100 1:250 16 83 8.2 0.21
Cb6e 6.0 1:100 1:100 31 22 - -

[fago] concentracion de la solucion del fago, Deristal didmetro medio del cristal de anatasa por la ecuacion

de Scherrer, Aget area superficial especifica BET, Dniorr diametro medio de poro, V1 volumen total de

poro.

Finalmente, el area superficial especifica de los materiales con una distribucion del tamano de

poro mas estrecha fue de alrededor de 80 y 130 m?/g para los poros de 8.2 y 6.1 nm

respectivamente. Si los comparamos con los mesoporos de didéxido de titanio reportados en la
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literatura (Tabla 1.2), existen materiales sintetizados con areas de hasta 1200 m?/g,?8 un orden
de magnitud de diferencia con respecto a los sintetizados con el fago. Sin embargo, en ningun
reporte de sintesis de TiO2 mesoporoso se hace distincion entre el volumen de poro debido a
los mesoporos y el de los microporos. Esto complica la comparacidén en nuestro caso, pues a
pesar de tener un area especifica pequefia en comparacion a las obtenidas por otras rutas de
sintesis, el TiOz2 sintetizado con el fago tiene un area exclusivamente debida a mesoporos.
Mientras que en trabajos donde reportan alta area superficial se observa en las isotermas de
adsorcion de nitrégeno un gran volumen adsorbido a baja presion relativa, indicando que los

microporos son los responsables de una gran parte del area especifica.?

4.4.1.2 Dihidroxilactatotitanato(lV) de bis-amonio (TiBALDH)

Contrastando con la reactividad de los alcoxidos de titanio, el TIBALDH es muy estable en
agua. No obstante, presenta un equilibrio de formacion de TiO2 dependiente de iones amonio:®°
3[Ti,0,(lactato)g]®™ + 8NH,* 2 8[Ti(lactato);]?>~ + 4Ti0, + 8NH; + 4H,0
Si consideramos la regla de Ostwald,'* las fases metaestables son las que inicialmente se
forman en un proceso de nucleacion. En nuestro caso, la fase cristalina que se busca es la
fase metaestable de anatasa. Por lo tanto, si se utiliza TIBALDH como precursor de TiOz2, se
puede alcanzar la cristalinidad a temperatura ambiente si la nucleacién es adecuada a partir

del equilibrio quimico.

Las variables consideradas para la reaccion con TiBALDH fueron las mismas que las usadas
para el isopropéxido de titanio, no obstante, debido a su naturaleza quimica tan distinta, los
valores de cada variable fueron diferentes.

Para elegir el pH al cual se llevaria a cabo la reaccién de TiO2 mesoporoso usando TiBALDH
fue importante evaluar la reactividad del TIBALDH respecto al pH. Para ello se prepararon
soluciones acuosas de TiBALDH a diferentes concentraciones y valores de pH desde 2 a 13.
A pH alrededor de 10 las soluciones de TiBALDH tienden a formar un gel, sugiriendo que se
llevan a cabo reacciones de condensacion. En la Figura 4.26 se muestra un diagrama de fases
del TIBALDH respecto al pH. La formacion de un gel es similar a los observados en procesos
de fracturacion hidraulica (fracking) cuando se usan complejos de lactato con Ti o Zr'%0,
Lamentablemente, no existen estudios sobre cdmo es el proceso de reaccion del TIBALDH o
las condiciones especificas a las que se forma el gel (la mayoria de estos procesos estan
protegidos por patentes). Una posible explicacion de la reactividad del TIBALDH en ambientes
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alcalinos es que al contener iones amonio para estabilizar la carga del anion de
oxolactatotitanato [Ti,0,(lactato)g]®~, se desestabilice por la adicion de hidroxilos y posterior
formacion del amoniaco gaseoso. El olor a amoniaco desprendido al agregar hidroxido de
sodio al TIBALDH es evidente en soluciones concentradas. También existe la posibilidad de
que los lactatos se autoesterifiquen bajo condiciones basicas y haya un entrecruzamiento
formando una red de cadenas de lactato coordinando atomos de titanio o interaccionando por

puentes de hidrogeno sobre las nanoparticulas de éxido de titanio formadas.%’
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Figura 4.26. Diagrama de fases del TiBALDH respecto al pH.

Retomando lo anterior, la formacion de un gel de TiO2 en agua es de suma utilidad para trabajar
con el M13. Por ello se empled el TIBALDH para formar un gel en presencia del fago y asi
atraparlo en la red formada de TiO2 para posteriormente calcinarlo para dejar cavidades
mesoporosas. En la Figura 4.27 se muestran difractogramas de rayos X de una muestra
preparada con TiBALDH al ajustar el pH 11 con hidroxido de sodio. En la muestra sin calcinar
se observan patrones de difraccion correspondientes a anatasa (Figura 4.27a), que se modifica
a una estructura de brookita posterior a su calcinacion (Figura 4.27b). Estos resultados
muestran que es posible la sintesis de TiO2 en su fase de anatasa a temperatura ambiente
usando TiBALDH, lo que permitiria usar el virus como agente de sacrificio para la formacion
de estructuras porosas cristalinas.

No obstante, los resultados de adsorcion de nitrdgeno muestran practicamente nula porosidad,
y un area superficial especifica maxima de 8.4 m?/g (Figuras 4.28a, b), por lo que el método

empleado para la sintesis de TiO2 mesoporoso no fue eficiente. Como un intento para mejorar
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la porosidad se probaron concentraciones de hasta 10 mg/mL de fago, pero la adsorcién de
nitrdgeno no mostré6 mesoporosidad.

EI TIBALDH, a pesar de poder formar fases cristalinas de TiOz2, no se logré adaptar a la sintesis
de TiO2 mesoporoso con el fago M13. Resulta necesario una mejor comprension de su
reactividad para poder emplearlo en sintesis suaves guiadas por biomoléculas tales como el
fago o los péptidos. Seria deseable poder sintetizar TiO2 con este precursor pues ademas de
poder usar unicamente agua como solvente, los grupos lactato le permitirian su empleo para

materiales biolégicamente compatibles.
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Figura 4.27. Difractograma de rayos X del gel formado ajustando el pH con hidroxido de sodio. a),
secado a temperatura ambiente. b), calcinado a 500 °C. Los circulos indican la posicion de los picos

de difraccion correspondientes a la fase anatasa y los cuadros a la de brookita.
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Figura 4.28. Isotermas de adsorcion de nitrégeno de TiO. preparado con TiBALDH y el fago. a) Usando

una solucién de 4.0 mg/mL de fago. b) Usando una solucién de 10 mg/mL de fago.
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5 CONCLUSIONES Y PERSPECTIVAS

5.1 Conclusiones

Se logro la sintesis de TiO2 mesoporoso con isopropéxido de titanio y el fago derivado del
vector M13mp18. El fago como plantilla semi-rigida permitié obtener materiales mesoporosos
con nula microporosidad. La sintesis se controlé con un pH acido adecuado para evitar la
aglomeracion del fago, pudiendo obtener una distribucién del tamafo de poro homogénea
incluso a una concentracion de 0.1 mg/mL, dos veces mayor a la concentracién de
solapamiento. Con esta metodologia es posible obtener dos distribuciones de tamafo de poro
(6.1 y 8.2 nm) con sdlo ajustar la relacion molar de Ti:p8 y el pH. El tamafio medio de poro y
su area superficial especifica esta relacionado con el tamafio de los cristales de anatasa que
forman la pared del poro. Mientras mas delgada sea la pared del poro la estabilidad de las
paredes del poro al calcinar es menor lo que provoca un tamafio de poro mas pequefio, pero
con mayor area superficial especifica debido a la menor cantidad de masa de cada poro.

Se estudio la estabilidad de un posible precursor para la sintesis de TiOz2, el complejo de titanio
TiBALDH, donde su reactividad esta relacionada con su concentracion. En soluciones
concentradas su reactividad llega a inhibirse, por lo que es importante trabajar a
concentraciones < 0.1 M para asegurar que la reactividad no esté influida por su concentracion.
Este comportamiento se observé con iones fosfato, los cuales reaccionan con TiBALDH diluido
sin importar su estado de protonacion o si esta enlazado a otros grupos. También el pH provoca
la condensacion del TIBALDH para formar TiO2, a pH = 10 el TiBALDH forma un gel blanco,
compuesto de nanoparticulas de anatasa, probablemente atrapadas en una red de lactados
autoesterificados.

La sintesis de TiO2 con TiBALDH y el fago derivado del vector M13mp18 produjo materiales
con baja area superficial especifica, pero a diferencia del material mesoporoso preparado a
partir del isopropéxido de titanio, los 6xidos obtenidos con este precursor a temperatura
ambiente son cristalinos, por lo que el TIBALDH podria servir para la sintesis de otro tipo de
estructuras de TiO2 biocompatibles.

El biopanning utilizando el TIBALDH como precursor de TiO2 permitié hallar secuencias con
probable actividad biomineralizante: TNWQALAYMQRH (TN), ENHWSLSTLMSS (EN),
GLHTSATNLYLH (GL), TWYPNRPPILEL (TW). Los péptidos TN y EN fueron usados para la
biomineralizacion de TiOz a partir del precursor TIBALDH, donde ambos presentaron actividad
en el medio amortiguado con Tris 0.1 M pH 8.0 produciendo nanoparticulas cristalinas de TiO2
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de ~ 5 nm a temperatura ambiente. A pH 4.5 en medio de acetatos la secuencia EN es menos
activa que la TN, requiriendo una concentracion mayor para iniciar la biomineralizacion. Estos
cambios de reactividad dependientes del pH se pueden atribuir a los diferentes estados de
protonacion de los péptidos principalmente al acido glutamico en EN.

La modificacion genética del fago M13 para insertar las secuencias peptidicas H1 (HKKPSKS)
y H3 (HHHSPSHS) no fue posible debido a la gran cantidad de residuos basicos de las
secuencias (exceso de cargas positivas), lo cual impide el ensamble del fago dentro de la
bacteria. Para asegurar la viabilidad en la replicacion del fago es importante que el balance de
cargas en la proteina p8 se conserve, ademas de tomar en cuenta las limitaciones de la

bacteria para codificar y replicar ciertos residuos.

5.2 Perspectivas

e Sintetizar TiO2 mesoporoso usando el fago modificado quimicamente con el péptido H1
y compararlo con el obtenido al usar el fago pristino.

e Estudiar a detalle las propiedades fisicoquimicas del TIBALDH para poder controlar la
formacion de estructuras cristalinas de TiO2 a temperatura ambiente incluso sin la
necesidad de una plantilla biologica.

e Modificar genéticamente la proteina p8 del fago M13 insertando las secuencias halladas
en el biopanning. Una vez lograda la mutacion genética, biomineralizar TiO2 usando el
fago modificado y TIBALDH. Comparar los resultados con la sintesis con alcoxidos y el
fago pristino.

e Usar las secuencias restantes (DW, GL, TW) halladas en el biopanning para
biomineralizar TiO2, compararlas con las secuencias TN y EN usadas en este trabajo.

e Probar la eficiencia de los materiales mesoporosos en aplicaciones tales como

fotocatalisis (degradacion de compuestos) y almacenamiento de energia (celdas).
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Apéndice 1: Tabla de aminoacidos, estructura, abreviaciones y caracteristicas
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Nombre Estructura | Abreviacién pl Acidez/ Cadena lateral
3 letras | 1 letra basicidad?
Alanina CHs Ala A 6.02 N Alquilo
® ..nHe -R
HN" ~CO;
Arginina HN_ N Arg R 10.76 B Guanidino
T MH
N L —n—c?
HaN co; MH,
Asparagina Q Asn N 5.41 N Amida
NH, -CONH:2
HsN™ ~coj
Aspartato Q Asp D 2.98 A Carboxilato
ﬁoe -COO-
H
@
HNT ~coj
Cisteina SH Cys C 5.02 NP Tiol
@ H 'SH
HNT ~cob
Fenilalanina Phe F 5.48 N Aromatico
-Ar
H
@
HN" ~coj
Glutamato “o._o | Glu E 3.22 A Carboxilato
-COO-
H
H3N 002
Glutamina HN._20 1 GIn Q 5.70 N Amida
-CONH:2
wH
Hgﬁ cos
Glicina Y H Gly G 5.97 N -H
H3<§|/"\(:023
Histidina N? “NH His H 7.59 Ne Aromatico
Lii -Ar
WH
]
HNT ™coj
Isoleucina lle | 6.02 N Alquilo
~H R
HN~~ T coS
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Tabla de aminoacidos, estructura, abreviaciones y caracteristicas (continuacion).

Nombre | Estructura Abreviacion pl Acidez/ Cadena lateral
3 letras | 1 letra basicidad?
Leucina Leu L 5.98 N Alquilo
-R
coz
Lisina HoN Lys K 9.74 B Amina
- NH2
co2
Metionina g-CHe Met M 5.06 N Tioéter
/L) -SMe
H3N 002
Prolina Pro P 6.30 N Anillo N°
ﬁ CO, [ . \
Serina OH Ser S 5.68 N Alcohol
M -OH
Treonina Thr T 5.60 N Alcohol
-OH
Triptéfano Trp w 5.88 N Aromatico
-Ar
Tirosina Tyr Y 5.67 N Aromatico
-Ar
Valina Val \% 5.97 N Alquilo
-R

aCadenas laterales acidas (A), basicas (B) o neutras (N); °La cisteina es ligeramente acida debido al
grupo tiol de la cadena lateral. °La histidina es ligeramente basica debido al imidazol de la cadena
lateral.
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Apéndice 2: Preparacion de medios de cultivo y soluciones amortiguadoras

e Luria Broth (LB)"
Pesar 20 g por litro de medio. Agregar agua destilada y mezclar hasta disolver completamente.
Esterilizar a 121 °C por 15 min.
La composicidn por litro de este medio es: 10 g de peptona 140, 5 g de extracto de levadura y
5 g de NaCl.

e Luria Broth Agar (LB agar)”
Pesar 32 g por litro de medio. Agregar agua destilada y mezclar vigorosamente. Esterilizar a
121 °C por 15 min.
Composicion por litro: 10 g de peptona 140, 5 g de extracto de levadura, 5 g de NaCly 12 g de

agar.

e Top agar’
Pesar 16 g de LB agar y 10 g de LB por litro de medio. Agregar agua destilada y mezclar

vigorosamente. Esterilizar a 121 °C por 15 min.

o 2XYT
Pesar 31 g por litro de medio. Agregar agua destilada y mezclar hasta disolver completamente.
Esterilizar a 121 °C por 15 min.

Composicion por litro: 16 g de peptona 140, 10 g de extracto de levadura y 5 g de NaCl.

e Gel de agarosa
Dependiendo del tamafo de la cadena de ADN sera la concentracion de agarosa.
1 % para tamafos de 3-8 kpb.
2.5 % para tamanos de 0.5-3 kpb
Se diluye en la solucién amortiguadora TBE 1x y se calienta en un horno de microondas a
potencia media hasta disolver completamente.
El voltaje de corrida fue de 75-90 V por 80-100 min.

* Atodos los medios de cultivo, antes de usarlos, se les agrego tetraciclina, concentracion final 10 mg/L. En el
caso de las cajas Petri con LB Agar también se les agrego IPTG/X-gal para mejor control en la titulaciéon de
placas.
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e Solucion amortiguadora de corrida TBE 10x
108 g de Tris base, 55 g de acido bérico, 40 mL de EDTA 0.5 M pH 8.0. Mezclar y aforara 1 L,
el pH final debe ser alrededor de 8.3.

Para usarlo al correr geles de agarosa, diluir 1 parte en 9 de agua.

e Gel de poliacrilamida (0.75 mm)
Dependiendo del tamafo de la proteina es el porcentaje de acrilamida en el gel.
Generalmente se utilizan dos concentraciones, 16 y 20%.
Para gel de 16%
2.133 mL de acrilamida 30%, 1 mL de Tris 1.5 M pH 8.8, 40 mL de SDS 10%, 0.82 mL de agua
desionizada.
Para polimerizar el gel se le agrega 0.02 mL de persulfato de amonio 10% y 0.007 mL de
TEMED.
Siempre se uso un gel bifasico, las concentraciones fueron para el gel concentrador 4%
0.2 mL de acrilamida 30%, 0.375 mL de Tris 0.5 M pH 6.8, 0.015 mL de SDS 10%, 0.9 mL de
agua desionizada. Para polimerizar el gel se le agrega 0.007 mL de persulfato de amonio 10%
y 0.003 mL de TEMED.

El uso de guantes en la preparacion de este gel es requerido.

e Solucion amortiguadora de corrida SDS
Como solucién amortiguadora de corrida para la electroforesis en poliacrilamida se utilizdé un

sistema amortiguador de Tris 25 mM, glicina 190 mM y SDS 1%.



89

Apéndice 3. Conceptos de biologia molecular

ADN y proteinas

El acido desoxirribonucleico (ADN) es un polimero compuesto de nucleétidos. Un nucledtido
se constituye de tres componentes, una base derivada de la purina o pirimidina que se enlaza
a un azucar ciclico y que a su vez se enlaza a un grupo fosfato. Existen cuatro nucledétidos
principales, los cuales se distinguen por el tipo de base purica o pirimidinica: adenina (A),
citosina (C), timina (T) y guanidina (G). En la Figura A3.1 se muestra la estructura del ADN,
donde los grupos puricos y pirimidinicos pueden formar puentes de hidrogeno para estabilizar
la doble cadena de ADN. EI ADN puede encontrarse como cadenas lineales o circulares
compuestas por una sola hebra (cadena sencilla) o formando una doble cadena.

EI ADN es el material genético de todos los organismos celulares y también de algunos virus.
Su funcién principal es la de almacenar la informacion necesaria para su transcripcion y

posterior replicacion de los organismos.

Figura A3.1. Estructura molecular del ADN. Se muestran los nucleétidos pirimidinicos adenina (1) y
timina (2) y los puricos guanina (3) y citosina (4), los cuales pueden formar puentes de hidrégeno entre
ellos y formar una doble cadena de ADN. La polimerizacion de los nucleétidos es posible por los grupos

ciclicos de azucar (5) que se enlazan a los grupos fosfato (6).

Las proteinas también son polimeros cuya unidad estructural son los aminoacidos. Si la
cadena es pequena (menos de cien aminoacidos) se denomina péptido. Existen veinte

aminoacidos principales, todos ellos se componen de un grupo amino y un grupo carboxilo
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separados por un atomo de carbono (carbono alfa). Estos aminoacidos reaccionan entre ellos
formando un enlace peptidico (formacion de una amida) y se distinguen dos extremos: el N-
terminal, que es la parte de la cadena que tiene el aminoacido con su grupo amino libre; y el
C-terminal, que es el extremo de la cadena con el aminoacido con el grupo carboxilico libre.
En la Figura A3.2 se muestra la formacién del enlace peptidico a partir de dos aminoacidos y

los extremos N- y C- terminal de la cadena peptidica.

H\ ;‘R |_I| 1 (1) S H 9(2)
H. .C._ _o._ * H' Cc__ _N__ _Cl'!H
ITI 11 H HIN&C;CMDJH [\I’J Il P 0
H 9] R H H o R H
z'Dx
+ H H

Figura A3.2. Formacion del enlace peptidico a partir de la condensacion de un grupo carboxilo y un
grupo amino de dos aminoacidos. La cadena peptidica formada tiene un extremo N-terminal (1) y un

extremo C-terminal (2).

Técnicas de ADN recombinante

La informacion genética para sintetizar las proteinas de todas las células esta contenida en el
ADN. La informacién hereditaria esta codificada en la secuencia de nucleétidos, que agrupados
de tres en tres constituyen un coddn, o unidad basica de informacién genética. Cada codon se
traduce a un aminoacido, y establece su posicion en la secuencia de una proteina. En el
proceso de sintesis de proteinas, cada triada de nucledtidos (coddn) en la secuencia de la
cadena de ADN es la que determina los aminoacidos que contendra la proteina a sintetizar.
Se le conoce como ADN recombinante a la molécula de DNA sintetizada in vitro, sin
intervencién de una célula, mediante la uniéon de fragmentos de DNA de origen natural o
sintético, y que es capaz de replicarse dentro de una célula de modo independiente a su
genoma. Las técnicas de ADN recombinante permiten insertar y expresar, en el genoma de un
ser vivo, pequefios fragmentos de ADN ajenos al mismo. En la mayor parte de los
experimentos, las células hospedadoras son bacterias. Hay dos razones principales para usar
bacterias en estas metodologias debido a: 1) la relativa simplicidad para producir ARNm
maduro y su proteina correspondiente, comparado con un sistema eucarionte, y 2) la
capacidad de las bacterias para multiplicarse de manera exponencial en periodos muy cortos,
con lo cual es posible obtener grandes cantidades del ADN o de la proteina de interés. La
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bacteria utilizada con mas frecuencia para este propdsito es Escherichia coli.

Diversos descubrimientos cientificos han sido de crucial importancia para el desarrollo de la
tecnologia de ADN recombinante. Los elementos participantes en la clonacion molecular son:
a) plasmidos, moléculas circulares de ADN capaces de replicarse dentro de una bacteria de
manera independiente de su genoma; b) inserto, ADN de interés; c) enzimas de restriccion,
endonucleasas que cortan el ADN en secuencias especificas; d) ligasa de ADN, enzima capaz
de unir por sus extremos dos fragmentos de ADN, lo que permite la formacién de un ADN
circular, y e) proceso de transformacién, introduccion del ADN recombinante manipulado in
vitro en una célula hospedadora para su propagacion, identificacion y aislamiento.

El procedimiento de clonacion de un gen o fragmento de ADN es una técnica en la que una
secuencia de ADN es introducida en un virus o bacteria, los cuales son cultivados en
condiciones que propicien su maximo crecimiento y tiene basicamente los siguientes pasos:
1) el aislamiento inicial o sintesis del fragmento de ADN de interés; 2) el acoplamiento de esta
secuencia a un vehiculo o vector portador, entendiendo por vector a una molécula de ADN
que es capaz de replicarse de modo independiente del genoma dentro de un sistema celular;
3) la incorporacion del complejo vector-ADN en la célula hospedadora, procedimiento
denominado transformacion, y 4) la expresion del ADN en la célula hospedadora.

La secuencia de ADN introducida sera entonces replicada junto con el ADN natural durante el
crecimiento. Cuando se alcanza la cantidad necesaria, la secuencia de ADN puede ser extraida
en cantidad equivalente al numero de bacterias o virus producidos, logrando la amplificaciéon
de dicha secuencia. La técnica de clonacion depende de un grupo de enzimas de restriccion
endonucleasas obtenidas de bacterias. Para clonar una secuencia, tanto el ADN de interés
como el plasmido que se utilizara como vector son digeridos con una endonucleasa de
restriccion, generando fragmentos compatibles. En caso de la clonacion de secuencias para
inducir su expresion, cuando se introduce el vector con el inserto en las células donde se
expresara, éstas mantendran reprimida o inactiva la transcripcion hasta que se anada al medio

una sustancia inductora (por ejemplo, el IPTG) que active al promotor.

Referencias:
[1]1A. Kornberg, T. A. Baker, DNA Replication, University Science Books, USA. 2005.
[2] C. Beas-Zarate, D. Ortufio-Sahagun, J. S. Armendariz-Borunda, Biologia molecular:

fundamentos y aplicaciones, McGraw-Hill Interamericana, México, 2009.
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Apéndice 4. Clasificacion IUPAC de isotermas de adsorcion-desorcion

La adsorcidon ocurre cuando un fluido es expuesto a un sélido y se puede definir como un
proceso donde hay un enriquecimiento de material o un aumento de la densidad de un fluido
en la vecindad de una interfase.[1] La adsorcion de gases es una técnica bien establecida para
la caracterizacion textural de materiales porosos, donde se hace distincion entre microporos
(tamano de poro < 2 nm), mesoporos (tamano de poro entre 2 y 50 nm) y macroporos (poros

de tamano > 50 nm).

Tipos de isotermas de adsorcidon-desorcion

En general, la presentacion de los resultados de isotermas de adsorcion es mostrada
graficamente, donde la ordenada representa el volumen adsorbido y la abscisa la presion
relativa en equilibrio (P/P°). Las curvas de adsorcion se clasifican en ocho tipos seguin su forma
(Figura A4.1).

Las isotermas del tipo | son reversibles y concavas a la abscisa. Estan dadas por sélidos
microporosos (carbon activado, zeolitas) donde la adsorcion ocurre a muy baja presion relativa
y se alcanza una meseta (plateau). Los microporos de dimensiones moleculares mejoran la
interaccion entre el adsorbente, por lo que la adsorcion sucede a baja presion relativa e
inmediatamente la formaciéon del plateau debido a la poca area superficial externa. En
isotermas de adsorcién de nitrégeno y argon se distinguen las isotermas del tipo la que estan
dadas por materiales con microporosidad estrecha (<~ 1 nm)y las del tipo Ib que estan dadas
por materiales con una distribucion de tamafnos mas amplia de microporos e incluso con
mesoporos estrechos (< ~ 2.5 nm).

Las isotermas del tipo Il son reversibles, comienzan concavas a la abscisa, luego se mantienen
lineales y finalmente convexas. Estan dadas por la fisisorcién sobre materiales macroporosos
0 NO porosos que permiten adsorcion multimolecular sin restriccidn a presiones relativas altas.
Si la isoterma a baja presion relativa presenta una curvatura pronunciada, el punto B (isoterma
Il en la Figura A4.1) se considera como el punto donde se alcanza la adsorcién de una
monocapa (monomolecular) y comienza la formacion de multicapas. El punto B da una
estimacion de la cantidad de moléculas del adsorbato necesarias para cubrir totalmente la
superficie del soélido considerando una capa monomolecular. En algunos casos, estas

isotermas pueden presentar un ciclo de histéresis debido a la condensaciéon capilar entre
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particulas (por ejemplo, en polvos o agregados).

Las isotermas del tipo Il son convexas a la abscisa, por o que no existe un punto B. Esta
forma de isoterma indica una débil interaccion entre el adsorbato y un adsorbente no poroso o
macroporoso. Este tipo de isotermas son poco usuales.

Las isotermas del tipo IV presentan un comportamiento similar a las del tipo Il a bajas presiones
relativas y presentan un plateau a altas presiones relativas. Estas isotermas son caracteristicas
de materiales mesoporosos. Las isotermas del tipo IVa son mas comunes que las del tipo VDb,
presentan un ciclo de histéresis donde la curva inferior se debe a la progresiva adsorcién del
gas y la curva superior a su desorcidn. La histéresis esta relacionada con el llenado y vaciado
de los mesoporos por condensacion capilar. Las isotermas del tipo IVb son reversibles y son
dadas por materiales con mesoporos ordenados estrechos (< 4 nm, por ejemplo, MCM-41) o
mesoporos conicos y cilindricos cerrados por el extremo conico.

Las isotermas del tipo V son inicialmente convexas a la abscisa y llega a un plateau a altas
presiones relativas. Como en el caso de las isotermas del tipo Ill, estas son caracteristicas de
materiales con poca afinidad al adsorbato, pero con presencia de mesoporos o0 microporos, lo
que provoca un ciclo de histéresis. Estas isotermas se presentan en la adsorcion de agua
sobre un material hidrofébico micro o mesoporoso.

Las isotermas del tipo VI, o isotermas escalonadas, son poco usuales y se dan por procesos
de adsorcion capa por capa sobre una superficie no porosa altamente uniforme como el carboén

grafitizado.
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Figura A4.1. Clasificacion de isotermas de fisisorcion.

Tipos de ciclos de histéresis

Los ciclos de histéresis estan relacionados con la condensacion capilar, donde el proceso de
adsorcion ocurre de forma distinta al de desorcién. En un poro cilindrico abierto por los
extremos (geometria cilindrica), el retardo en la condensacién es el resultado de la
metaestabilidad de las multicapas adsorbidas. Esto implica que, en un arreglo de estos poros,
la etapa de adsorcion en el ciclo de histéresis no esta en equilibrio termodinamico. Como la
evaporacion no implica nucleacion, la etapa de desorcion equivale a una transicion reversible
liquido-vapor.

Aunque se han reportado multiples tipos de ciclos de histéresis, la IUPAC hace una distincion
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de seis tipos principales (Figura A4.2). Estos ciclos de histéresis se relacionan con las
caracteristicas particulares de las estructuras porosas y su mecanismo de adsorcion.

El ciclo de histéresis del tipo H1 es tipico de materiales con una estrecha distribucion de
mesoporos uniformes (por ejemplo, MCM-41, SBA-15) y los efectos de red son minimos. Se
caracteriza por ser un ciclo estrecho con una pendiente muy pronunciada, resultando las
curvas de adsorcién y desorcidn casi paralelas.

El ciclo de histéresis del tipo H2 se presentan en materiales con estructuras mesoporosas mas
complejas, donde los efectos de red son importantes. Estos ciclos son anchos y se pueden
diferenciar dos tipos de acuerdo con la curva de desorcion. La histéresis del tipo H2a presenta
una curva de desorcion con una pendiente muy pronunciada debido a efectos de bloqueo de
poro/percolacién o evaporacion inducida por cavitacién (provocada por una distribucion
estrecha de cuellos en los poros). El ciclo de histéresis del tipo H2b también presenta bloqueo
de poros, pero la distribucién de los cuellos en los poros es mas amplia o que permite una
evaporacion menos abrupta (la curva de desorcién no tiene una pendiente pronunciada).

El ciclo de histéresis del tipo H3 tiene una la curva de adsorcion similar a la de la isoterma del
tipo Il, estos ciclos se dan en agregados de particulas formando placas (por ejemplo, las
arcillas) donde la estructura es macroporosa. El ciclo de histéresis del tipo H4 es algo similar,
pero la curva de adsorcion es una combinacién de las isotermas del tipo | y Il, donde a
presiones relativas bajas esta asociado al llenado de poros. Este tipo de histéresis se presenta
en agregados de particulas microporosas tales como zeolitas o carbones micro-mesoporosos.
Finalmente, el ciclo de histéresis del tipo H5 es poco usual y su forma esta asociada con ciertas
estructuras porosas que tienen una combinacion de mesoporos abiertos y parcialmente
bloqueados (por ejemplo, silices con arreglos hexagonales)

Como se puede observar en la Figura A4.2, los ciclos de histéresis del tipo H3, H4 y H5
presentan una caracteristica general, la bajada abrupta de la curva de desorcidon que

generalmente esta localizada en un intervalo estrecho de presion relativa.



96

H1 H2(a) H2(b)

T i J

-

H3 H4 H5

Cantidad adsorbida ———————

— 7

Presion relativa ———

Figura A4.2. Clasificacion de los ciclos de histéresis en isotermas de adsorcion.
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