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Resumen

Existen numerosos ejemplos en la naturaleza de organismos que son capaces de
sintetizar materiales inorganicos con estructuras complejas. Este proceso de
biomineralizacién es posible gracias a moléculas muy especificas que controlan la
formacion de estas estructuras tales como, carbohidratos, lipidos, péptidos y
proteinas.

En este trabajo se emplean heptapéptidos, para formar estructuras de TiO, y SiO,
en condiciones suaves de reaccion (pH neutro, soluciones acuosas, temperatura
ambiente), tratando de imitar la sintesis biolégica. Partiendo de la secuencia
HKKPSKS que presenta afinidad a anatasa, se proponen algunas mutaciones de
ésta para estudiar los efectos que provocan las mutaciones puntuales, el cambio
de pH, relacibn molar alcoxido:péptido y el tipo de precursor. Ademas se
realizaron simulaciones por dindmica molecular para dilucidar la conformacion de
los péptidos usados y tener una idea mas clara del proceso de biomineralizacion.

Entre los resultados mas relevantes esta la obtencion a temperatura ambiente de
redes nanométricas de TiO, con regiones cristalinas y nanoparticulas de SiO, con
tamafio promedio de 30 nm. La sintesis de estos Oxidos nanoestructurados se
logré Unicamente usando el péptido de referencia, lo que demuestra la gran
especificidad de las secuencias peptidicas.

Por otro lado, la fotocatalisis de la degradacién de azul de metileno con el TiO,
obtenido resulté tan eficiente como con las nanoparticulas de anatasa comercial
<25 nm.



Capitulo 1
Antecedentes

1.1 Introduccién

El dioxido de titanio, TiO», es un material multifuncional de bajo costo, no es toxico
y tiene una gran estabilidad termodindmica.! Sus aplicaciones van desde la
fabricacion de celdas solares, sensores, pinturas, cosméticos hasta su uso en el
tratamiento de aguas residuales y como agente fotosensible para terapias contra
el cancer.? ®* Actualmente el TiO, es el mas prometedor fotocatalizador, con
expectativas para ser un material fundamental en la solucién de los problemas
ambientales y también en la ayuda de la crisis energética con la utilizacion efectiva
de la energia solar a través de dispositivos fotovoltaicos y de produccién de
hidrogeno.®> Es por ello que se han realizado enormes esfuerzos en la
investigacion de TiO,, lo que ha permitido muchas nuevas aplicaciones en
distintas areas cientificas y tecnolégicas.

Para continuar explorando todas las ventajas que ofrece el TiO, resulta obligatorio
el disefio y elaboracion de materiales avanzados exhibiendo estructuras o
arquitecturas Unicas, nuevas, y muchas veces complejas, en donde es
imprescindible tener un elevado control no so6lo sobre la estructura y la presencia
de defectos, impurezas y/o determinados grupos funcionales que garanticen
determinadas propiedades, sino también sobre la textura o porosidad (a nivel
micro-, meso- y macroporoso). Por lo tanto, se necesita de una nueva era en la
quimica centrada en el reconocimiento a nivel molecular, con superficies
accesibles e interfaces bien definidas que determinan la funcién y utilidad. Esta
estrategia debe ser altamente multidisciplinar y entran en juego conceptos propios
de quimica supramolecular, disefio molecular, autoensamble, biomimetismo, entre
otros.*®

Actualmente, las rutas de sintesis para producir TiO, y en general éxidos
metalicos funcionalizados implican tiempos largos de reaccién, altas temperaturas
y gran cantidad de energia. Técnicas como la ablacion laser, técnicas por sol-gel,
métodos hidrotérmicos, deposicidn quimica de vapor (CVD), electrodeposicion,
fotolitografia u oxidacion directa implican altos costos monetarios pero sobre todo
ambientales, pues se utilizan sustancias quimicas peligrosas.®> ® Debido a las
desventajas de estos métodos de sintesis tradicionales y a la insaciable demanda
de nuevos materiales para tecnologias emergentes, es muy clara la necesidad de
proponer un cambio en las rutas de sintesis.



Paradojicamente, desde hace cientos de afios, la naturaleza ha tenido la solucion
para los problemas en la sintesis de materiales multifuncionales. Muchas
estructuras complejas con un control a nivel molecular en condiciones ambientales
son sintetizadas por organismos incluso unicelulares. Los ejemplos de las sintesis
inorganica en la naturaleza son muy variados, por ejemplo: dientes, huesos,
conchas de mar, cascaras de huevo, magnetosomas, exoesqueletos, etcétera® ’
(Figura 1.1). A este tipo de sintesis de estructuras inorganicas dirigidas por
biomoléculas se le conoce como biomineralizacion.

Figura 1.1 Ejemplos de materiales complejos sintetizados biolégicamente, a) Imagen de
microscopia electronica de barrido (SEM) del borde de un abul6on compuesto por placas
de aragonito (azul) separadas por una capa organica que eventualmente se vuelve nacar.
b) nanoparticulas de magnetita monocristalina formadas por una bacteria magnetotactica.
c) El esmalte de los dientes es un material duro, resistente al desgaste con una
arquitectura altamente micro/nano organizada, consistente en cristales de hidroxiapatita
gue se ensamblan en una estructura tejida. d) La espicula de una esponja Rosella tiene
oxido de silicio laminado con excelentes propiedades 6pticas y mecanicas, una fibra
dptica biologica.”

Estas sintesis bioldégicas complejas se logran a través de macromoléculas como
carbohidratos, lipidos, péptidos y proteinas, entre otros. Por ejemplo, se ha
encontrado que en la biomineralizacibn de espiculas siliceas en esponjas y
fristulas de diatomeas estan asociadas pequefias proteinas llamadas silafinas y
silicateinas que interaccionan con acido silicico para formar estructuras bien
organizadas de 6xido de silicio (SiO,), Figura 1.2.% ° Tal perfeccién en la sintesis



inorganica motiva a los cientificos a lograr imitar el laboratorio quimico de la
naturaleza, acufiando un nuevo campo en la ciencia: la biomimética.

» * :*-‘
Carlleat

Figura 1.2 Micrografias de varias especies de diatomeas. La pared celular esta
compuesta por silice.”

Entre los materiales biomimetizados estan por ejemplo la sintesis de
nanoparticulas arregladas helicoidalmente usando ADN como bioplantilla,*
aerogeles de o6xido de silicio con ayuda de polisacaridos' y también
biomineralizacion con silafinas para la autoorganizacién de SiO, como sucede en
las diatomeas'? En especial, las proteinas proveen una ventaja Unica: la
posibilidad de regular la biomineralizacion por medio de cambios de su carga neta
y su estructura (secundaria y terciaria) por medio del pH y la temperatura.

De esta manera, la biomimética a través de las proteinas ofrece simultaneamente
tres soluciones al desarrollo de nanoestructuras multifuncionales: La primera es
gue las proteinas usadas como plantillas pueden ser disefiadas a nivel molecular
por medio de la manipulacidon genética. Esto garantiza un control completo de la
estructura molecular de la proteina base (tecnologia basada en ADN). La segunda
es que las superficies especificas de las proteinas pueden ser usadas como



conectores para unir entidades sintéticas, incluyendo nanoparticulas, polimeros u
otras nanoestructuras sobre la superficie de las proteinas, es decir, las plantillas
moleculares (reconocimiento molecular y a nanoescala). La tercera solucion
aprovecha la habilidad de las moléculas biol6gicas para auto- y coensamblarse a
nivel nanométrico. Esto asegura un proceso robusto de ensamblaje para lograr
nanocomplejos y posiblemente estructuras jerarquicas similares a las que se
encuentran en la naturaleza.*

Las interacciones entre proteinas con superficies inorganicas han sido estudiadas
con el objetivo de predecir y entender la conformacion de la proteina, determinar el
sitio activo, la estructura del complejo y los detalles cinéticos.'®* Ademas se han
utilizado para la sintesis de algunos materiales inorganicos como el SiO, variando
el tipo de proteina’ y el pH™. Sin embargo, debido a la complejidad de las
proteinas, es aun muy dificil explicar de manera detallada la forma en que éstas
interaccionan y guian la sintesis. Por ello, las investigaciones sobre biomateriales
en su mayoria se han enfocado en péptidos pequefios.*® '

Existen algunos trabajos que han dado propuestas de coémo los péptidos pueden
interaccionar con los materiales,'®*? los cuales demuestran que la naturaleza de
los residuos en los péptidos confiere selectividad a compuestos inorganicos. Y al
igual que con las proteinas, los péptidos se han utilizado para biomineralizar
desde metales hasta 6xidos.?*2°

No obstante, hace falta investigar mas sobre la interaccion de proteinas o péptidos
con superficies de 6xidos metélicos, especialmente a nivel molecular e indagar
otros aspectos mas puntuales como el camino de reaccidon en la sintesis
biomimética.'” Si se logran tales objetivos, podrian disefiarse ab initio péptidos que
controlen especificamente la sintesis de cierto material, pues actualmente las
propuestas de esas secuencias peptidicas para biomateriales son en su mayoria
empiricas.

De los resultados y conclusiones actualmente reportados para la biomineralizacion
aun no se tiene claro qué factores son los determinantes para obtener una
biomineralizacion ad hoc. Por lo tanto, hacen falta estudios sistematicos que
expliquen los principios generales relacionados con la composicion quimica y
arreglo espacial de éstos para las funciones de interfase y especificidad tales
como:*®

1. ¢Qué grupos funcionales en los aminoacidos son suficientes para enlazar
péptidos de cadena corta en la superficie de materiales inorganicos?



2. De qué manera proponer la secuencia de aminoacidos mas adecuada para
obtener un arreglo espacial adecuado para una interaccion mayor con un
material en particular.

3. ¢Qué tipo de interacciones son las que dirigen la biomineralizacion?

1.2 Dib6xido de titanio

El diéxido de titanio (TiO2) es un material muy bien conocido por su gran numero
de aplicaciones debido a sus propiedades 6pticas, quimicas y mecanicas.?’
Desde su produccién comercial a inicios del siglo XX, el TiO, ha sido utilizado
como pigmento y en bloqueadores solares, pinturas, pasta dental, etc. En 1972
Fujishima y Honda descubrieron el fendmeno de fotdlisis del agua sobre un
electrodo de TiO; bajo radiacién ultravioleta (UV).?® A partir de esto, se han
realizado enormes esfuerzos en la investigacion de este oxido y actualmente es el
monocristal mas estudiado en la ciencia de superficies.’® Esto ha generado
muchas aplicaciones prometedoras desde fotovoltaicas y fotocataliticas hasta foto-
electrocromicas y sensores.’

2.1.1 Propiedades fisicoquimicas

El TiO, es un éxido semiconductor de tipo n de marcado caracter iénico, por lo que
se puede considerar formado por iones Ti*" y O%. Este 6xido puede presentarse
con estructura amorfa o cristalina. Las tres principales fases cristalinas son:
anatasa, rutilo y brookita (Tabla 1.1) con una banda prohibida (bandgap) de 3.2,
3.02 y 2.96eV respectivamente.?

El rutilo tiene una estructura tetragonal y contiene 6 a&tomos en su celda unidad, el
octaedro TiOg esta ligeramente distorsionado. El rutilo es una estructura muy
estable a altas temperaturas y presiones de hasta 60 kbar. Las estructuras de
anatasa y brookita pueden transformarse a la fase de rutilo a temperatura elevada
y también después de cierto tamafio de particula, siendo el rutilo mas estable que
anatasa para tamafos de particula mayores a 14 nm. La actividad fotocatalitica
del rutilo es en general muy pobre, aunque podria activarse dependiendo de las
condiciones de preparacion.?

La anatasa también tiene una estructura tetragonal pero la distorsion de los
octaedros de TiO; es ligeramente mayor para esta fase, como se muestra en la
Figura 1.3. En la anatasa las distancias Ti-Ti son mayores que en el rutilo mientras
que las distancias Ti-O son menores. La estructura de anatasa es la preferida para
aplicacién en celdas solares y fotocatalisis por su alta movilidad de electrones,
baja constante dieléctrica y menor densidad. El incremento en la fotoreactividad en



la fase anatasa es debida al alto nivel de Fermi, baja capacidad para adsorber
oxigeno y alto grado de hidroxilacion. Hay cierta evidencia de que incluso la
disposicion de los planos cristalinos en la superficie del TiO, afecta la
reactividad.*

La brookita pertenece al sistema cristalino ortorrombico. Su celda unidad esta
compuesta de 8 unidades férmula de TiO, y se forma por aristas compartidas de
los octaedros TiOg (Figura 1.4). Esta estructura es mas complicada, tiene un gran
volumen de celda y no es utlizada comUnmente para investigaciones
experimentales.

Las propiedades del TiO, 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).®

Tabla 1.1 Datos de las principales estructuras cristalinas para TiO,.? %

Propiedades Rutilo Anatasa Brookita
Estructura Tetragonal Tetragonal Ortorrémbica
cristalina

Parametros de red a=4.5936 a=3.784 a=9.184
c=2.9587 c=9.515 b=5.447
c=5.154
Grupo espacial P4,/mm [41/amd Pbca
Moléculas (celda) 2 2 4
Volumen/molécula 31.2160 34.061 32.172
(A%
Densidad (g*cm™) 413 3.79 3.99
Longitud de 1.949 1.937 1.87-2.04
enlace Ti-O (A) 1.980 1.965
Angulo de enlace 81.2° 77.7° 77.0°-105°
O-Ti-O 90.0° 92.6°
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Figura 1.3 Estructuras cristalinas de rutilo y anatasa.*

Figura 1.4 Celda unidad de la fase brookita.*



1.3 Biomimética

Existe una larga e inspiradora historia que describe el disefio de materiales
tomada de la naturaleza. Sin embargo, la naturaleza sigue siendo aun muy
superior a lo que nosotros somos capaces de hacer o adaptar. La precision de la
naturaleza en la sintesis, molécula por molécula, va desde nanoestructuras
altamente ordenadas hasta sitios reactivos genéticamente controlados. Los
materiales hechos por el hombre requieren técnicas complicadas, temperaturas y
presiones altas. En contraste, la sintesis bioldgica ocurre a condiciones

ambientales y produce minimos remanentes no contaminantes y biodegradables.*
8, 33

Por otra parte, los sistemas bioldgicos siempre han demostrado su habilidad para
hallar soluciones en multiples facetas dentro del mundo real de problemas, usando
un riguroso proceso de seleccion natural. Esta gran versatilidad de la biologia
anima a los investigadores a desarrollar sintesis hibridas derivadas de la
naturaleza.® Surge de esta manera la tendencia a imitar las sintesis de sistemas
bioldgicos dando como resultado un nuevo campo en la ciencia: la biomimética.

Esta ciencia representa el estudio e imitacion de los métodos, disefios y procesos
de la naturaleza para lograr nuevos y mejores materiales.?* Algunas estructuras
biolégicas han sido utilizadas para la construccibn de materiales inorganicos
jerarquicos, que incluyen ADN, polisacaridos, proteinas, virus, diatomeas y placas
Oseas, alas de mariposa, conchas, fibras de seda, cabello, madera y plantas
(hojas, granos de polen), etc.'* 2% 3539

Generalmente en las sintesis bioldgicas, las proteinas son las responsables del
alto control en la formacion de los materiales inorganicos con tamafio, estructura,
forma, orientacion espacial y organizacién bien definida; asi como de las
propiedades mecanicas que superan a los materiales sintéticos del mundo
inorganico.*® %40

1.3.1 Sintesis de autoensamble

El autoensamble molecular representa un tema central en la nanotecnologia
moderna.*! El término autoensamble se define como la organizacién auténoma de
estructuras altamente ordenadas a partir de elementos de bajo orden.®* ** El
autoensamble es la base de las estructuras de todos los organismos vivos, los
cuales generan estructuras tridimensionales con precision a nanoescala, por
ejemplo las membranas celulares. Como resultado, muchos 6rdenes de magnitud
en tamafio pueden diferenciar a los elementos iniciales del sistema final formado.



Esta caracteristica bioldégica ha sido propuesta como una herramienta en el
desarrollo y disefio de estructuras, dispositivos y sistemas. Los progresos usando
la técnica de autoensamble han permitido el ajuste dirigido de microdispositivos en
sustratos o arreglos bi- y tri-dimensionales de cristales.** ** Desafortunadamente
poco se conoce sobre los mecanismos detallados de los procesos de
autoensamble que incluso, en algunos casos, moléculas que no constituyen la
estructura final estan involucradas.**

Hay dos principales tipos de autoensamble: estatico y dinamico.** El
autoensamble estatico implica sistemas que estan en un equilibrio global o local y
no disipan energia. Por ejemplo, los cristales moleculares se forman por
autoensamble estatico. En este caso, la formacion de las estructuras ordenadas
puede requerir energia (por ejemplo en forma de agitacién), pero una vez
formadas, son estables. La mayor parte de la investigacion en autoensamble se ha
enfocado a este tipo en particular.

En el autoensamble dinamico, las interacciones responsables de la formacion de
estructuras o patrones entre componentes solamente ocurren si el sistema disipa
energia. Los patrones formados por competencia entre reaccion y difusion en las
reacciones quimicas oscilantes son ejemplos simples; las células son un tipo mas
complejo. El estudio de este tipo de autoensamble esta apenas comenzando y se
espera que en un futuro sea uno de los métodos de sintesis mas eficientes y
permita un mayor desarrollo de materiales novedosos.

Los componentes que se autoensamblan deben ser capaces de moverse respecto
a otros para que las atracciones y repulsiones sean balanceadas por sus estados
estacionarios. El autoensamble molecular implica interacciones débiles o no
covalentes (van der Waals, interacciones electrostaticas e hidrofobicas, puentes
de hidrégeno) y enlaces de coordinacién.*? Debido a que el autoensamble requiere
que los componentes sean moviles, usualmente se lleva a cabo en fluidos o sobre
superficies blandas. ElI ambiente puede modificar las interacciones entre los
componentes, el uso de fronteras fisicas u otras restricciones en el autoensamble
es particularmente importante, porque éstas pueden reducir defectos y controlar
las estructuras.

El equilibrio es requerido para obtener estructuras ordenadas. Si los componentes
se enlazan irreversiblemente cuando colisionan, pueden formar un vidrio en vez de
un cristal u otra estructura regular. Por ello, resulta necesario que los
componentes estén en equilibrio entre el estado agregado y libre o ajustar sus
posiciones relativas a alguna otra una vez agregadas.
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Especificamente, los péptidos son en gran medida los elementos de construccion
(building blocks) para autoensamble biolégico y bio-inspirado. La secuencia de
aminoacidos provee diferentes propiedades fisicoquimicas lo que les confieren
actividad catalitica y pueden enlazarse a metales o a otros materiales
inorganicos.** Por lo tanto, el autoensamble provee una solucién a la fabricacion
de estructuras ordenadas de componentes con tamafios de nandémetros hasta
micrémetros. Este intervalo de tamafnos serd importante para el desarrollo de la
nanotecnologia (y la expansiéon de microtecnologia en areas distintas a la
microelectronica). También el entendimiento de las estructuras y procesos
biolégicos serd determinante para lograr la mimica sintética de éstos, los cuales
ofreceran oportunidades para construir sistemas con nuevos tipos de funcién.*

1.3.2 Biomimética en el proceso sol-gel

El autoensamble en un sistema acuoso es usualmente dirigido por factores
entropicos, donde la asociacion de moédulos esta acompafiada de una exclusion
de moléculas ordenadas de agua.” Al parecer el método mas factible para lograr
una réplica de la sintesis biolégica de autoensamble parece ser la técnica de sol-
gel.

El método sol-gel es utilizado para la sintesis de 6xidos metalicos. Consiste en
reacciones de hidrélisis y condensacion que se llevan a cabo de manera
consecutiva. La sintesis por sol-gel puede partir de precursores inorganicos (sales
inorganicas) u organicos (alcoxidos metalicos). Las reacciones principales de
hidrolisis y condensacion a partir de cierto alcoxido M(OR),, son

Hidroélisis:
M(OR), + H,0 = M(OR),,_(OH) + R(OH) (1)

Condensacion:
M(OR), + M(OR),,_;(OH) = M,0(0H),_, + ROH (2)

La inspiracion del método sol-gel para biomimetizar surge del descubrimiento del
proceso natural de la sintesis inorganica en las diatomeas y esponjas. Estos
organismos usan la sintesis sol-gel para formar su exoesqueleto, siendo las
silafinas las moléculas que interaccionan con el acido silicico (el producto de
hidrélisis del sol-gel) para luego formar la red de SiO, (condensacién) *°.

El proceso sol-gel ofrece varias ventajas sobre otros métodos, pues implica un
procedimiento simple, a baja temperatura y con gran homogeneidad **. Una vez
que las bioplantillas se introducen en el sol, una serie de intrincadas reacciones de
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hidrolisis y condensacion suceden durante la transicion sol-gel y cuyo resultado
son estructuras mas o menos ordenadas. Esto podria permitir facilmente la
preparacion de 6xidos metalicos jerarquizados tales como TiO,, SiO,, ZnO, ZrOs,
etc. Ademas, de acuerdo a Dong et al.** 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 predeterminadas.

En el caso de 6xido de silicio, se han probado dos rutas del método sol-gel: la
primera fue usar biomoléculas extraidas de organismos que controlan la formacion
de SiO; (silafinas). En general, estas bioplantillas han mostrado ser eficientes en
la formacién de SiO, activado ademas de controlar su morfologia a nanoescala.
Un buen ejemplo es el uso del péptido R5, el cual es el encargado de activar la
formacién de SiO, en las diatomeas.*’ Este péptido se ha utilizado para formar
nanoparticulas de SiO,*® e incluso para la sintesis de TiO, *°. Estas pruebas se
han realizado imitando la dinamica de los compartimientos celulares donde la
deposicion de SiO, ocurre, perturbaciones externas tales como fuerzas de corte
también se usaron para inducir nuevas morfologias de SiO, (Figura 1.5).>° Sin
embargo, existen muchas diferencias en cuanto a la naturaleza y composicién de
las biomoléculas extraidas de diferentes organismos. En consecuencia, el modo
de interaccion con los precursores de silicio puede ser muy distinto. La segunda
ruta implica el uso de moléculas modelo que comparten caracteristicas
estructurales y funcionales similares a las extraidas de la naturaleza. En particular,
se observd que estas biomoléculas son ricas en grupos amino, lo que condujo a
muchas investigaciones sobre las interacciones entre precursores de silicio y
polipéptidos ricos en grupos amino, tales como polilisina, poliarginina o
polietilenimina. Estos sistemas mostraron la habilidad de las poliaminas para
activar la formacion de SiO..

La habilidad de las moléculas extraidas y sus mutantes poliaminicas para inducir
la formacion de SiO, en condiciones que son compatibles con la preservacion de
su actividad biolégica, abre la posibilidad de desarrollar nuevos procesos de
biosintesis.*® Las silafinas en general tienen un comportamiento tipo enzimatico
debido a la presencia de una triada de aminoacidos (serina, histidina y asparagina)
gue actlan como sitio activo para la hidrdlisis de alcéxidos de silicio, los cuales
actian como especies donadoras-aceptoras.”’ La propuesta del mecanismo de
reaccion de estas silafinas se muestra en la Figura 1.6. En primer lugar, ocurre un
ataque nucleofilico del oxigeno del grupo alcohol de la serina del sitio activo hacia
el alcoxido, formando un intermediario proteina-sustrato que es estabilizado por el
par de electrones disponibles del grupo imidazol de la histidina. Después de esto,
una hidrélisis de este intermediario catalizada por la histidina da como resultado
un silanol y regenera el par serina-histidina.
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Figura 1.5 Imagenes de SEM de estructuras de SiO, obtenldas usando eI péptido R5. (A)
estructuras esféricas de SiO, obtenidas bajo condiciones de reaccién estaticas. (B) y (C)
morfologias arqueadas obtenidas burbujeando nitrégeno gaseoso en la mezcla de
reaccion. (D) y (E) morfologias fibrilares obtenidas aplicando corte mecanico a la mezcla
de reaccion. (F) aglomerados rugosos de esferas de SiO, (flecha). Escala 1pm.>°
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Figura 1.6 Esquema del mecanismo de reaccién propuesto para la biomineralizacion de

SiO, catalizada por una silicateina a partir de tetraetilortosilicato (TEOS).>

Otros estudios sobre sintesis de SiO, bimimética realizados por Shchipunov y
Shipunova, utilizan técnicas de sol-gel junto con polisacaridos™ ** y proteinas®
como bioplantillas. Estos experimentos revelaron dos caracteristicas por las cuales
la formacion de hidrogeles hibridos bioplantilla-silice pueden ser distinguidos del
proceso comun de sol-gel.

1.- La condensacion se lleva a cabo en condiciones a las cuales no se logra
en ausencia de las biomoléculas, por ejemplo a pH neutros. Esto sugiere que las
bioplantillas tienen un efecto catalitico sobre el proceso sol-gel.
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2.- Al utilizar proteinas, el hidrogel formado fue un monolito. No se observo
precipitacion o separacion de fases, lo que difiere con otros métodos donde la
silice formada precipita.

Estas conclusiones prometen multiples opciones para la sintesis por
autoensamble. Un punto importante es que el efecto guia de la estructura esta
basado en los cambios conformacionales de las bioplantillas. Especialmente, en
las proteinas estos cambios pueden ser regulados por una simple variacién del pH
o la temperatura. Ademas, por técnicas de biologia molecular son posibles las
modificaciones puntuales en la secuencia de residuos y su bioconjugacién. De
esta manera, las vias para regular la estructura proteica y asi la morfologia de los
nanomateriales son ampliamente diversas.

Y, es mencionado por J. Livage,*® debido a las enormes potencialidades de
materiales biomiméticos y su popular incremento “los enfoques de biomimetismo
en el campo de los materiales sintetizados por sol-gel se pueden prever”.

1.3.3 Biomineralizacion con péptidos

La biomineralizacion es la formacion de minerales ocurrida naturalmente en
organismos vivos. Este proceso es biologicamente inducido y controlado. Como se
ha mencionado, algunas secuencias peptidicas pueden tener especificidad a
ciertos materiales inorganicos (6xido metalicos principalmente). En organismos
Vivos los péptidos juegan papeles importantes en el control de la biomineralizacién
de nanoestructuras inorganicas y en la direcciéon de la organizacion de materia
blanda, ya que éstos poseen una gran diversidad quimica de grupos funcionales (-
COO’, -SH, -OH, -NH;), aminoéacidos hidrofébicos e hidrofilicos, diferentes
estructuras secundarias (cadenas aleatorias, alfa hélice, hélice 31, hojas beta) y
patrones de bio-reconocimiento. Ademas los péptidos son faciles de sintetizar,
relativamente baratos y pueden ser facilmente decorados con modificaciones
quimicas o biolégicas.”* Todas esas caracteristicas, ademas de la secuencia de
aminoacidos pueden contribuir a la actividad de biomineralizacion®® lo cual
promete una gran versatilidad del uso de péptidos para las sintesis de nuevos
materiales, Figura 1.7.
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Figura 1.7 Capacidades potenciales de péptidos para el control de diferentes
caracteristicas de nanomateriales inorganicos, como son tamafio, forma, composicion y
funcion.*

El aislamiento de péptidos capaces de biomineralizar naturalmente y el estudio de
sus estructuras y funciones ex vivo ha permitido una mejor comprension de
algunos procesos de mineralizacion inorganica. En muchos casos, estos péptidos
son usados para sintetizar nuevos materiales inorganicos.>?

1.3.3.1 Seleccion de péptidos con interaccion especifica

La principal limitante que tiene la biomimética es el reducido numero de
biomoléculas conocidas capaces de biomineralizar. En principio, Unicamente los
materiales inorganicos que se sabe que son sintetizados por organismos Vvivos
podrian sintetizarse por biomineralizacion en condiciones in vitro. Por esta razén
se han buscado métodos que logren predecir qué biomoléculas serian capaces de
tener actividad en la sintesis de materiales inorganicos.

En la dltima década, una técnica combinatoria de biologia molecular ha
comenzado a utilizarse como herramienta en la buUsqueda de secuencias
peptidicas capaces de inducir la biomineralizacion. Esta técnica llamada biblioteca
de fagos desplegados™ (phage display library) consiste en una coleccién de
variantes de un péptido que se expresa en la superficie de fagos (virus que
infectan a bacterias). Generalmente se utiliza el fago filamentoso M13, el cual se
modifica su genoma para codificar cada variante dentro de ellos y expresarlo en su
superficie.>® Esto permite tener en cada fago secuencias aleatorias de cadenas
polipeptidicas (casi las 20" secuencias diferentes posibles, n es el nimero de
residuos) que sirven como puente fisico para enlazarse con otro material.
Inicialmente esta técnica fue utilizada para la busqueda de anticuerpos y, debido a
gue no se necesita un conocimiento a priori sobre la secuencia de aminoacidos



16

deseada, ha resultado una técnica muy util en otras areas de la ciencia, tal como
la biomimética.”

Para seleccionar los péptidos desplegados en fagos que presentan afinidad a
cierto material a partir de las secuencias aleatorias se realiza un barrido®
(biopanning) donde la biblioteca de fagos desplegados se pone en contacto con el
material de interés (Figura 1.8 a, b) y posteriormente se realizan lavados para
eliminar los fagos con secuencias no especificas (Figura 1.8 c, d). Por ultimo los
fagos que se enlazaron especificamente al material (quimica o estructuralmente)
son amplificados para su posterior secuenciacion (Figura 1.8 e, f).

a. Biblioteca de fagos
desplegados

e

- DO
- DAASANG A RITTTIILS-
b. Biopanning sobre sustratos c. Elucion de secuencias
9. a . con interacciones .

? 28 débiles o no
2 B especificas

Superficies 2
planas, mono-o g 2
policristalinas R

Polvos mono-o0 =/ ! &

licristalinos W
S5 { P &.@’wa 3

d. Elucion de fagos
enlazados a la superficie
)

=

|

e. Amplificacion de f. Purificacion y
fagos secuenciacion del ADN

Péptido especifico

Figura 1.8 Pasos para hallar secuencias especificas a materiales por medio de un
biopanning.>’
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Sin embargo, hallar secuencias peptidicas con afinidad especifica al material de
interés no asegura que sea capaz de inducir la formacion de éste, pero una
interaccion fuerte entre el péptido y el material inorganico motiva la posibilidad de
que éste pueda dirigir en buena manera la biomineralizacién. Por lo tanto resulta
una buena guia para la sintesis de materiales pues es una técnica relativamente
sencilla para seleccionar secuencias particulares, de las 20" posibles, con mayor
probabilidad de actividad biomineralizadora. Actualmente existen reportes de
varias secuencias peptidicas especificas a metales, O0xidos metalicos, sales
metalicas, semiconductores, etcétera.* >3 °7 %8

1.3.3.2 Biomineralizacion usando péptidos especificos

La biomineralizacion con péptidos surgio del descubrimiento de los polipéptidos de
diatomeas y esponjas involucrados en la sintesis de SiO,. Los resultados positivos
han dado pie a la busqueda de sintesis in vitro de muchos otros materiales
inorganicos por ejemplo metales, 6xidos metéalicos y semiconductores.

En el caso de biomineralizacién de metales, se han probado péptidos con afinidad
a éstos para sintetizar nanoparticulas de manera controlada.”*?* Entre los
resultados mas interesantes estan los reportados por Huang et al.?* quienes
aislaron de una biblioteca de fagos desplegados de 7 residuos la secuencia Q7
(QQSWPIS) con afinidad al paladio (Pd). Ellos usaron este péptido para la sintesis
de nanocristales de Pd y observaron que éste actla controlando la formacion de
las nanoparticulas, Figura 1.9. Para comprobar la selectividad del péptido también
usaron un péptido no especifico, con el cual el efecto del control sobre el tamafio y

forma fue practicamente nulo.

Figura 1.9 (a-c) Iméagenes de TEM de nanopartlculas de Pd smtetlzadas a) en ausencia
de péptido, b) Usando un péptido no especifico, ¢) Usando el péptido especifico Q7.%
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Los oxidos metalicos también han llamado la atencion a los cientificos para lograr
sintesis controladas por medio de péptidos especificos. Particularmente en el caso
del 6xido de titanio no se conoce todavia ningun organismo donde el titanio sea
esencial, lo que implica que no hay biomoléculas que estén implicadas en la
biosintesis de compuestos de titanio.? Un estudio del afio 2003 revel6 por primera
vez la posibilidad de utilizar silicateinas para inducir la sintesis de Oxido de
titanio.>® A partir de éste, han sido probadas otras silafinas y algunas mutantes*®
%961 para lograr una sintesis controlada como las ya mencionadas.

Sin embargo, para el caso de 6xido de titanio actualmente no se conoce ningun
organismo capaz de biosintetizarlo, ni siquiera se conocen biomoléculas que
interaccionen con algin precursor de titanio.? Para resolver este problema, a partir
de bibliotecas de fagos desplegados se han hallado algunas secuencias con
afinidad a TiO,. Dickerson et al.*® utilizaron una biblioteca de fagos desplegados
de 12 residuos vy realizaron un barrido (biopanning) sobre rutilo para seleccionar
las secuencias que presentaban afinidad a dicho material. De esta manera,
encontraron secuencias de péptidos con posibilidad de tener capacidad
biomineralizante. Posteriormente, usando lactatodihidroxidotitanato(lV) de bis-
amonio (TiBALDH) como precursor, probaron la eficiencia de las secuencias
peptidicas encontradas en el biopanning en la biomineralizacion de TiO,. La
secuencia llamada dTi-1(H/K) (RKKRTKNPTRKL) fue capaz de inducir la
formacion de nanocristales dentro de la fase amorfa del 6xido, Figura 1.10. Por
otra parte, observaron que el rendimiento en la sintesis de TiO, se incrementd en
proporcion al numero de cargas positivas de los residuos. Observaron también
qgue los péptidos con mejor afinidad al TiO, tenian residuos de arginina (R), lisina
(K) e histidina (H) en mayor proporcion que otros, lo que simplifica las
posibilidades de mutaciones que pudieran incrementar la capacidad
biomineralizadora de los péptidos y el rendimiento. En otro estudio posterior,
obtienen otras secuencias que presentan afinidad a TiO; (rutilo), pero no muestran
afinidad a SiO,, de esta manera comprobaron la especificidad de los péptidos
hacia TiO..*® En este caso utilizaron como precursores bisoxalatooxotitanato de
potasio K;[TiO(C,04),]-2H,O vy tetraetilortosilicato (TEOS) para TiO, y SiO;
respectivamente. Con las secuencias previamente seleccionadas no obtuvieron
fases cristalinas de TiO, pero si particulas nanoestructuradas de <100 nm en
tamano. Al probar dichas secuencias con TEOS, no presentaron actividad para la
biomineralizacion de SiO; lo cual evidencio la selectividad de las secuencias de
los péptidos.
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%,
Figura 1.10 Imagenes de TiO, biomineralizado por el péptido dTi-1(H/K). lzquierda, con
microscopia electronica de barrido, escala 400 nm. Derecha, con microscopia electrénica
de transmision de alta resolucion, el recuadro muestra el patrén de difraccién de

electrones, escala 5 nm.

Chen et al.%? realizaron un barrido con una biblioteca de péptidos ciclicos de 7
residuos -CXXXXXXXC- (los cuales forman un loop debido al puente disulfuro
entre las cisteinas de los extremos) sobre anatasa y nanoparticulas de SiO,
hallando repetidamente la secuencia -CHKKPSKSC- (TBP-1) en ambos casos.
Ellos también compararon la fuerza de unién entre TiO; y SiO; y la secuencia
TBP-1 en su forma ciclica, la cual tiene poca movilidad en su estructura, y en su
forma lineal AHKKPSKSA.®® De este modo, determinaron la influencia de la
movilidad del péptido en la interaccion sobre los materiales. Adicionalmente, para
conocer la estructura y confirmar la movilidad del péptido realizaron una
simulacién por dinamica molecular, llegando a las siguientes conclusiones:

e La flexibilidad estructural le permite al péptido lineal adoptar un mayor
namero de conformaciones logrando una mejor interaccion electrostatica
con los oOxidos. Esto concuerda con la afinidad del péptido lineal para
ambos o6xidos y, por el contrario, el péptido ciclico tuvo menor afinidad a
ellos.

e La flexibilidad estructural de péptidos y sus grupos laterales parecen ser
factores claves para regular su afinidad de enlace y/o selectividad a los
materiales inorganicos. Ademas esto es esencial para entender las
interacciones péptido-sustrato y su posterior implementaciéon a las
aplicaciones de disefio de bioplantillas.

Un estudio sobre la secuencia TBP-1 y su capacidad de biomineralizar TiO, a
partir de TiBALDH también fue realizado por el mismo grupo de investigadores.
Alli concluyen que la afinidad del péptido TBP-1 al TiO, es necesaria pero
insuficiente para lograr una buena biomineralizacién, pues no observan fases
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cristalinas ni un control de la forma o tamafio, Figura 1.11.°* También mencionan
que la eficacia estd gobernada por intrincadas interacciones electrostaticas y
cinéticas las cuales dependen fuertemente de la secuencia, conformacion y rigidez
del péptido.

CHRRPSRSC-, B) usando el péptido -CHKKPSKSC-.%

En un estudio reciente sobre la adsorcion de péptidos a superficies de
nanoparticulas de SiO,, Perry et al.'® identificaron el mecanismo por el cual se
enlazan los péptidos a la superficie de las nanoparticulas, donde principalmente
estan involucrados pares iénicos y puentes de hidrégeno, complementados por
uniones ion-dipolo, dipolo-dipolo e interacciones de Van der Waals. El grado de
ionizacién de la superficie de la nanoparticula también resulta critico para la
adsorcion selectiva.

A nivel molecular, la adsorcién es dirigida por los grupos amonio del N-terminal y
los residuos de lisina (K) y estd modulada por los residuos de arginina (R) por
medio de la formacién de pares i6nicos con los grupos siloxido superficiales y
también por serina (S), histidina (H) y asparagina (N) a través de puentes de
hidrégeno e interacciones polares. Por ultimo, la velocidad del proceso de
biomineralizacibn con precursores de silicio disminuye a medida que se
incrementa la fuerza de interaccién entre las nanoparticulas, dando la posibilidad
de controlar de manera definida la morfologia de la particula.

En cuanto a la unién péptido-TiO, hay algunos estudios similares para dilucidar
esta interaccion.'” En un primer estudio, utilizan el péptido RKLPDA para explorar
experimentalmente las interacciones péptido-TiO,®. Estudios posteriores donde
utilizan dos dipéptidos AE y AK para estudiar de forma experimental y tedrica sus
interacciones con rutilo (110) coinciden que el grupo carboxilo del C-terminal y los
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grupos amino se coordinan con la superficie de rutilo.?% ® Un estudio teérico sobre
la adsorcion del péptido RGD, un promotor de adhesion celular, con diferentes
planos cristalograficos de TiO, por dinamica molecular también concluyen, de
manera similar a los anteriores, que existen interacciones entre los atomos de
oxigeno de los residuos de aspartato y los &tomos de Ti cargados en la
superficie.®” El esquema propuesto de la unién péptido-TiO, se muestra en la
Figura 1.12.

Figura 1.12 Modelo de interaccién del péptido RKLPDA con una superficie de TiO,.%

Desafortunadamente se sabe poco del mecanismo de biomineralizacion y la
mayoria de estudios se enfocan solamente en la interaccién péptido-material y no
péptido-precursor. Aunque se han dado algunas propuestas, aun no esta claro
cuales son los factores determinantes para lograr un buen resultado, pues hasta
ahora todo es empirico.”
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Capitulo 2
Hipotesis y Objetivos

2.1 Planteamiento del problema

La necesidad de sintesis de materiales con estructuras nanométricas en
condiciones suaves de reaccion ha llevado a los cientificos a imitar la sintesis
biolégica de materiales inorganicas usando biomoléculas como plantillas.
Entonces ¢es posible utilizar heptapéptidos como bioplantillas para
nanoestructurar TiO, cristalino en condiciones ambiente?

2.2 Hipobtesis

Secuencias de péptidos especificas y afines a TiO, podran ser usadas en sintesis
sol-gel para producir nanoestructuras de anatasa con un control preciso en las
dimensiones, morfologia y organizacion.

2.3 Objetivos

General:
Sintetizar y caracterizar TiO, por técnicas de sol-gel usando como bioplantillas
péptidos con afinidad a anatasa.

Especificos:
1.- Obtener y caracterizar nanoestrucutras de TiO, por biomineralizacion usando el
péptido H.

2.- Estudiar el efecto de mutaciones puntuales en el proceso de biomineralizacién.

3.- Estudiar el proceso de biomineralizacion, en especial los factores que influyen
en éste, como son pH, relaciones molares precursor/péptido y naturaleza quimica
del precursor.
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Capitulo 3
Materiales y Metodologia

3.1 Biomineralizacién

Se eligid la secuencia de un heptapéptido con afinidad a nanoparticulas de
anatasa y silice hallada por Chen et al.®* como péptido control (control positivo).
Dicha secuencia (HKKPSKS) se us6 como referencia para las pruebas de
biomineralizacion y ademas se probaron algunas mutaciones puntuales. Los
péptidos seleccionados fueron sintetizados quimicamente por GenScript, la
secuencia y detalles de éstos se muestran en la Tabla 3.1.

Tabla 3.1 Péptidos propuestos para la biomineralizacion de TiO,, la mutacién se marca en
negrita.

Clave Secuencia MM/gmol™ pl? % pureza
H HKKPSKS 810.94 10.30 96.7
R RKKPSKS 829.94 11.26 99.0
L LKKPSKS 786.97 10.30 99.8
HH HHKPSKS 819.91 10.00 99.5
HK HKHPSKS 819.91 10.00 98.8
KK HKKPHKS 861.01 10.30 99.8

 El punto Isoeléctrico (pl) fue obtenido con el programa Protein Calculator:
http://www.scripps.edu/~cdputnam/protcalc.html

Los reactivos restantes para la biomineralizacion fueron los siguientes:

Propéxido de titanio (Ti(PrO)s), isopropoxido de titanio  (Ti(PrO').)
tetraetilortosilicato (TEOS), etanol absoluto, propanol (PrOH), isopropanol (iPrOH),
acetil acetona (acac), acido clorhidrico, agua desionizada estéril. Para preparar los
amortiguadores: Acetato de sodio, acetato de bario, citrato de sodio, acido 2-(N-
morfolino)etanosulfonico (MES), piperacina-N,N’-bis(2-acido etanosulfénico)
(PIPES), trishidroximetilaminometano (TRIS), fosfato de potasio, fosfato acido de
potasio, borato de sodio, acido acético, agua desionizada estéril (MiliQ).
Adicionalmente se utilizé6 azul de metileno, nanoparticulas de anatasa de tamafio
<25 nm y anatasa micrométrica en las pruebas fotocataliticas.

Todos estos reactivos fueron proveidos por Aldrich y Baker.

La metodologia para la biomineralizacion fue la siguiente:
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a) Biomineralizaciéon de TiO;

En un tubo se mezcla el alcoxido de titanio con su respectivo alcohol y se le
agrega lentamente la solucion del péptido (2 o 4 mg/mL) con agitacion. Los tubos
se dejan reposar a temperatura ambiente hasta su precipitacion o gelacién. Las
cantidades varian segun la relacibn molar Ti(OR)4:ROH:H,O:peptido
(Ti:OH:H,O:pept). En algunos casos las soluciones peptidicas fueron preparadas
con diferentes amortiguadores (a una concentraciéon de 50 mM) para regular el pH
y, donde se indique, también se le agregd acetil acetona (acac) a la solucion
alcoxido-alcohol en una relacion molar Ti:acac 1:1 para disminuir la velocidad de
hidrdlisis.

b) Biomineralizacion de SiO;
Se colocan 25 pL de solucion peptidica 4 mg/mL y 25 pL de los diferentes
amortiguadores (de concentracion 100 mM) en un tubo y posteriormente se le
afiaden 6.46 uL de TEOS. Se agita en un vortex y se dejan reposar a temperatura
ambiente.

En ambos casos (para TiO, y SiO,), cuando se formaron precipitados se
recuperaron por centrifugacion a 13000 rpm durante 10 minutos y se lavaron con
etanol 3 veces. El producto se dej6 secar en una estufa de vacio a 50°C y
posteriormente se hacen las pruebas para su caracterizacion. Todos los
materiales usados fueron estériles para evitar cualquier degradacion de los
péptidos y se hicieron reacciones sin péptido (control negativo) para comparar
resultados.

3.2 Pruebas fotocataliticas de TiO,

Se utilizé un reactor UV a microescala (Cat. 7880, Ace glass incorporated) con una
lampara de mercurio de baja presién de 5.5W con longitud de onda de 245 nmy
una chaqueta de enfriamiento de cuarzo entre la lampara y la solucién para
mantenerla a 25 °C (Figura 3.1). La concentracion del catalizador fue de 0.5
mg/mL y se usO azul de metileno 20 mg/mL como molécula a degradar. La
actividad fotocatalitica del TiO, sintetizado se comparé con las nanoparticulas de
anatasa <25 nm.
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Figura 3.1 Reactor de fotocatalisis usado para degradar azul de metileno.

El catalizador y la solucion de azul de metileno se dejaron en agitacién a oscuras
por 1 hora para alcanzar el equilibrio de adsorcion. Después se irradid con la
lampara de UV manteniendo el sistema en agitacion a 25°C. Se tomaron muestras
de 250 pL a tiempo cero, y cada 10-20 minutos hasta completar la degradacion.
Las muestras se centrifugaron a 13000 rpm por 3 minutos para separar el
catalizador de la solucion. Posteriormente se cuantificO la concentracion de las
muestras obteniendo el espectro de absorcion de UV-Vis y tomando la
absorbencia a 667 nm.

3.3 Simulaciones por dinamica molecular

Utilizando la herramienta Protein Builder del software VMD®® se modelé la
estructura de partida de cada péptido. En todos los casos la estructura secundaria
fue lineal (®=-W=180°) a excepcion del enlace de la prolina. Las simulaciones se
realizaron en GROMACS 4.5.5,” siguiendo el método reportado por Karttunen”
con ligeras modificaciones:

La parametrizacion de los péptidos se realiz6 con el campo de fuerza GROMOS96
43a1’® tomando en cuenta los diferentes estados de protonacién que predominan
en los valores de pH elegidos. Se hizo una previa minimizacion de energia en
vacio con el algoritmo steepest descend para luego colocarlo en una caja de
solvatacion. La solvatacion con SPC fue dentro de una caja dodecaédrica con un
espaciado de 1 nm con condiciones periddicas. Se le afiadio iones Na* y CI" en
una concentracion de 100 mM para neutralizar el sistema (menor nimero de iones
sodio, para compensar las cargas positivas de los péptidos).
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Posteriormente se hizo una minimizacién de la energia utilizando el algoritmo de
gradiente conjugado. Después el sistema se acoplé a un bafio térmico para
mantener una temperatura constante de 300K usando el termostado Berendsen
durante 100 ps. La presion se mantuvo constante isotrépicamente a 1 bar con el
bardstato Parrinello-Rahman por 100 ps. Finalmente, la dinamica molecular se
realizé durante 20 ns con un tiempo de integracion de 2ps usando el algoritmo
leap-frog.

Todas las longitudes de enlace fueron restringidas usando el algoritmo LINCS
para el péptido. El limite para las interacciones Lennard-Jones fue de 1.0 nm y se
uso6 el método de Ewald (PME) para calcular las interacciones electrostaticas con
un limite de 1.0 nm.

Para conocer si la estructura del péptido convergido durante el tiempo de
simulacién se calculdé la desviacion de la media cuadratica (RMSD) con el
programa contenido en GROMACS g_rms. La estructura promedio y la fluctuacion
cuadratica media (RMSF) se obtiene con el programa de GROMACS g_rmsf,
tomando Unicamente las estructuras de los ultimos 3ns. Para las visualizaciones
de las estructuras finales se utiliz6 el software VMD.

3.4 Técnicas de caracterizacion

Microscopia de transmisién electronica y difraccidén de electrones
El tamafio y cristalinidad de las particulas de TiO, se estudiaron por microscopia
de transmision electrénica (TEM) y difraccion de electrones (ED) usando un
microscopio de transmision electrénica marca JEOL 2010. Las muestras fueron
preparadas usando rejillas de cobre con formvar de 300 mesh. Fueron preparadas
suspendiendo una pequeia cantidad de la muestra en agua o etanol y afiadiendo
2-3uL de ésta sobre la rejilla 'y se dejé secar al aire.

Difracciéon de rayos X
Para conocer si el TiO; sintetizado fue totalmente cristalino se utilizé la difraccion
de rayos X. Se utilizé un equipo Siemens D5000 con radiacién CuKa (A=1.54A) y
un paso de 0.03° y t=5s, los datos se adquirieron entre 4-70° en 26.

Espectroscopia infrarroja por trasformada de Fourier
Para conocer qué tipos de enlaces o moléculas hay en la muestra, se utilizé la
espectroscopia infrarroja por transformada de Fourier. Las muestras se prepararon
en pastilla de bromuro de potasio y se utilizd un equipo Perkin EImer modelo
Spectrum GX. El intervalo de medicién fue de 4000-400 cm™.



27

Analisis térmico gravimeétrico y calorimetria diferencial de barrido
La pérdida de peso respecto a la temperatura y el comportamiento térmico de las
muestras se analiz6 con ayuda de un equipo de analisis térmico gravimétrico y la
calorimetria diferencial de barrido (TGA/DSC) de la marca Perkin Elmer modelo
Pyris Diamont. La velocidad de calentamiento fue de 5°C/min de 25°C hasta
800°C con atmosfera de aire usando una celda de platino.
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Capitulo 4
Resultados y discusion

4.1 Caracteristicas fisicoquimicas de los péptidos

Aqui se presenta una descripcion sobre las diferencias y similitudes de los
péptidos utilizados para la biomineralizaciéon de TiO, y SiO,. Esto, con el fin de
poder explicar los resultados presentados en la siguiente parte. El péptido control
H seré& el punto de referencia para discutir las propiedades de las mutantes.

Péptidos HH y HK
Por un lado estan los péptidos HH y HK los cuales tienen sustituida una lisina por
una histidina respecto al péptido control H, Tabla 4.1. De acuerdo al diagrama de
cargas-pH mostrado en la Figura 4.1, estos dos péptidos tienen cargas iguales a
cualquier pH puesto que tienen los mismos residuos aunque en orden distinto. Asi,
a pH>5.5 los péptidos HH y HK tienen una carga menor a la del péptido control
debido a la desprotonacion del anillo imidazol de la histidina.

Péptidos Ry L
Por otro lado, en los péptidos R y L ha sido sustituida la histidina N-terminal del
péptido control por una arginina y leucina respectivamente, Tabla 4.1. La arginina
en el péptido R es un residuo basico (por el grupo lateral guanidino) que a
diferencia de la histidina a pH>5.5 la carga positiva se conserva, lo que provoca
gue tenga mayor carga total que el péptido H. Por el contrario, el péptido L tiene la
leucina, un residuo neutro, y como consecuencia a pH<7.5 tiene una menor carga
total que el péptido H.

Péptido KK
En contraste con las demas mutantes donde se sustituyen residuos basicos (H y
K), el péptido KK tiene una histidina en el lugar de la serina (5) del péptido control
H, Tabla 4.1. Es decir, este péptido tiene un residuo mas de caracter basico que el
resto e implica que a pH<6.5 sea el péptido con la mayor carga total de todos,
Figura 4.1.

Hay que resaltar que en el intervalo de pH (5.5, 7.5) el péptido control tiene una
carga total distinta a todos los demas péptidos. A pH=6.5 el péptido control tiene
una carga total de 3.5+ mientras que los péptidos R y KK tienen una carga mayor
(4.0+) y los péptidos HH, HK y L menor (3.0+).
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Tabla 4.1 Péptidos utilizados para biomineralizar.

Péptido Secuencia
H HKKPSKS
HH HHKPSKS
HK HKHPSKS
R RKKPSKS
L LKKPSKS
KK HKKPHKS
7
6 — —4—H
— 5 e A —E=R
Lo" o -l
4
ps —e—HH
o
) - ©—KK
1 |
N
O T T T T T T T
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pH

Figura 4.1 Carga total de cada péptido en funcién del pH. Calculadas con el programa
Protein Calculator : http://www.scripps.edu/~cdputnam/protcalc.html.

El estudio del mecanismo de la formacion de TiO, y SiO, se ha centrado
principalmente en la interaccién de la secuencia del péptido y el 6xido. Una vez
que se encuentra un péptido especifico que presenta afinidad a un material en
particular, éste es utilizado en la sintesis del material, usando algun precursor
adecuado. Mutantes de dicho péptido también han sido empleadas en
experimentos de biosintesis con el objetivo de determinar la influencia de la
estructura del péptido y como variaciones puntuales afectan sus propiedades,
tales como, pH, carga, entre otras y por lo tanto su interaccién con el precursor en
cuestiéon. Casi todos los estudios reportados hasta ahora para biomineralizaciéon
TiO, se han realizado usando como precursor lactatodihidroxidotitanato(IV) de bis-
amonio (TiIBALDH). En este trabajo ademas de estudiar el efecto de distintas
mutantes del péptido también estudiamos el efecto de diferentes precursores en el
proceso de biomineralizacion, como se discutird a continuacion.
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4.2  Sintesis de TiO, por biomineralizacion

Los resultados se presentan de acuerdo al alcoxido de titanio utilizado como
precursor.

4.2.1 Sintesis con propoxido de titanio

Los alcéxidos de titanio son rapidamente hidrolizables, asi que en la sintesis de
TiO, con propoxido de titanio (Ti(PrO),;) se probaron dos rutas. La primera,
Unicamente se empled una relacion molar alcéxido:propanol (Ti:PrOH) adecuada
para controlar la velocidad de reaccion (tipo ). En la segunda, se empled acetil
acetona (acac) para controlar la velocidad de hidrdlisis del precursor (tipo Il). Se
probaron varias relaciones molares de Ti:PrOH y de alcoxido:agua, desde 1:15
hasta 1:500 en ambos casos. Unicamente se presentan los resultados
representativos.

En las reacciones del tipo | (sin acac), se observa una gran diferencia entre la
reaccion con la solucién peptidica y la reaccion Unicamente con agua (control
negativo). Todas los controles negativos precipitan inmediatamente a excepcion
de aquellos con relaciones molares de Ti:PrOH superiores a 1:200, pero después
de unos minutos la formacion de grandes precipitados es evidente. Por otro lado,
cuando se utiliza una solucién peptidica la reaccion es notablemente mas lenta y
los precipitados blancos de TiO, son mucho mas pequefios a simple vista. Sin
embargo, cuando se utilizan relaciones molares Ti:H,O superiores a 1:50, el efecto
del péptido en la reaccion se ve limitado, pues la gran cantidad de moléculas de
agua compiten en la reaccion.

Las soluciones amortiguadoras utilizadas para estudiar la influencia del pH en la
biomineralizacién fueron las siguientes: acetatos, fosfatos y boratos. Sin embargo,
al utilizar las soluciones peptidicas con una concentracion 2 mg/mL en estos
amortiguadores con concentracion 50mM, el efecto en la formacion de particulas
de TiO, fue nulo. Los controles negativos (amortiguador sin péptido) incluso
provocaron la precipitacion mas rapidamente que en los experimentos solamente
con agua. En la Figura 4.2 se muestra la imagen de TEM de la muestra preparada
con el péptido H sin usar acac. La imagen muestra particulas de alrededor de 50
nm aunque no estan muy bien definidas. Ademas en la difraccion de electrones
(no mostrada) no se observa ningun patron de cristalinidad. Asi, a pesar de haber
obtenido nanoparticulas de TiO, inducidas por el péptido H, no fueron cristalinas.

En el caso de las reacciones de tipo Il (con acac), el efecto del péptido de retardar
la reaccién también se observa. Hay una notable diferencia entre las muestras
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preparadas con el péptido H en amortiguador de boratos (Fig. 4.3 a) y el control
negativo (Fig. 4.3 b). Usando el péptido control, se obtienen estructuras amorfas
en forma de tubos de tamafio entre 300 y 800 nm. El control negativo no muestra
ninguna morfologia definida y el tamafio de las particulas es superior a 1um.

Figura 4.2 Imagen de TEM de TiO, biomineralizado con' el péptido H en agua a una
concentracién de 4 mg/mL con relacién molar Ti:PrOH:H,O 1:50:40. Escala: 100 nm.

Figura 4.3 Imagenes de TEM de TiO, sintetizado en presencia de acetil acetona: a)
biomineralizado con el péptido H a una concentraciébn de 2 mg/mL en amortiguador de
boratos. b) Control negativo. Relacion molar Ti:PrOH:H,0O:Acac 1:20:500:1. Escala: 500

nm.

A pesar de haber hallado morfologias muy particulares, ninguna mostré
cristalinidad. Asi que se exploraron reacciones usando otro precursor para probar
si existian diferencias en la biomineralizacion. Los resultados con isopropdxido de
titanio se discuten a continuacion.
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4.1.2 Sintesis con isopropoxido de titanio

Como referencia para las reacciones de tipo Il, se tomé la relacibn molar
encontrada en los experimentos con propoxido de titanio (Ti(PrO),;) y acac
(Ti:iPrOH:H,0:acac 1:20:500:1). En ausencia de amortiguador (en agua estéril),
las reacciones con el péptido H no se observaron cambios, mientras que los
controles negativos mostraron la formacion de un precipitado. Esto concuerda con
los resultados obtenidos usando el Ti(PrO),. También se observé correspondencia
en las reacciones con amortiguadores, cuya velocidad de reaccion aumento y
como resultado se formaron precipitados grandes. En la Figura 4.4 se muestra la
imagen de microscopia electronica de transmision (TEM) de TiO, biomineralizado
con el péptido H en amortiguador de fosfatos (PBS) donde se observan
aglomerados.

Figura 4.4 Imagen de TEM de TiO, biomineralizado con el péptido H con una
concentracion de 2 mg/mL en amortiguador de PBS con Ti(PrQO')4 en presencia de acac.

Las reacciones de tipo | (sin acac) se realizaron, al igual que las de Ti(PrO),4, con
distintas relaciones molares. Debido a que el isopropéxido de titanio (Ti(PrO'))
reaccion6 mas rapido que el Ti(PrO),, las relaciones molares de Ti:H,O fueron de
1:5y 1:10. El efecto del pH utilizando soluciones peptidicas en amortiguadores no
fue posible probarlo pues reaccionaban inmediatamente y se formaban
precipitados.

La muestra preparada con el péptido H (control positivo) a una concentracion de 4
mg/mL usando una relacion molar Ti:iPrOH:H,O de 1:66:5 form6 una suspension
blanca (coloide) sugiriendo la presencia de nanoparticulas. En la Figura 4.5a se
muestra una imagen de TEM de dicha muestra. El tamafio de las particulas fue
mayor a 300 nm. La Figura 4.5b corresponde a una imagen de alta resolucion
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(HRTEM), en la cual se observan planos cristalograficos separados por una
distancia de 2.4A, que corresponde al plano (103) de la estructura de anatasa. En
la Figura 4.5c se muestra la difraccion de electrones (ED), el cual es tipico de
muestras cristalinas, confirmando la formacién de pequefias nanoparticulas de
anatasa coexistiendo con la fase amorfa.

a)

Figura 4.5 a) y b) Imagenes de HRTEM de TiO, biomineralizado con el péptido control [4
mg/mL] en agua con relacion molar Ti:iPrOH:H,O 1:66:5. c) Imagen del patron de
difraccion de electrones. Escala: a) 20 nm, b) 2 nm.

Para asegurar la reproducibilidad del experimento, la biomineralizacién con el
péptido H con las relaciones molares TiiiPrOH:H,O 1:66:5 se realizé por
duplicado, obteniendo morfologias mas ordenadas y de menor tamafio, ademas
de tener también fases cristalinas, Figura 4.6. La Figura 4.6¢c muestra el patron de
difraccion de electrones que es méas definido e intenso que el de la primera
muestra, el cual corresponde a la fase anatasa. La mayor cristalinidad y
morfologia mas definida de la segunda muestra se le atribuye a la menor
velocidad a la que se le agregé la solucién peptidica, permitiendo una mejor
distribucion del péptido en la solucién antes de ocurrir la condensaciéon de TiO».
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5 1/nm

Figura 4.6 a) y b) Imagenes de TEM de la segunda muestra preparada de TiO,
biomineralizado con el péptido control [4 mg/mL] en agua con relacion molar Ti:iPrOH:H,O
1:66:5 c) Patrén de difraccién de electrones correspondientes a anatasa. Escala: a) 200
nm, b) 100 nm.

Debido a que la relacion molar Ti:iiPrOH:H,O 1:66:5 permiti6 obtener TiO,
parcialmente cristalino con el péptido H (control positivo), los siguientes
experimentos de biomineralizacion con los péptidos mutantes se realizaron bajo
estas condiciones.

En la Figura 4.7 se muestran imagenes de TEM de las muestras preparadas con
las mutantes. Para el caso del péptido HH (Figura 4.7a) las particulas obtenidas
de TiO, son aglomerados mayores a 1um y no presentaron fases cristalinas.

Con el péptido R (Figura 4.7b) las particulas obtenidas son mas pequeias pero
tampoco tienen una morfologia definida. El patrén de difraccion de electrones es
caracteristico de estructuras amorfas (no mostrado).

Las particulas obtenidas con el péptido KK (Figura 4.7c) tienen un tamafio menor
a las anteriores (alrededor de 100 nm) y se enlazan formando una especie de red
similar al TiO, obtenido con el péptido control. Sin embargo no presenta fases
cristalinas.
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El péptido HK al igual que el KK induce la formacion de particulas enlazadas entre
si del orden de 100 nm (Figura 4.7d), sin embargo las particulas muestran menos
organizacion que el caso de las obtenidas con KK.

El péptido L (Figura 4.7e) al igual que los anteriores, induce la formacion de
particulas sin morfologia definida, el tamafio de particula es del orden de
micrémetros y no es cristalina.

A pH>5.5 los péptidos HH y HK poseen una carga menor a la del péptido control
debido a la desprotonacion del anillo imidazol de la histidina (ver Figura 4.1). Esta
diferencia podria ser un factor por el cual la biomineralizacion de fases cristalinas
no fue posible con las mutantes. Por otro lado, la histidina desprotonada también
puede actuar como ligante. Entonces, los péptidos HH, HK y KK con una histidina
mas que en el péptido control, pueden incrementar el nimero de coordinacion del
Ti y modificar la distribucion de las moléculas alrededor de éste, provocando una
interaccion muy distinta al del péptido control.

Hay que resaltar que en el intervalo de pH de (5.5, 7.5) el péptido control tiene una
carga total distinta a todos los demas péptidos. A pH=6.5 el péptido control tiene
una carga total de 3.5+ mientras que los péptidos R y KK tienen una carga mayor
(4.0+) y los péptidos HH, HK y L menor (3.0+). Estos resultados se correlacionan
con el resultado obtenido de fases cristalinas solamente con el péptido control.
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Figura 4.7 Imagenes de TEM de TiO, biomineralizado con el péptido: a) HH; b) R; c) KK;
d) HK; e) L. En agua [4 mg/mL] con relacion molar Ti:iPrOH:H,O 1:66:5. Escala: a-d), 200
nm, e) 100 nm.

Las muestras obtenidas con la relacion molar TiiiPrOH:H,O 1:66:5 se
caracterizaron por espectroscopia infrarroja por transformada de Fourier (FTIR).
En la Figura 4.8 Se muestran algunos espectros de infrarrojo. En los espectros de
las muestras de TiO, secadas a 50 °C (Figuras 4.8a, b y c) se observan tres
bandas de transmitancia similares. La banda que aparece alrededor de 3400 cm™
se atribuye a vibraciones de estiramientos de los grupos —OH, la banda menos
intensa en 1630 cm™ corresponde a la flexién de H-O-H; Finalmente la banda
intensa en 550 cm™ se relaciona a vibraciones de estiramiento de los enlaces Ti-
O-Ti. Las muestras preparadas con péptido (Figura 4.8a,b) también presentan
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unos pequefios picos en las regiones de 2950-2900, 1460 y 1380 cm™ que se
atribuyen a vibraciones de estiramiento y deformacion del enlace C-Hy a 1120 cm’
! a la deformacion de los enlaces O-C de los remanentes del precursor sugiriendo
que la hidrdlisis fue incompleta.” Debido a que la banda de flexién de los enlaces
H-O-H esta en la region donde también aparecen las vibraciones de los grupos
amida, no es posible asignar las vibraciones de C-H al péptido o al grupo alcoxi.
Por dltimo, en la Figura 4.8d se muestra el espectro de infrarrojo de la muestra
preparada con el péptido HH después de calcinarla a 500 °C por una hora. En él
Unicamente se observa la banda caracteristica de los enlaces de Ti-O.

] 1380cm™!

/ 1120cm”

d) ™

- ST /\\/\7,—\ AN
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3500 ' 3000 ' 2500 ' 2000 ' 1500 ' 1000 ' 500
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Figura 4.8 Espectros de infrarrojo de TiO, usando una relacion molar Ti:iPrOH:H,O
1:66:5. a) Con el péptido H; b) Con el péptido HH; c) Control negativo; d) Con el péptido
HH después de calcinar a 500 °C. La regién de 1500-1000 cm™ se muestra amplificada
para mayor detalle.

Aungue en las muestras observadas por TEM y difraccion de electrones mostraron
la formacion de cristales nanomeétricos cuando se empled el péptido control, por
difraccion de rayos X no fue posible detectar fases cristalinas, Figura 4.9d. Esto
probablemente se deba a que el tamafo de los cristales es muy pequeiio y/o la
cantidad de nanocristales en la muestra es insuficiente para ser detectadas por el
equipo de difraccion de rayos X. Sin embargo, los nanocristales que coexisten con
la regidbn amorfa pueden comportarse como semillas de cristalizacion (o
nucleacion) e inducir cambios cristalinos a temperaturas menores que las
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reportadas en experimentos de biomineralizacion donde necesitan temperaturas
alrededor de 700°C o mayores para lograr la transicién de amorfo a cristalino.*® ®*
™ Para probar esta hipétesis se realizaron experimentos de calcinacién de
diferentes muestras, las cuales fueron tratadas térmicamente a 500°C durante una
hora. Las Figuras 4.9a, b y ¢ muestran los difractogramas de los solidos obtenidos
después de la calcinacion que corresponden al control negativo, la muestra
preparada en presencia de HH y al control positivo respectivamente. En todas las
muestras calcinadas se observan practicamente los mismos picos a 26= 25.3°,
37.9°, 48.1°, 54.0°, 55.1° y 62.8° que corresponden a los planos de anatasa (101),
(004), (200), (105), (211) y (204) respectivamente (JCPDS 21-1272). Las muestras
calcinadas no presentan diferencias significativas en los difractogramas.
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Figura 4.9 Difractogramas de rayos X de algunas muestras de TiO,. Calcinadas a 500°C
a) Control negativo, b) Con el péptido HH, c) Con el péptido H y sin calcinar d) Con el
péptido H. Las muestras calcinadas tienen picos de difraccion correspondientes a anatasa
(JCPDS 21-1272).

Se realizo el andlisis térmico gravimeétrico (TGA, thermal gravimetric analysis) y la
calorimetria diferencial de barrido (DSC, differential scanning calorimetry) del TiO,
obtenido con el control positivo y el control negativo. En el TGA del control
negativo (Figura 4.10) de 30°C a 100°C hay una pérdida de masa alrededor del
4% que corresponde a la evaporacion del solvente en la superficie. A
temperaturas mayores de 100°C la pendiente de la curva de TGA es menor
llegando a un valle a 400°C donde la pérdida de masa total es de 12% que es
debida a la materia organica (precursor, solvente). El DSC (Figura 4.10) muestra
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gue a 100°C el proceso es endotérmico, después se vuelve exotérmico y aparece
un pico debido a la eliminacion de materia organica a 220°C, y otro pico a 395°C
que corresponde a la transicion a anatasa.

El TGA del control positivo (Figura 4.11) también muestra una pérdida de masa de
30-100°C que corresponde al 36%, esta pérdida de masa tan grande se debi6 a la
utilizacion de etanol para trasvasar la muestra del tubo a la celda de platino.
Después de 100°C la muestra continla perdiendo masa para llegar a un
porcentaje de masa constante de 58% a 395°C. La pérdida de masa entre 100 y
395°C corresponde a la pérdida de materia organica (descomposicion del péptido
y del precursor) que, comparado con el porcentaje de pérdida del control positivo
(22%) respecto a la del control negativo (8%) presenta una mayor pérdida lo que
concuerda con la presencia del péptido en la muestra. El DSC del control positivo
(Figura 4.11) muestra pequefios picos exotérmicos a 72°C, 100°C y 158°C, el
primero correspondiente a la evaporacion del etanol y los otros a la desorcion de
agua; a 250°C hay un pico muy amplio que se debe a la pérdida de materia
organica, finalmente en 360°C y 395°C dos picos anchos que podrian
corresponder a la transicion a anatasa de la fase amorfa en la muestra, la anchura
de los picos pueden deberse a que la transicion de fase se presenta lentamente a
temperaturas menores a 395°C y cuando se alcanza esta temperatura, queda
poca muestra amorfa lo que explicaria el pequefio pico a 395°C.
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Figura 4.10 TGA (linea punteada) y DSC (linea continua) de TiO, (control negativo)

usando la relacién molar Ti:iPrOH:H,O 1:66:5.
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Figura 4.11 TGA (linea punteada) y DSC (linea continua) de TiO, biomineralizado con el
péptido H [4 mg/mL] usando la relacién molar Ti:iPrOH:H,O 1:66:5.

A partir de los resultados anteriores, se realizaron reacciones con todos los
péptidos empleando la relacion molar Ti:iPrOH:H,O de 1:145:10, con la cual se
logré una reaccion lenta (alrededor de 2 horas para que aparezcan particulas). En
principio, estas condiciones nos permitirian obtener estructuras mas cristalinas,
pues se lograria un control cinético de la condensacién. Al final de las reacciones,
aquellas en las que se utiliz6 algin péptido las particulas blancas de TiO;
permanecian suspendidas, lo que sugiere la presencia de particulas nanométricas
de TiO,, mientras que en el control negativo las particulas precipitaron
completamente, Figura 4.12.

Figura 4.12 Resultado final de las reacciones con relacion molar Ti:iPrOH:H,O 1:145:10
control negativo (izquierda); control positivo [4 mg/mL] (derecha).
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En la Figura 4.13 se muestran las imagenes representativas de TEM de cada una
de las reacciones con los diferentes péptidos usando la relacion molar
Ti:iPrOH:H,O 1:145:10. De los patrones de difraccion de electrones (no
mostrados) ninguna muestra presentd fases cristalinas. Comparando la muestra
preparada control negativo (Fig. 4.13a) con aquellas biomineralizadas existe una
gran diferencia en tamafio y forma. Mientras que con el control negativo se
obtuvieron particulas aglomeradas con tamafio >2um, con las muestras en
presencia de bioplantilla se obtienen redes nanométricas. En concreto, se observa
que:

1) La velocidad de reaccion se controla evitando la formacion inmediata de
hidro-6xidos.

2) La interaccion entre el péptido-precursor controla las reacciones de
hidrolisis-condensacion permitiendo la formacion de coloides indicando la
presencia de nanoparticulas.

Por lo tanto podemos concluir que efectivamente hay un efecto de plantilla cuando
se emplea un péptido.
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Figura 4.13 Imagenes de TEM del TiO; sintetizado Tjsando la relacion molar 1:145:10: a)
Sin péptido; con el péptido: b) L c) HK; d) H; e) KK; f) HH; g) R. Ninguna presenta fases
cristalinas. Escala: a) 500 nm; b), e), f) y g) 200 nm; c) y d) 100 nm.

A pesar de que se observé la formacion de nanoparticulas organizadas en
presencia de la bioplantilla, éstas eran amorfas. Asi, incrementamos la
concentracion del péptido para que las probabilidades de las interacciones entre
ambas moléculas fueran mayores y por consecuencia el efecto plantilla. Esto con
el fin de propiciar la formacién de estructuras cristalinas. Cuando se intentd usar
una relacion mayor de Ti:péptido con soluciones peptidicas con concentracién de
4 mg/mL el resultado fueron precipitados grandes, pues la relaciéon Ti:H,O
incrementd también. Por ello, se utilizé una solucién peptidica mas concentrada (8
mg/mL) y se probd la relacién molar Ti:iPrOH:H,0 1:145:50 la cual después de un
dia gelifico. Adicionalmente se incremento la relacion molar de alcohol, los cuales
al usar la relacion Ti:iPrOH:H,O 1:500:100 con una solucién peptidica de 4 mg/mL
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el resultado fue la formacidén de un gel, mientras que si se incrementa la relacion
molar de isopropanol Ti:iPrOH a 1:1450 no reacciona.

En la Tabla 4.2 se resumen las reacciones realizadas y los resultados obtenidos. A
pesar de que la velocidad de reaccion disminuye al incrementar la relacion molar
entre Ti:iPrOH de 1:66 a 1:145 no fue posible obtener fases cristalinas pero si un
tamafio menor de las particulas. Si se incrementa la cantidad de péptido en la
relacion molar 1:145 el resultado es un gel. Por lo tanto la cristalinidad del
producto en la biomineralizacion no so6lo depende de la velocidad, sino de otros
factores que pueden estar relacionados con factores estructurales del péptido.
Estos resultados muestran la gran versatilidad del proceso sol-gel para la sintesis
de oxidos, y esto permitié obtener diversas estructuras y tamafios de TiO..

Tabla 4.2 Resumen de reacciones de biomineralizacion con Ti(PrO')

Relacion molar Péptido (4 mg/mL) Resultado
Ti:iPrOH:H,O
1:66:5 H Nanoparticulas enlazadas. Con
sitios cristalinos
L, HH, HK, KK, R Estructuras sin morfologia ni
tamafo definido. Amorfos.
Sin péptido Precipitados
1:145:10 H Redes de TiO, amorfo ~50 nm
de diametro
R, KK, L, HH, HK Redes de TiO, amorfo de
tamafo =250 nm de diametro
Sin péptido Precipitados >2 uym
1:145:50 H* Gel (1 dia)
Sin péptido Precipitados
1:500:100 H Gel (4 dias)
Sin péptido Precipitados
1:1450:100 H No reacciona
Sin péptido Precipitados

*Con una solucién peptidica 8 mg/mL
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4.3 Sintesis de SiO; por biomineralizacion

Como los alcoxidos de silicio reaccionan mas lento que los de titanio fue posible
estudiar el efecto que tiene el pH sobre la biomineralizacion utilizando distintos
amortiguadores y tetraetilortosilicato (TEOS) como precursor de silicio. La relacion
molar péptido:TEOS utilizada para la biomineralizacion de silice fue de 1:50.

En la Tabla 4.3 se muestran las reacciones de biomineralizacion realizadas con
TEOS vy el péptido H (control positivo) a una concentracion de 2 mg/mL en
diferentes amortiguadores a una concentracion de 50mM. El tiempo de gelacién
fue de tres dias al igual que la formacién de los coloides.

Tabla 4.3 Reacciones con el péptido H en diferentes amortiguadores con una relacion
molar péptido:TEOS de 1:50.

Amortiguador Sin péptido Péptido H pH
MES Gel X 3.3
PIPES Gel X - (acido)
NaCit Gel Gel 4.3
NaAc Gel Gel 4.4
BaAc Gel Gel 4.6
Fosfatos (PBS) Precipitado Precipitado 6.5
TRIS X Coloide 8.0
Boratos X Coloide 9.3

X=Sin cambios

Todas las reacciones control en medio acido formaron un gel, mientras que las
basicas no reaccionaron. Con el péptido H, solamente las reacciones que tenian
acetatos o citratos gelaron a pesar de que los amortiguadores MES y PIPES
tenian pH &cido, mientras que en amortiguadores basicos se forman coloides lo
gue sugirio la presencia de nanoparticulas. En amortiguador de fosfatos (PBS) el
resultado fue similar ambos controles sugiriendo que la precipitacién fue inducida
por los fosfatos.

En la Figura 4.14 se muestran imagenes de TEM de la muestra de silice
preparada con el péptido H en PBS. La morfologia y tamafio no son definidos, algo
que podria suponerse del hecho de que se forman precipitados con o sin la
presencia del péptido, lo cual podria indicar que no hay un verdadero efecto de
biomineralizacion debida al péptido.

La Figura 4.15 muestra algunas imagenes de la muestra obtenida con el péptido H
en el amortiguador TRIS. La morfologia y tamafio estan bastante definidos, siendo
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el tamafio de particula promedio de 30 nm. En la reacciéon sin péptido (control
negativo) la formacion de particulas es nula, por lo que la formacion de las
nanoparticulas es atribuible a la presencia del péptido, indicando un efecto en la
biomineralizacién de SiO..

Figura 4.14 Imagenes de TEM de SiO, biomineralizad‘o con el péptido H [2 mg/mL] en
amortiguador de fosfatos (PBS). Escala: a) 50 nm, b) 20 nm.

Figura 4.15 Imégenes de TEM de SiO, biomineralizado con el péptido H [2 mg/mL ] en
amortiguador TRIS. Escala: a) 100 nm, b) 50 nm, c) 20 nm.
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Con el amortiguador de boratos, con pH de una unidad mayor que con TRIS, las
particulas de SiO, formadas no estdn tan bien definidas como las que se
obtuvieron con el amortiguador TRIS, Figura 4.16. Las particulas forman redes de
SiO, de tamafio nanomeétrico, lo que explicaria el coloide formado.

S 0 Aty & = ’4 "L-‘ < - 3
Figura 4.16 Iméagenes de TEM de SiO, sintetizado con el péptido H [2 mg/mL] en
amortiguador de boratos. Escala: a) 100 nm, b) 50 nm, ¢) 20 nm.

piliness

En la Figura 4.17 se muestran espectros de infrarrojo de SiO, preparado sin
péptido y con el péptido H en PBS tras uno y dos lavados con etanol. En todos los
casos se observan las bandas caracteristicas de la silice: 1050, 960, 800 y 460
cm™ correspondientes al estiramiento asimétrico Si-O-Si, estiramiento en el plano
Si-O, estiramiento simétrico Si-O y deformacion de los enlaces Si-O-Si
respectivamente, asi como también la banda ancha a 3400 y 1600 cm™ de los
grupos OH.”® En la muestra lavada una sola vez (Figura 4.17a), se logran ver
bandas a 2900 y 1450 cm™ de estiramiento asimétrico y deformacién de enlaces
C-H y otra en 1695 cm™ en la regién donde aparecen las vibraciones del enlace
peptidico.”® ’" La muestra lavada por segunda vez, al igual que el control nevativo,
no presenta esta banda (Figuras 4.17b, c), lo que sugiere que después de la
biomineralizacién el péptido permanece en la superficie de las particulas y no
atrapado en ellas.
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Figura 4.17 Espectros de IR de las muestras de SiO, preparadas con el péptido H usando
una concentracién de [2 mg/mL] en amortiguador PBS. a) Lavada una vez, b) Lavada dos
veces; c¢) Control negativo. Se muestran algunas regiones amplificadas para mayor
detalle.

A partir de los resultados anteriores se eligid el amortiguador TRIS para los
experimentos de biomineralizacién con los demas péptidos debido a que en este
amortiguador se produjeron particulas bien definidas. La Tabla 4.4 Muestra los
resultados de las pruebas de biomineralizacion de SiO, con todos los péptidos en
amortiguador TRIS 50mM. Los unicos péptidos ademas del H en los que se
observa biomineralizacion son el KK y el R. Sin embargo en ambos se observan
precipitados, lo que indica que el tamafio de las particulas no son lo
suficientemente pequeias como las formadas con el péptido H.
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Los resultados negativos de biomineralizacién con la mayoria de los péptidos
podria deberse a la falta de interacciones especificas con las especies de silicio.
Las cargas electrostaticas no son factor determinante para la biomineralizacion de
silice, pues los péptidos H, KK y L con el mismo valor de carga dan resultados
diferentes en la biomineralizacion, sin embargo, Unicamente los péptidos con
mayor carga fueron capaces de inducirla. Por lo tanto, una secuencia con grupos
funcionales especificos y una carga superficial adecuada son factores que influyen
para una buena biomineralizacion.

Tabla 4.4 Pruebas de biomineralizacion de SiO, con los péptidos en amortiguador TRIS
50mM.

Péptido Resultado Carga*/e
R Precipitados 3.5+
H Coloide 2.5+
KK Coloide con
precipitados 2.5+
L X 2.5+
HH X 1.5+
HK X 1.5+
Sin péptido X -

X= Sin cambios
*Calculada con el programa Protein Calculator tomando el valor de pH=8.
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4.4 Actividad fotocatalitica

Debido a la importancia del TiO, como fotocatalizador, se realizaron experimentos
de fotocatalisis a fin de comparar los materiales obtenidos de manera tradicional y
los obtenidos por biomineralizacion. Se comparo la eficiencia de degradacion del
azul de metileno (AM) con la muestra obtenida con el péptido H calcinada a
500°C y con nanoparticulas (NPs) de anatasa comercial. En la Figura 4.18 se
muestran los espectros de absorcion de las muestras de fotocatalisis con AM y las
muestras preparadas con el péptido H calcinadas a 500°C en funcién del tiempo,
las cuales muestran practicamente la total descomposicion de AM después de 100
minutos de irradiacion UV. En la Figura 4.19 se muestran los resultados de la
fotodegradacion de AM con el TiO, biomineralizado (verde) y las NPs de anatasa.
Se observa que a los 85 minutos el TiO, biomineralizado ha degradado el 96.9%
de AM mientras que las NPs de anatasa comercial sélo el 91.2% y a los 100
minutos la degradacion es practicamente completa, lo que las NPs de anatasa
logran después de 115 minutos.

Adicionalmente se realizé la prueba de degradacion de AM sin catalizador para
tomar en cuenta el efecto Unicamente de la lampara de UV. El resultado en la
degradacion después de 120 minutos de irradiacién UV fue practicamente nulo
(1.5%).

De la Figura 4.19 se observa que el TiO, obtenido por biomineralizacion, a pesar
de no tener un menor tamafio a las NP de anatasa comercial muestra una
eficiencia tan buena como ellas.
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Figura 4.18 Espectros de absorcién UV-vis de AM respecto al tiempo de irradiaciéon UV
de cada muestra de fotocatalisis usando el TiO, biomineralizado con el péptido control.
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Figura 4.19 Porcentaje de AM degradado respecto al tiempo de la fotocatalisis con la
muestra por biomineralizacion calcinada (triangulos) y NP de anatasa comercial (rombos).
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4.5 Simulaciones por dindmica molecular

Luego de haber hecho las simulaciones, se analizo la desviacion media cuadrética
(RMSD) para determinar si las estructuras en los uUltimos nanosegundos de la
simulacion convergian. En la Figura 4.20 se muestra la RMSD de los péptidos
simulados en los ultimos 5ns. Las fluctuaciones son respecto a la estructura inicial
(estructura extendida). Debido a que los péptidos son pequefios, la estructura no
es fija y la desviacion media cuadréatica flucttia desde 1.5A hasta 3A.

RMSD
0.4+ 0.4

RMSD (nm)

15 16 17 18 19 20
Tiempo (ns)
Figura 4.20 Desviacion de la media cuadratica (RMSD) de los péptidos en los ultimos 5ns
de simulacion.

Para conocer la fluctuacion de cada residuo en la estructura promedio se obtuvo el
RMSF por residuo de los ultimos 3ns, Figura 4.21. En todos los casos el residuo
mas restringido en movimiento es la prolina, a excepcion del péptido HK en el cual
los residuos 3y 5 (Hy S) estan restringidos debido a la formacion de un puente de
hidrogeno entre ellos. El péptido KK tiene una gran movilidad en el residuo 5 pues
tiene una histidina con un grupo lateral mas grande que los demas con una serina.
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Figura 4.21 Fluctuacién de la media cuadratica por residuo en los ultimos 4ns de
simulacién. Los residuos se numeran del N-terminal al C-terminal.

Figura 4.22 Estructuras secundarias alineadas de los péptidos utilizados para
biomineralizar. Izquierda: de N-terminal a C-terminal. Derecha: de C-terminal a N-terminal.

La Figura 4.22 muestra las estructuras secundarias promedio alineadas de los
péptidos utilizados para biomineralizar. Todas las estructuras son muy similares,
por lo que no se puede atribuir un efecto de la conformacion del péptido para la
biomineralizacion. De esta manera, las cadenas laterales de los residuos son los
que otorgan la mayor influencia estructural a las mutantes.

Los ultimos dos residuos (-KS) se conservan en todos los péptidos y forman un
puente de hidrogeno entre el grupo amino de la lisina y el carboxilo de la serina C-
terminal. Figura 4.23. Este puente de hidrogeno contribuye a mantener estos
residuos con una conformacion relativamente fija, sin embargo, como se observa
en el RMSF (Figura 4.21), el residuo de serina C-terminal del péptido H es el que
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presenta la mayor fluctuacion de todos, sugiriendo que el puente de hidrogeno es
mas débil en el péptido control.

Figura 4.23 Representacion del puente de hidrégeno formado por los residuos Ky S (C-
terminal).

La reduccién en la velocidad de reaccion se puede atribuir a la presencia de
grupos amino, carbonilo y el carboxilo del residuo C-terminal. Estos grupos
electrodonadores pueden actuar como ligantes formando un complejo con el
titanio como sucede con el acido acético o la acetil acetona asi como también
anillos piridinicos y aminas.”® En la Figura 4.24 se muestra un esquema de c6mo
el grupo carboxilo de la serina C-terminal forma un complejo con el Ti(OPr'), que
desplaza a un grupo propoxido. Y como ya se menciond, el residuo C-terminal del
péptido control tiene la mayor RMSF lo cual ayudaria a interaccionar mas facil y
rapidamente con los alcoxidos.
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Figura 4.24 Representacion del péptido H con el carboxilo de la serina C-terminal ligado a
Ti(OPr')s" (circulo amarillo).

Como también proponen Cole y Valentine’® los grupos amino son importantes
para la biomineralizacion de TiO,. Si existen pocos grupos amino adyacentes, no
es posible el acercamiento de atomos de titanio para su posterior condensacion.
Asi las diaminas s6lo pueden complejar a un &tomo de titanio y no son capaces de
inducir la precipitacion de TiO, usando TiBALDH como precursor, Figura 4.25. De
esta manera, la posicién de los grupos carbonilo y amina del enlace peptidico y de
los grupos laterales de los residuos deben ser determinantes en la
biomineralizacion de estructuras cristalinas de TiO,.

TT N3 N
o . 0
Figura 4.25 Modelo de complejacion de titanio con grupos amino.”
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Capitulo 5
Conclusiones y perspectivas

5.1 Conclusiones

El péptido control (HKKPSKS) mostr6 afinidad a precursores de Tiy Si, induciendo
la formacién de particulas nanoestructuradas. Incluso, en el caso de Ti, el péptido
control indujo la formacion de nanocristales de TiO».

Las distintas mutantes probadas en los experimentos de biomineralizacion de
TiO,, al igual que con el péptido control, disminuyen la velocidad de hidrélisis. Esto
debido a los grupos carbonilo y carboxilo pueden coordinarse con el catién de
titanio para formar un complejo mas estable que el alcéxido.

Las mutantes también indujeron la formacion de nanoparticulas, sin embargo, no
fue posible obtener nanocristales. Por lo tanto, los cambios puntuales en cada una
de las mutantes modifican la interaccion péptido-precursor, lo que impide la
formacion de los nanocristales, debido en parte a las distintas cargas superficiales.

Las pruebas con tetraetilortosilicato mostraron una dependencia del pH en la
capacidad de nanoestructurar SiO,. Las mutantes con mayor carga a pH basico si
pudieron biomineralizar, no obstante, sélo con el péptido control se obtuvieron
nanoparticulas lo que comprueba la gran importancia de la secuencia peptidica en
la biomineralizacion.

Ademas de lo anterior, la sintesis empleando estas bioplantillas, depende de la
relacion molar del precursor, alcohol, agua, péptido, y de otros agentes como la
acetil acetona.

Las simulaciones de dinamica molecular sugieren que cada una de las mutantes
tiene diferentes grados de libertad que se relaciona con el control de la interaccion
con el precursor y la cinética de las reacciones de hidrdlisis-condensacion.

El TiO, obtenido por biomineralizacion present6 actividad en la fotodegradacion de
azul de metileno, la cual mostré ser tan efectiva con respecto a hanoparticulas <25
nm de anatasa comercial.
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5.2 Perspectivas

A partir de los resultados podria esperarse que con las condiciones adecuadas de
reaccion, se logre una sintesis de nanoparticulas totalmente cristalinas de TiO; a
temperatura ambiente. Queda pendiente hallar el método 6ptimo que permita tener
un control en la morfologia, tamafio y cristalinidad.

Es necesario estudiar de manera detallada el mecanismo de reaccion para
comprender el proceso de biomineralizacion. Estudios tedricos mas especificos,
tales como el acoplamiento molecular (docking) y dinamicas ab initio, podrian ser
Gtiles para explicar la interaccidén péptido-precursor y esclarecer qué tipo de union
0 uniones son esenciales para la formacion de estructuras cristalinas.

El conocimiento claro de estos procesos biomiméticos permitird la construccion ab
initio de péptidos con capacidad para biomineralizar. También queda en espera
adaptar estas rutas de biomimética sol-gel a la sintesis de otros materiales
novedosos.
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Apéndice 1

Tabla de aminoacidos, estructura, abreviaciones y propiedades.
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Nombre | Estructura | Abreviacion pl Acidez/ Cadena
3 1 basicidad® lateral
letras | letra
Alanina CH3 Ala A 6.02 N Alquilo
mH
Hgﬁ*c;o? -R
Arginina HN. N Arg R |10.76 B Guanidino
\[f NH
ONHz H --NH-E}/’
H.ﬁ .‘co‘i MH,
Asparagina 0 Asn N 5.41 N Amida
/(lLNH:2 -CONH2
HaN~ Co2
Aspartato Q Asp D 2.98 A Carboxilato
J\)Loo -COO
WH
o L
Cisteina Cys C | 5.02 NP Tiol
-SH
Fenilalanina Phe F 5.48 N Aromatico
-Ar
Glutamato Glu E 3.22 A Carboxilato
-COO
Glutamina GIn Q 5.70 N Amida
-CONH,
Glicina Gly G 5.97 N -H
Histidina His H 7.59 N° Aromatico
-Ar
Isoleucina lle I 6.02 N Alquilo
-R
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Tabla de aminoécidos, estructura, abreviaciones y propiedades (continuacion).

Nombre Estructura Abreviacion pl Acidez/ Cadena
3 1 basicidad?® lateral
letras | letra
Leucina Leu L 5.98 N Alquilo
~H -R
HN™ Cod
Lisina HoN Lys K |9.74 B Amina
- NH
P
HN™ Cod
Metionina g-CMs Met M |5.06 N Tioéter
f -SMe
H
HaN" co2
Prolina &H Pro P |6.30 N Anillo N°
o, L)
H i
Serina OH Ser S |5.68 N Alcohol
o ,(H -OH
HN" ~coj
Treonina HO.__CHs Thr T 5.60 N Alcohol
Triptofano H Trp W |5.88 N Aromatico
-Ar
Tirosina Tyr Y |5.67 N Aromético
-Ar
Valina Val \% 5.97 N Alquilo
-R

aCadenas laterales acidas (A), basicas (B) o neutras (N); "La cisteina es ligeramente acida
debida al grupo tiol de la cadela lateral. ‘La histidina es ligeramente basica debido al
imidazol de la cadena lateral. Adaptado de Bailey P. D. An introduction to peptide
chemistry. Wiley, 1992.
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Apéndice 2
Método sol-gel

El método sol-gel estd basado en reacciones de hidrdlisis-condensacion que
originan oligémeros y polimeros en los pasos finales del proceso. Este incluye
cuatro pasos: hidrdlisis, policondensacion, secado y descomposicion térmica. El
nombre de este tipo de sintesis se refiere a la transicion donde la solucion inicial
(sol) se transforma a un gel formado por las redes de 6xidos metalicos.

El primer paso del método sol-gel, la hidrdlisis, consiste en un ataque nucleofilico
de moléculas de agua a un alcéxido metalico (M(OR),). Los alcoxidos de titanio
son extremadamente reactivos con agua lo que provoca la formacién de
hidréxidos o hidro-6xidos:

Ti(OR),, + mH,0 — Ti(OR),_m(OH),, + mROH (Hidrélisis) (1)
Donde R = grupo alquilo
Por un lado, el bajo numero de coordinacion de los alcoxidos de titanio y la
electronegatividad de los grupos alcoxido (OR) provoca que el atomo metalico sea
altamente propenso a ataque nucleofilico.
El nimero de protones (p) removidos espontaneamente en la hidrolisis depende
directamente de la carga formal z, el numero de coordinacion N y la
electronegatividad xy° del metal. Estos Ultimos dos pardmetros son funciones

directas del tamafio del cation M*", el cual debe tomarse en cuenta.

Se ha propuesto que el mecanismo de la hidrélisis se realiza en tres pasos™):

H R
H-Q + M-OR " -;->o:—,.._m.on ol e HO M~ o< -3, o M-OH + ROH
8 (@ 8 ®) (@ H (@)

El primer paso (a) es una adicidon nucleofilica de una molécula de agua al &tomo
metalico cargado M. Esto conduce al estado de transicidén (b) donde el nUmero de
coordinaciéon de M se incrementa en una unidad. El segundo paso implica una
transferencia de proton entre (b) dando al intermediario (c). Un proton de la
molécula de agua se transfiere al oxigeno negativamente cargado del grupo
adyacente OR. El tercer paso es la partida del mejor grupo saliente, el cual debe
ser la especie mas positivamente cargada en el estado de transicion (c).
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El segundo paso del sol-gel es la condensacion. La condensacion es también un
proceso complejo y puede ocurrir tan pronto como los grupos hidroxo son
generados. Dependiendo de las condiciones experimentales, pueden ocurrir tres
mecanismos competitivos: alcoxolacién, oxolacién y olacién.™

La alcoxolacion es una reaccion donde un puente oxo M-O-M es formado a
través de la eliminacion de una molécula de alcohol.

M(OR), + M(OR);(OH) » (OR)3M — 0 — M(OR); + ROH )

La oxolacion sigue el mismo mecanismo de la alcoxolacion, pero el grupo R
del grupo saliente es un protén, asi que se elimina una molécula de agua.

M(OR)3;(0H) + M(OR)3(0OH) —» (OR)3M — 0 — M(OR)3 + H,0 (3)

La olacion puede ocurrir cuando no se satisface la coordinacion completa
del atomo metalico en el alcoxido (N-z#0). En este caso un puente hidroxo
M-(OH)-M se forma a través de la eliminacién de una molécula de solvente
(ROH o H;0) dependiendo de la concentracion de agua en el medio.

M(OR),(OH) + S — M(OR), » (OR):M —OH —M(OR),+ S  (4)

S= ROH, Hzo

Para poder homogenizar la mezcla entre el alcéxido metalico y el agua, y a su vez
controlar la velocidad de reaccion, es comun que se emplee el alcohol del cual
proviene el grupo alcoxido. Ademas, existen tres vias utilizadas para evitar la
precipitacién de los polimeros formados en la condensacién®:

La forma mas antigua de estas vias es utilizar iones H*. Los protones
favorecen la reaccion de hidrélisis del hecho de que los grupos alcoxi
protonados son mejores grupos salientes. Por el contrario, los protones
inhiben las reacciones de condensacion, pues protonan a los atomos de
oxigeno de los grupos Ti-OH y disminuyendo asi su poder nucleofilico.

Otra manera de evitar la precipitacion es sustituir algunos ligandos —OR por
ligandos polidentados. Una gran variedad de complejantes han sido
utilizadas. Por ejemplo, &cidos organicos como los carboxilicos, los a- o -
hidroxiacidos, las B-dicetonas, etc. La funcidn de estos complejantes es
doble: primero, estos ligandos son mucho menos hidrolizables que los
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grupos alcoxi lo que permite reducir la reactividad real del precursor; por
otra parte estos ligandos quelatos incrementan su nimero de coordinacion.
Por lo tanto estos ligandos juegan un papel doble, cinético y termodinamico.

e EIl Ultimo método utilizado para evitar la formacion de precipitados es la
gelacion en micelas inversas. En este caso la hidrolisis de los alcoxidos
esta limitada por la movilidad reducida de moléculas de agua encerradas
por el tensoactivo.

Una vez formado el éxido metélico, se procede al secado de la muestra (si es un
gel) y por altimo la calcinaciéon, pues es necesaria para descomponer el precursor
organico y/o formar estructuras cristalinas. El tamafio de las particulas depende de
la composicion de la solucion, pH y temperatura de sintesis y calcinacion.
Controlando estos factores, puede ser posible controlar el tamafio de las
particulas. En resumen, las principales ventajas que tiene el método sol-gel son: (i)
preparacion a temperatura ambiente; (i) producto homogéneo; (iii) baja
temperatura de sinterizado; (iv) facilidad de trabajar con materiales
multicomponentes y (v) buen control sobre el tamafio y forma de la particula.®
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