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Resumen

La biomineralizacién se ha vuelto un campo de la ciencia muy estudiado debido a que abre la
posibilidad de disefar y preparar un material con propiedades fisicas y quimicas especificas, en
funcion de la plantilla empleada en la sintesis. La intencidn de estos disefios es obtener materiales
a la medida para aplicaciones especificas.

Si bien es muy prometedor este campo de la ciencia, aun no se ha entendido por completo que
factores controlan este proceso tan complejo. De este modo es necesario que el conocimiento de
varias areas concurra en este campo.

En esta tesis se presenta un estudio multidisciplinario inspirado en la biomineralizacion. Este
estudio se dividid en tres secciones. Este trabajo se enfocd en primer lugar en estudiar la
estabilidad (quimica y térmica) del bacteriéfago M13 (plataforma ampliamente usada en estudios
de biomineralizacion) mediante diferentes técnicas espectroscdpicas y calorimétricas. Por otro
lado, se propuso la sintesis de FePOs empleando dos péptidos (obtenidos por biopanning) y se
caracterizaron los materiales obtenidos. Finalmente, mediante calculos de estructura electrdnica
se generd un modelo de superficie del LiFePOa.

En base a este estudio, se encontré que el fago M13 en medio acido (2.5 y 3.0) no sufre cambios
significativos en la estructura secundaria. Con el estudio de estabilidad térmica se calculd el
numero de proteinas involucradas en el proceso de desnaturalizacion.

En la sintesis del FePO4 empleando uno de los péptidos mostro la capacidad de producir particulas
con una distribucion de tamano mas estrecha que el control. Finalmente, se obtuvieron los
parametros necesarios para generar el modelo de superficie (100) de LiFePOs.
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1 Introduccion

1.1 Biomineralizacion

En la naturaleza se ha observado que los organismos vivos son capaces de formar compdsitos
organico-inorganico que organizados jerarquicamente producen estructuras complejas, tales
como los huesos, dientes, conchas de ostras, corales, esmalte, entre otros; a este proceso se le
llama biomineralizacion.

De acuerdo con Dove. et al.! la biomineralizacién se puede definir como el estudio de la
formacién, estructura y propiedades de los sdlidos inorganicos depositados en sistemas
biolégicos La biomineralizacién le permite a los organismos crear materiales complejos capaces
de realizar diferentes funciones (biolégicas) basicas a las células que van desde sistemas de
proteccion (mediante la formacidon de estructuras inorganicas que sirven como esqueletos o
exoesqueletos), de movimiento, de almacenamiento y sensores (gravedad, dpticos, magnéticos)
del medio ambiente, entre otros.

Ejemplos de estos compdsitos (orgdnico-inorganico) formados por organismos vivos los
encontramos tanto en especies extintas o existentes de organismos uni- y multicelulares. Los
trilobites eran una clase de artrépodos que tenian un par de ojos que estaban constituidos por
lentes de calcita con un empaquetamiento hexagonal, de tal suerte que toda la luz que entraba
desde cualquier dangulo se refractaba en el ojo de la criatura permitiéndole ver perfectamente en
el agua®. Por otro lado, los loxodes (organismos unicelulares) contienen en su interior unas
pequefias vesiculas con una variedad de cristales que actlan como sensores gravitacionales
parecidos a los canales semicirculares de nuestro oido interno, permitiéndole una capacidad
sensorial de movimiento, posicién y equilibrio3.

La coraza de ciertos moluscos presenta una capa interna iridiscente llamada nacar compuesta de
CaCOs con una estructura cristalina tipo ortorrombica (aragonita). Esta produce brillos y tonos de
distintos colores cuando refleja la luz y exhibe propiedades mecanicas excepcionales siendo 3000
veces mas resistente a las fracturas que la aragonita geoldgica. Estas propiedades se deben a la
estructura jerarquica basada en bloques de aragonita organizados sobre una matriz de proteinas
y fibras de quitina (polisacarido compuesto de unidades N-acetilglucosamina) similar a un arreglo
de ladrillos y cemento, ver Figura 1%

Figura 1: (a) Macroestructura de laminas de ndcar, (b) meso-ldminas compuestas de aragonita, (c) arreglo
tipo bloques de aragonita y (d) matriz de quitina.



La magnetita es un mineral de hierro constituido por Fes04 (FeO-Fe;0s), se caracteriza por ser
ferromagnético, es decir, presenta un momento dipolar magnético espontaneo en ausencia de
un campo magnético aplicado. Esto se debe a que los momentos magnéticos de los dos cationes
de hierro tienen diferente magnitud, dando como resultado un momento magnético resultante,
aun después de que los momentos magnéticos se orienten en la misma direccién®. Todas las
bacterias magnetotacticas forman magnetosomas, que se definen como vesiculas formadas por
una bicapa de fosfolipidos que envuelven un cristal de magnetita. La biomineralizacién del
magnetosoma es un proceso complejo que se da en varios pasos. Estos incluyen la formacion de
la vesicula del magnetosoma, la acumulacién de hierro por la célula, el transporte de hierro a las
vesiculas del magnetosoma y la biomineralizacion controlada del Fe304. Tanaca et al.? reportaron
gue la proteina MMS6 regula la biomineralizacidén de la magnetita con forma cubo-octaédrica en
las bacterias magnetotacticas. Los magnetosomas estan dispuestos en una o mas cadenas
paralelas al eje mayor de la célula. Se han observado tres tipos de morfologia de las particulas de
magnetita, ver Figura 27. Estos cristales de magnetita actiian como una brudjula orientando a las
bacterias magnetotacticas con el campo magnético de la Tierra, para buscar zonas con menor
concentracion de oxigeno, debido a que estas bacterias son anaerobias o microaerofilas.

(b)

Figura 2: Micrografias de la morfologia cristalina de los magnetosomas encontrados en varias bacterias
magnetotdcticas. Particulas de magnetita con forma cubo-octaédrica (a), hexagonal prismdtica alargada
(b) y de punta de flecha (c).

Como puede observarse de los ejemplos anteriores en el proceso de biomineralizacion se
encuentran involucradas biomoléculas como proteinas o péptidos, glucanos vy lipidos®. Estas
biomoléculas funcionan como plantillas y andamios para la nucleacién y crecimiento de las
estructuras inorganicas. Otra caracteristica notable es que las biomoléculas emplean los recursos
existentes a su alrededor (iones disueltos) para sintetizar el material inorgdnico. Si bien las
caracteristicas de las biomoléculas, como carga superficial, estructura tridimensional (cadenas
aleatorias, alfa-hélice y hojas beta), caracter hidrofdbico e hidrofilico y la existencia de grupos
funcionales (-COOH, —-SH, —OH, —NH,) expuestos; son decisivas en la formacién de los compuestos
inorgdnicos, otros factores a nivel macroscépico y ambiental como la gravedad, temperatura,
salinidad, pH y humedad juegan un papel importante en el crecimiento y desarrollo de los
materiales®©,

El estudio de los procesos de biomineralizacion ha sido de gran interés en los ultimos afios debido
a las propiedades fascinantes que estos presentan. Ademas, estos procesos generan compuestos
inorganicos con métodos amigables para el medio ambiente. De esta manera, la biomimética ha
surgido como un nuevo campo de estudio. Dentro de sus principales objetivos de estudio se
encuentran'!:



v" Conocer y entender los procesos que llevan acabé las macromoléculas orgdnicas para
controlar la sintesis, el alto nivel de organizacién y la complejidad de los biominerales.

v’ Caracterizar la composicién y estructura de los biominerales.

v" Entender las propiedades funcionales de los biominerales.

Para alcanzar estos objetivos se han empleado un gran numero de técnicas quimicas y fisicas que
brindan informacion relevante como parametros termodinamicos, cambios conformacionales de
la proteina o péptido, carga superficial, entre otros. Por ejemplo, con la técnica de calorimetria
de titulacion isotérmica (ITC) se puede medir de forma muy precisa el calor de interaccion entre
dos moléculas y con la medicidn de este calor se pueden calcular las constantes de unidn, la
estequiometria de la reaccion y los parametros termodindmicos como el cambio en la entalpia
(AH), la energialibre de Gibbs (AG) y la entropia (AS)*%%3. De este modo, Limo et al.}* reportaron
un estudio de interaccion entre particulas de ZnO y péptidos con afinidad a este material usando
la técnica de ITC. Si bien es una técnica muy poderosa y, determinaron que una interaccidn
favorable de interaccidn tiene un valor de AG entre -6.0 y -8.5 kcal/mol, hacen notar que es un
proceso complejo que involucra interacciones simultdneas como son: péptido-solvente, sustrato-
solvente, péptido-sustrato, y donde posiblemente la conformacién del péptido es muy diferente
en cada tipo de interaccion. Por lo cual se requiere complementar con otras técnicas
convencionales y continuar mejorando la metodologia para construir un modelo que permita
determinar qué factores controlan el proceso de biomineralizacion.

1.2 Bacteriofago M13

Los bacteriéfagos o fagos son virus que infectan bacterias de una especie especifica para
replicarse. Consisten fundamentalmente de material genético y proteinas. Su genoma puede
componerse de acido ribonucleico (ARN) o acido desoxirribonucleico (ADN), el cual puede
consistir de una cadena doble (ds) o de una cadena sencilla (ss). EIl material genético estd
protegido por una cubierta de proteinas denominada capside.

La forma en la que se arreglan las proteinas alrededor del material genético del virus determina
la forma del fago, de tal modo que existen fagos icosaédricos, helicoidales o filamentosos, como
se ilustra en la Figura 3.

Figura 3: Micrograf/'as de bacteridfagos con distinta
filamentosa M13 (c) 1677,



El fago M13 es una bacteriéfago filamentoso con un didmetro de 6.5 nm y una longitud de
aproximadamente 800 nm, Figura 3 (c)'8. Su genoma estd compuesto de una cadena sencilla de
ADN (ssADN) de 6407 nucledtidos que contiene 11 genes, protegido por una capside que se
compone de cinco proteinas (ver Tabla 1). Las proteinas P3 y P6 se encuentran en un extremo, la
proteina P3 juega un papel primordial durante la etapa de infeccidon ya que es la encargada de
interaccionar con el F pillus de la bacteria. En el otro extremo se encuentran las proteinas P7 y
P9. La proteina P8 estd expresada mayoritariamente en el cuerpo del fago, ver Figura 4'°.

Tabla 1: Proteinas que componen la cdpside del bacteriéfago filamentoso M13%.

Proteina Numero de Masa molecular Copias por fago
aminodcidos (Da)
P3 406 42,500 ~5
P6 112 12,300 ~5
P7 33 3,600 ~5
P8 50 5,200 ~2,700
P9 32 3,600 ~5
F3 P9
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ps” 1} P7
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Figura 4: Estructura del bacteriéfago filamentoso M13%.

La proteina P8 ha sido muy estudiada debido a que juega un papel muy importante en la
estabilidad y ensamble del fago al momento de replicarse. Por estudios de cristalografia y
espectroscopia de resonancia magnética nuclear (NMR), se ha logrado caracterizar la estructura
de la proteina P8. Esta proteina puede dividir en cuatro segmentos, ver Figura 5. Del residuo 1 al
5 (extremo N-terminal) constituye un segmento movil que interactia con el solvente, en este
segmento se puede insertar genéticamente de uno a seis residuos sin alterar la funcion de la
proteina. A partir del residuo 6 hasta el 50 se forma una estructura tipo alfa-hélice de caracter
anfipatico. En la segunda regién, que va desde la posicion prolina (P6) hasta la tirosina 24 (Y), los
residuos estan parcialmente expuestos al solvente gracias al contenido de residuos ionizables E 'y
K. El tercer segmento es altamente hidrofdbico (de la alanina 25 (A25) a la A35), por lo que esta
totalmente oculto al solvente; cabe mencionar que este segmento juega un papel primordial en
la estabilidad del virus. El ultimo segmento de la proteina, de la treonina 36 (T36) a la serina 50
(550), constituye una regidn cargada positivamente que estabiliza el ADN del fago, ya que es rica
en lisinas?™.
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Figura 5: Estructura y secuencia de aminodcidos de la proteina P8 del fago M13%.

Un factor importante en la estabilidad del fago son las interacciones proteina P8—proteina P8. Por
medio de estudios de NMR en presencia de detergentes, se han desarrollado modelos del fago
ensamblado. En la Figura 6 (a) y (b) se puede observar que la proteina P8 se ensambla en forma
conica, la parte mas angosta se encuentra del lado del extremo C-terminal de la proteina.
También se puede observar que cada cono esta compuesto por diez proteinas P8; esta estructura
presenta un eje de simetria helicoidal, el cual es un operador que combina una operacion de giro
correspondiente al orden de eje, en este caso 5, con una traslacion paralela a ese eje.

Con ayuda de estos modelos se determind que cada proteina P8 tiene contactos intermoleculares
con diez proteinas analogas dentro del arreglo proteico, ver Figura 6 (c).

Figura 6: Vista de la proteina P8 ensamblada en el fago M13 paralela al eje helicoidal del virus (a) desde el
extremo N-terminal de la proteina P8 y (b) desde el extremo C-terminal®. (c) Modelo propuesto por Marvin
etal. para representar el arreglo de la proteina P8 en el cuerpo del fago M13, donde cada circulo representa
una proteina; la proteina designada con cero sirve para ejemplificar cuantas proteinas interaccionan con
ella®.

Como ya se menciond, los bacteriéfagos necesitan de la maquinaria celular de la bacteria para
replicarse. En el caso del M13 se trata de una bacteria Gram-negativa, en cuya superficie se
encuentra una proteina conocida como F'pillus. En la Figura 7 se muestra el ciclo de replicacién
del fago M13, donde se observa que la proteina P3 del fago interacciona con el F'pillus de la
bacteria para inyectar la ssADN. Una vez que ésta entra, la polimerasa de la bacteria sintetiza la
hebra complementaria, formando la doble cadena de ADN llamada forma replicativa (FR). Una
vez concluido este proceso, se empiezan a traducir las proteinas del fago. Como se dijo, el genoma
del fago M13 contiene 11 genes que expresan 11 proteinas de las cuales sélo 5 son parte de la
capside del fago y el resto intervienen en el proceso de ensamble y replicacion. La proteina P2
tiene como funcion hacer un corte en el ADN complementario para que éste se siga replicando
con la ayuda de la polimerasa. Cuando se acumulan entre 100-200 copias de ADN FR, la proteina
P5 inhibe la sintesis de la hebra complementaria. Enseguida se forma un complejo P5—ssADN que
presenta una estructura morfoldgica muy similar al fago ensamblado. La ssADN presenta una
region denominada sefial morfogenética, la cual sirve como sitio de union para las proteinas que

5



participan en el proceso de ensamblado de las particulas virales. Las proteinas P1y P4 se dirigen
a la membrana de la bacteria para permitir la extrusién del fago al mismo tiempo que es
ensamblado'®?423,

_ﬁmbrana interna

L
l“lnf@ccién" Citoplasma

W Alta concentracién
de PS

replicativa
|FR}

Figura 7: Ciclo infectivo del bacteridfago M13.

1.2.1 Estudios de estabilidad del fago M13

El fago M13 ha sido ampliamente usado en procesos de biomineralizacion, ya sea en su forma
silvestre (wt) o modificado genéticamente con un motivo proteinico afin a un material en
particular. Mientras el motivo proteinico es la regién encargada de nuclear y biomineralizar el
material en cuestidn, poco se sabe del papel que tiene el resto de la proteina y del mismo fago
en dicho proceso. Por tal motivo, es de particular interés estudiar la estabilidad del fago en
diferentes condiciones. En estudios previos, el fago ha sido empleado como un modelo de las
proteinas transmembrana, debido a que la proteina P8 del fago cumple con una funcién parecida.
Este modelo se ha estudiado por espectroscopia de dicroismo circular (DC), técnicas
microbioldgicas y microscopia electrénica (EM), entre otras. Asi, se ha obtenido informacién de
la estructura tridimensional de la P8 y su evolucion en experimentos controlados de
desnaturalizacion (desensamblaje). De igual modo, se ha estudiado el efecto de otros solventes y
del pH en la estructura de la proteina P8 y su influencia en la estabilidad de la capside y su
capacidad de infectar (viabilidad bioldgica) nuevamente a E. coli.

Stopar et al.?® hicieron un estudio sistematico con varios detergentes vy lipidos para simular la
interaccion membrana-proteina y su influencia en el tipo de conformacion del fago (filamentoso
o esférico, ver Figura 8 (a)?’. Debido a que ese tipo de conformacidn podria estar asociado al
proceso de replicacion.

De acuerdo con sus resultados (fluorescencia, espectroscopia de DC, resonancia paramagnética
electrénica y EM) observaron que la conformacion del fago presenté diferente estabilidad. Se
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observé que la forma filamentosa se desensamblaba en detergentes con regiones hidrofébicas
flexibles y cargados electrostaticamente (dodecilsulfato sédico (SDS) y bromuro de
hexadeciltrimetilamonio, (CTAB)), debido a su capacidad de penetrar a través del
empaquetamiento hidrofébico de la proteina P8. Por otro lado, la solubilidad de las particulas
esféricas cambid en presencia de moléculas mas voluminosas (colato de sodio, tritén X-100) y la
hidrofobicidad aumentd debido al ocultamiento de los residuos aromaticos, como consecuencia
del cambio tridimensional de la p8, como se observa en la Figura 8 (b).
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Figura 8: (a) Micrografia de TEM del fago M13 en sus dos diferentes conformaciones, (b) espectro de DC a
temperatura ambiente del fago filamentoso (I), fago en forma esférica (11) y fago en forma esférica
solubilizado en colato de sodio (111). (c) espectro de DC del fago f1 expuesto a diferentes concentraciones
0-95 % (V/V) de etanol-agua.

Olofsson et al.?® estudiaron la estabilidad del bacteriéfago f1 (variante de M13, la P8 contiene
aspartato en la posicién 11 en sustitucion de asparagina D11N) en diferentes medios (metanol,
etanol, 1-propanol, acetonitrilo y N, N-dimetilformamida) con el objetivo de proponer el uso de
la tecnologia phage display en medios no acuosos. En base a sus resultados concluyeron que las
interacciones hidrofdbicas entre las P8 se ven afectadas por la polaridad del solvente, porque al
ser menos polar el solvente éste desestabilizd mas rapido las interacciones; y de acuerdo con los
espectros de DC, ver Figura 8 (c), propusieron que el mecanismo por el cual se desensamblo el
fago fue simplemente debido a la solvatacion y no por la formacién de las particulas esféricas.

Steven et al.?® estudiaron la viabilidad biolégica del fago M13 después de estar expuesto a
diferentes sustancias (desinfectantes comerciales), pH y temperatura en funcidn del tiempo. Ellos
encontraron que el desinfectante compuesto por surfactantes fue el mas efectivo para inactivar
al fago. Ademads, observaron que el fago conservé su viabilidad biolégica en un intervalo de pH de
3.0-11.0 (incubado 20 min) y a temperaturas menores de 80 °C (incubado 60 min).

Sin embargo, para entender por qué se desactiva el fago, es necesario entender qué le pasa a la
estructura de las proteinas que forman la cdpside y asi poder aplicar este conocimiento para su
aplicacién en la medicina®’ y la sintesis de materiales3.



1.3 Biopanning

Aunque en la naturaleza existen organismos capaces de biomineralizar materiales inorganicos,
muchos otros no son producidos por biogénesis. Sin embargo, se cree que proteinas o péptidos
adecuados en presencia de precursores inorganicos podrian biomineralizar estructuras
inorganicas. La busqueda de estos péptidos se realiza por una técnica conocida como biopanning,
que se describe abajo. Por esta técnica se han encontrado péptidos capaces de biomineralizar
compuestos tan diversos como SiO3, TiO2, ZnS, nanoparticulas (NPs) de Au, Pt, entre otros323,

La busqueda de secuencias de aminodcidos con afinidad a un material en particular se realiza
empleando la técnica de biopanning, la cual emplea una biblioteca de péptidos desplegados en
el fago, lo que permite tener en cada fago secuencias aleatorias de cadenas polipeptidicas que
sirven como puente fisico para enlazarse a otro material®*. Una biblioteca de péptidos
desplegados (phage display) es un sistema basado en la modificacion genética del fago M13 para
que exprese en el extremo N-terminal de la proteina P3 una secuencia extra (péptido) que queda
expuesta al solvente3®. Existen tres tipos de bibliotecas disponibles en el mercado, la diferencia
es el tipo de péptido insertado, el cual puede ser un heptapéptido lineal, un dodecapéptido lineal
o un heptapéptido circular formado por un enlace disulfuro. Todas las bibliotecas tienen del orden
de 1x10° péptidos diferentes.

En la Figura 9 se muestra un diagrama del proceso de biopanning. (a) Se tiene una biblioteca de
péptidos desplegados en el fago M13 que se deja incubando con el material blanco, en este caso
cristales de LiFePOa4 (b). Posteriormente (c) se realiza una serie de lavados con una solucién de
detergente (Tween-20) para eliminar todos los fagos con los péptidos que no tuvieron ninguln tipo
de interaccion con el material blanco. Por ultimo, (d) los fagos que se enlazaron especificamente
al material son eluidos cambiando el pH del medio a 2.2, una vez colectados los fagos se
neutralizan, en este punto del proceso la biblioteca de péptidos debid reducirse, es decir, el
numero de mutantes presentes en la solucién es menor debido al proceso de seleccion. Para
garantizar que las secuencias restantes tengan la misma oportunidad de volver a interaccionar
con el blanco, el eluato es amplificado en un medio de cultivo liquido adecuado previamente
inoculado con bacteria con el fin de enriquecer la cantidad de fago que contiene el péptido afin
al material (d). Este procedimiento se conoce como primer ciclo y generalmente se realizan otros
dos ciclos mas. En cada ciclo se incrementa la astringencia del medio en la etapa de lavado
aumentado la concentracion del detergente, para garantizar que los péptidos colectados tengan
una fuerte afinidad al material. Después del tercer ciclo, a fin de conocer la secuencia de
aminoacidos de los péptidos que presentaron afinidad al material, los fagos colectados se plantan
sobre una carpeta de bacteria en un medio de cultivo sélido adecuado y se incuban durante la
noche para producir placas. Cada placa corresponde a la informacion genética de un solo fago,
por lo que se pican entre 10 a 20 placas bien aisladas (e). Cada placa se amplifica de forma
individual en un medio de cultivo adecuado, después se purifica el ADN y se secuencia para
determinar la identidad de los aminodacidos encontrados durante el proceso de biopanning.
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Figura 9: (a) Representacion de una biblioteca de péptido desplegados, donde cada color representa un
péptido diferente, (b)—(d) esquema del ciclo de biopanning para la seleccion de péptidos especificos al
LiFePO,.

1.3.1 Modelos teodricos

Siendo una parte importante del proceso de biomineralizacion la busqueda de las biomoléculas
gue inducen este proceso, surge la necesidad de emplear otras metodologias para entender que
factores gobiernan la absorcion de moléculas, polimeros y biopolimeros sobre una superficie.

Es muy importante tener claro que las propiedades de una superficie pueden ser muy diferentes
respecto a otras superficies, es decir, la polaridad, la basicidad o acidez, reactividad, entre otros,
los cuales pueden ser factores que afecten la adsorcion de biomoléculas. Recientemente
diferentes grupos de investigacidn se han interesado en estudiar desde un punto de vista de
modelos atomisticos y de simulacién los posibles mecanismos que controlan la unién selectiva de
péptidos sobre diferentes materiales.

El desafio consiste en entender desde una escala nanométrica hasta una escala macroscopica los
factores que controlan este proceso. Los métodos computacionales empleados para examinar las
propiedades estructurales, quimicas y fisicas de una superficie solo pueden extraer informacion
de una subseccién del todo. Por lo que es necesario el uso de varias metodologias
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computacionales para combinar o correlacionar la informacion obtenida y asi poder proponer un
mecanismo de interaccion mas asertivo®.

Ruan et al.3” presentaron un estudio detallado en el que relacionan datos experimentales y
computacionales sobre el reconocimiento molecular que presenta el péptido S7 (SSFPQPN) al
plano cristalino {111} de nanocristales de platino, ver Figura 10 (a). Cabe mencionar que este
péptido fue identificado mediante el proceso de biopanning.

El disefio del experimento consistio primero en discernir si la conformacién del péptido influye en
la selectividad molecular y determinar qué residuo es esencial para que el cristal crezca en una
direccién especifica. Por lo que sintetizaron las nanoparticulas de platino empleando el péptido
S7 y algunas variantes, ver Figura 10 (b).

Forma del nanocristal Especificidad a los
(a) i (€)  Planos {111
obtenido anos {111}

Indicando

—
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(b) E'. 57-2: S5FGOGN | FPQPN (w/o 55)
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5 57-G: 55GPUPN S7-Y: SSYPQPN
PQPN S5Y

A

Figura 10: (a) nanocristales sintetizados con el péptido S7, (b) variantes del péptido S7 usadas para
sintetizar los cristales de platino y (c) péptido adsorbido a la superficie {111} de platino.

En base a sus resultados concluyeron que el aminodcido fenilalanina (F) es un factor clave que
determina la especificidad del péptido hacia el plano {111} del platino. Las observaciones que
obtuvieron con las variantes, las cuales tenian F en diferentes posiciones con diferentes vecinos
mostré los mismos rendimientos tanto en especificidad como en cantidad, por lo que sugirieron
que tanto la conformacion global como la estructura secundaria del péptido no juegan un papel
importante. En base a los resultados experimentales decidieron calcular por dinamica molecular
la energia de absorcidon de los mismos péptidos con la superficie {111} y como control calcularon
la energia de interaccidn con la superficie {100}, ver Figura 10 (c).

Si bien no hubo una buena correlacién de las energias de absorcidon encontradas con la superficie
{111} respecto a los rendimientos obtenidos en la sintesis. Los resultados mostraron que la
fenilalanina se coordina de forma hexagonal a la superficie, lo que podria contribuir a una mayor
afinidad a la superficie. De forma contraria, la fenilalanina no presentd la misma coordinacion en
la superficie {100}.

En base al analisis que realizaron pudieron darle especificidad a un péptido que no presentaba
afinidad a la superficie {111}. He aqui la importancia de conocer el tipo de interacciones organico-
superficie que estan involucradas en este proceso de mineralizacion al grado de que podamos
manipular estas interacciones y nos permita disefiar materiales con la posibilidad de predecir las
propiedades de éste.
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1.4 LiFePO,

Los compuestos de tipo LIMPO4 (M=Fe, Mn y Co) presenta una estructura cristalina tipo olivina
(celda unitaria ortorrombica) que consiste en un empaquetamiento hexagonal compacto, donde
los 4tomos de oxigeno con los cationes de Li* y M?* estdn localizados en la mitad de los sitios
octaédricos y el catién P>* en 1/8 de los sitios tetraédricos383°,

Debido a las propiedades del LiFePO4 tales como alta estabilidad quimica y térmica, bajo costo y
una alta compatibilidad con el medio ambiente?’, aunado a su alta capacidad especifica tedrica
(= 170 mAhg)*! es un componente importante empleado como material catddico en las baterias
recargables de ion litio %2,

1.4.1 Biomineralizacion de FePOq

Si bien, el LiFePO4 es un material prometedor para su implementacion en las baterias de ion-litio,
su contraparte no litiada FePO4 ha sido también ampliamente estudiada, debido a que puede
usarse como precursor del LiFePO4 o bien como material catddico para las baterias de ion-litio
debido a que tiene una capacidad especifica tedrica (~ 178 mAhg-1) similar al LiFePO4****. Se ha
propuesto que este material podria ser clave en el desarrollo de la siguiente generacién de las
baterias idn-litio. Sin embargo, este presenta algunos inconvenientes, como son, baja
conductividad eléctrica y una velocidad lenta de insercion/extraccion del ion Li*, lo que limita su
uso en el disefio de catodos.

Una forma de solucionar estos problemas intrinsecos ha sido el uso de nanoestructuras de FePOq
dopadas con materiales conductores, de esta forma aumentaria la conductividad eléctrica y al
tratarse de estructuras de dimensiones nanométricas la distancia que tienen que viajar los iones
de Li* disminuiria considerablemente. Se han propuestos diferentes técnicas fisicas y quimicas
para lograr este objetivo. Recientemente, la naturaleza ha servido para inspirar a grupos de
investigacion en el empleo de biomoléculas (ADN, proteinas, péptidos) capaces de controlar el
ordenamiento de la estructura (biomineralizacion) y por ende las propiedades de compuestos
con interés tecnoldgico. Asi, se han buscado bioplantillas capaces de biomineralizar FePO4 como
a continuacion se describe.

Zhou et al.* sintetizaron mesoporos de FePOs empleando el método de precipitacion. Ellos
utilizaron células de levadura como plantilla, ver Figura 11 (a), y encontraron que usando 0.8 g de
levadura obtenian la mayor drea superficial especifica (120.2 m?/g). Después de calcinar a varias
temperaturas determinaron que calcinando a 300 °C obtenian la mayor area superficial (146.2
m2/g) y la mayor conductividad del material (6.7x10# S/cm). Ellos atribuyeron este fenémeno a
la posible formacién de una delgada pared de carbono producida durante la calcinacién de las
células de levadura. Cuando analizaron las muestras por microscopia electrdénica de transmision
(TEM), ver Figura 11 (b), observaron que la muestra calcinada se aglomeraba de forma
desordenada, en comparacion a la muestra sin calcinar donde observaron particulas de 10 nmy
de diferente morfologia. Esta agregacidén podria indicar que la (meso)porosidad se debia a la
interconexion de particulas. Finalmente, mencionaron que la mineralizacién del FePO4 se debia a
las interacciones electrostéticas y quimicas del Fe3* con los grupos hidroxilo o grupos amino
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expuestos en la superficie de la levadura, y que al adicionar el fosfato conducia a la formacién de
nanoparticulas de FePQg, ver Figura 11 (c).
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Figura 11: (a) Esquema de la formacion de nanoparticulas de FePO, en la superficie de la célula de levadura,
(b) micrografia de TEM de los mesoporos formados después de calcinar el material hibrido a 300 °Cy (c)
esquema de interaccion de los iones de Fe** y PO*.

Ryu et al.%® sintetizaron FePOs empleando como plantilla el péptido fluorenilmetiloxicarbonilo-
difenilalanina (Fmoc-FF). De forma exitosa lograron mineralizar el FePO4 sobre la superficie del
péptido en medio acuoso. Ellos atribuyeron a los grupos acidos y polares del péptido el
ordenamiento y mineralizacion del material. Si bien, el FePOs que obtuvieron fue amorfo a
temperatura ambiente, después de calcinarlo a 350 °C obtuvieron nanotubos (NTs) de FePOq
(amorfo) de 20 nm de diametro recubiertos de una capa interna de carbono amorfo; proveniente
del péptido calcinado, de 5 nm de espesor. Con la esperanza de que este compdsito pudiera
mejorar las propiedades de conductividad, estudiaron el desempefio electroquimico del material
como catodo en una bateria de ion-litio mediante una celda tipo Swagelok. Por medio de un
voltamperograma observaron que el proceso de reduccidn y oxidacion asociado a la insercion y
extraccion de los iones Li* ocurria alrededor de un potencial de 3 volts. En el primer ciclo
obtuvieron una capacidad especifica de 170 mAh/g, sin embargo, esta disminuyd
mondtonamente después del tercer ciclo. Finalmente, reforzaron su hipétesis al mostrar que el
compasito FePOs/carbono tenia mayor capacidad que el FePO4/péptido sin calcinar.

Lee et al.#” modificaron genéticamente al fago M13-IKE para que expresara en el extremo C-
terminal de la proteina P8 cuatro glutamatos (M13-EEEE). Esta mutacion la hicieron con el
objetivo de biomineralizar en su superficie FePO4 y al mismo tiempo mejorar la conductividad
eléctrica del material sin la necesidad de calcinar la muestra.

Prepararon dos compdsitos, el primero consistié en biomineralizar en la superficie del fago M13
nanovarillas (NVs) de plata metalica (Ag) y de FePO. de forma separada para después mezclarlas,
ver Figura 12 (a). En el segundo compdsito mineralizaron consecutivamente nanoparticulas (NPs)
Ag seguidas de FePQOa, ver Figura 12 (b) y (c). De este ultimo compdsito hicieron otra variante
AgCl-FePOas. Las NVs de FePO4 presentaron un didmetro entre 10 a 20 nm y las nanoparticulas de
Ag ~5 nm. En todos los casos el FePOas resulté ser amorfo, mientras que el AgCl resultd ser
cristalino. De acuerdo con las curvas termogravimétricas determinaron que los compédsitos de
NPs Ag-FePQ4 resultaron estar hidratados al menos hasta 400 °C; sin embargo, el compdsito AgCl-
FePOs resulto ser anhidro a temperatura ambiente, lo que permitié evitar la calcinacién de la
muestra.

En base a los estudios electroquimicos, hechos con una celda tipo moneda, encontraron que el
composito AgCl-FePOa4 presentd la mayor capacidad de descarga en el primer ciclo (145 mAh/g) y
después de 10 ciclos la capacidad decayé hasta 100 mAh/g. Esta caida de capacidad la atribuyeron
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a la reduccion del AgCl durante el proceso de carga/descarga. Haciendo notar que, si bien la Ag
metalica puede incrementar la conductividad eléctrica local, al momento de la reducciéon puede
haber una disminucién en el volumen de la particula (AgCl) lo que disminuye el contacto entre las
particulas e incrementa la resistencia. Para solucionar este problema decidieron adicionar una
mayor cantidad de carbono conductor al momento de ensamblar la bateria. Finalmente hicieron
otra prueba para ver el comportamiento de la capacidad de descarga a diferentes velocidades, y
observaron que las capacidades encontradas eran comparables con los mejores valores
reportados para materiales sintetizados a altas temperaturas (165 mAh/gy 110 mAh/g en funcion
de la velocidad). Asi, mostraron que los materiales obtenidos por biomineralizacién podrian ser
buenos candidatos en el disefio de bateria de idn-litio.

@ a-FePO,H,0 © B

Figura 12: Compdsitos de Ag-FePO, sobre la superficie del fago M13, (a NVs de Ag y de FePO,sintetizadas
de forma separada, (b) NPs de Ag y de FePO, sintetizadas sobre el mismo fago y (c) micrografia de TEM del
compdsito (b).

Susapto et al.*® reportaron la sintesis de NTs y nanocintas (NCs) de FePO4 usando dos péptidos
como bioplantillas. Estos dos péptidos anfifilicos, a saber, E-PA (lauril-VVAGE) y Phos-PA (lauril-
VVAGEK-fosfonoacetilo), ver Figura 13 (a) y (b), los disefiaron con una cola hidrofébica, una
pequefia secuencia de aminoacidos que forma una estructura tipo B-laminar y en la cabeza un
grupo cargado. Mediante espectroscopia de dicroismo circular corroboraron la formacion de la
estructura tipo B-laminar y mediante TEM observaron que el péptido E-PA formaba NCs con un
ancho de 60 nm y el péptido Phos-PA formaba NVs con un didmetro de 10 nm. Calcinaron las
muestras a 350 °C durante 1 hora para formar FePO4 anhidro (amorfo), observaron que el E-
PA/FePQ; se sinterizo, Figura 13 (c), pero el Phos-PA/FePQO4 formo NTs con paredes de ~ 8 nm,
Figura 13 (d). Observaron que el Phos-PA/FePO4 presenté una mayor capacidad (155 mAh/g) en
comparacion con el E-PA/FeP0O4 (117 mAh/g) y el FePQOa/sin plantilla (18 mAh/g), haciendo notar
que la plantilla incrementd significativamente la capacidad. Concluyeron que el Phos-PA se ve
favorecido en la mineralizacion de FePOs por contener grupos fosfatos y como consecuencia
presenta mejores propiedades electroquimicas.
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Figura 13: Péptidos empleados en la mineralizacion del FePQ,, (a) péptido E-PA, (b) péptido Phos-PA,
micrografias de TEM del FePO, mineralizado sobre el péptido E-PA (c) y Phos-PA (d) después de haber sido
calcinado a 350 °C durante 1 hora.

De acuerdo con lo reportado un factor muy importante que contribuye a mejorar la conductividad
del FePO4 es controlar el ordenamiento y la dimensidn de las particulas. Lo que nos inspird a
emplear dos péptidos reportados en un trabajo previo que presentaron mayor abundancia en el
proceso de biopanning sobre cristales de LiFePO4 (ver Tabla 2) para mineralizar el FePO4 tomando
como ventaja el reconocimiento molecular®.

Tabla 2: Secuencias de aminodcidos de los péptido encontrados en el proceso de biopanning sobre
cristales de FePO..

Péptido Secuencia de aminodcidos Abundancia

1 L P V R L D W 3
2 H G G V R L Y 2
3 Y A T S D F L 1
4 S I T L N T P 1
5 w S L S E L H 1
6 S 'Y T D L L R 1
7 T S T G A | A 1
8 D T A L H S L 1
9 D R L S H T R 1
10 Q L Y R E F N 1
11 H L K H S L L 1
12 N S V L P F H 1
13 v S R D T P Q 1
14 Y H T T QY T 1

14



1.5 Planteamiento del problema

De lo ya descrito, se puede observar que el proceso de biomineralizacién es complejo y para
entenderlo se necesita un enfoque multidisciplinario. Si bien los péptidos por si solos pueden
inducir la mineralizacién, su organizacién sobre un andamio es deseable para la sintesis de
materiales organizados. Una plataforma obvia para estos péptidos es el fago M13; por lo que, en
esta tesis, se estudio su estabilidad (térmica y quimica) para proponer en un futuro condiciones
mas propicias para procesos de biomineralizacién. Por otro lado, se estudid el comportamiento
de mineralizacidon de dos péptidos (LPVRLDW y HGGVRLY) aislados, el cual depende del tipo de
interaccion que se establece entre los residuos y los precursores. Con esto en mente se generé
un modelo de superficie para depositar en la superficie un aminoacido, en este caso la valina,
debido a que esta presente en los dos péptidos. Lo que en un futuro nos permitira entender las
interacciones péptido—material, asi como la influencia de la identidad de los residuos en este tipo
de procesos. Por lo que se plantearon los siguientes objetivos:

1.5.1 Objetivos generales

1. Estudiar la estabilidad del fago M13.

2. Sintetizar y caracterizar el FePOs empleando como plantilla dos péptidos especificos
obtenidos por la técnica de biopanning.

3. Generar un modelo de superficie del plano cristalino (100) de LiFePOQa.

1.5.2 Objetivos particulares

1.  Caracterizar espectroscépicamente mediante las técnicas de UV-visible, dicroismo circular
(DC) y fluorescencia la estructura secundaria y algunas caracteristicas de la estructura
terciaria del fago M13.

2.  Estudiar la estabilidad del fago en medio dcido mediante espectroscopia de fluorescencia,
de dicroismo circular, dispersién de luz dindmica y electroforesis de gel de agarosa.

3.  Estudiar la estabilidad térmica del fago M13 empleando espectroscopia de dicroismo
circular y calorimetria diferencial de barrido.

4. Sintetizar y caracterizar FePO4 empleando péptidos afines como plantilla.

5. Calibrar el método empleado para generar el modelo de superficie con un modelo de bulto.

6. Generar la superficie (100) de LiFePOs4 con un tamano de celda 1x1x1 y optimizar los
pardametros requeridos.

7. Generar la superficie (100) de LiFePO4 con un tamafio de celda 1x2x2, buscar el estado de
espin de menor energia y generar el modelo de la valina.
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2 Materiales y Métodos
2.1 Material

Vector M13KE (New England Biolabs), E. coli cepa XL1-Blue (Stratagene), medio Luria-Bertani (LB),
LB Top Agar (Life Technology), tetraciclina (Sigma Aldrich), polietilenglicol (PEG MM ~ 8000,
Amresco), NaCl (Sigma-Aldrich), agarosa ultrapura (Invitrogen), EDTA (Santa Cruz Biotechnology),
tris-base (Amresco), dcido acético (Reasol), HCI (Sigma Aldrich), azul de coomassie brillante R-250
(Sigma Chemical Company), acido 2-(N-morpholino)ethanosulfonico (MES, Sigma Life Science),
acetato de sodio anhidro (Sigma), dodecilsulfato de sodio (SDS, Sigma), glicina (Amresco),
Fe2(S04)3:nH,0 (Baker Analyzed), NaH,PO4 (Sigma Aldrich), Na;HPO4 (J.T. Baker), KH2PO4 (J.T.
Baker), nitrato de plata (Aldrich Chem. Co), nitrato de sodio (Baker Analyzed), etanol (J.T. Baker)
y acido sulfurico (J.T. Baker).

2.2 Expresion, purificacion y caracterizacion del fago M13

Como ya se menciono, el fago M13 necesita la maquinaria celular de un hospedero apropiado
para amplificarse. El fago se amplificd en un medio de cultivo liquido de LB inoculado con un
cultivo de células E. coli cepa XL1-Blue, enriquecido con tetraciclina. A este cultivo se le permitid
crecer a 32 °C durante 15 h con agitacién de 200 rpm. Posteriormente, los fagos se purificaron
por la técnica de precipitacion®®, usando PEG al 20% en 2.5 M de NaCl. Se centrifugé el cultivo a
8000 rpm durante 15 min a 4 °C para que eliminar la bacteria y dejar en el sobrenadante los fagos
amplificados. Al sobrenadante se le adicioné 1/5 parte del volumen total del sobrenadante de
PEG, éste se incubd durante 2 h en hielo. Después se centrifugd a 10,000 rpm durante 15 mina 4
°C. En este paso se conservo el pellet (los fagos precipitados) y se resuspendié en agua. Se repitio
el paso anterior para eliminar cualquier impureza remanente. Finalmente, el pellet se resuspendid
en un volumen de agua adecuado para obtener la concentracién deseada.

2.3 Caracterizacion del fago M13

2.3.1 Espectroscopia UV-vis

Los espectros de absorcidn se trataron para eliminar la contribucién de la dispersion de luz del
espectro de absorcién mediante un ajuste de regresion lineal*! y la concentracion de la solucién
de fago M13 fue calculada de acuerdo con la ecuacidn 1, considerando la absorcion a 269 nm
porque representa la contribucién debida a las proteinas y el ADN presente en el fago.

AP =C-l-¢ (1)

Donde C es la concentracion en mg/mL, [ es la longitud del paso éptico igual a 1.0 cmy € es el
coeficiente de extincidon con valor de 3.84 cm?/mg®2. Se utilizd un espectrofotometro UV-1800 de
Shimadzu Corporation, Kyoto, Japdn.

2.3.2 Espectroscopia de fluorescencia

Los espectros de fluorescencia se obtuvieron aplicando radiacién de excitacion con longitud de
onda de 280 nm, en una celda de cuarzo de 1.0 cm de paso 6ptico con 2.0 mL de muestra (0.1
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mg/mL) a 25 °C. Se empled un espectrofluorémetro marca HORIBA Scientific modelo Fluorolog®3-
22 con una rendija (s/it) de 1 mm y un ancho de banda (bandpass) de 2.0 nm.

2.3.3 Espectroscopia de dicroismo circular (DC)

Los experimentos de DC se hicieron en la region del UV-lejano (200-250 nm), con 2.0 mL de una
solucion de fago M13 (0.01 mg/mL) contenida en una celda de cuarzo de 1.0 cm de paso dptico.
Los espectros se obtuvieron con un tiempo de respuesta de 4 s, una velocidad de barrido de 2
nm/min, con un ancho de banda de 1.0 nm, y los datos se almacenaron cada 0.2 nm.
Se restd la contribucidon del amortiguador a los espectros de las muestras y se reportd como
elipticidad del residuo medio (MRE) en grados cm? dmol?, definida por la ecuacién 2.

Cxlx10

donde 0, es la sefial observada del DC en miligrados, MRW es la masa molar del residuo medio
(igual a 104, calculada MM /N, de aa , donde MM = 14,350 kDa y 137,915 aminoacidos)?, L es |a
longitud del paso dptico y C es la concentraciéon en mg/mL>3. Los espectros de dicroismo se
corrigieron restando la sefial del amortiguador. Se empled un espectropolarimetro marca Jasco
modelo J-715 equipado con un controlador de temperatura tipo peltier PTC-348WI.

2.34 Dispersion de luz dinamica (DLS)

En los pardmetros del equipo se consider6 como material a analizar proteina (indice de
refraccion= 1.450 y absorciéon= 0.001) y como dispersante agua (viscosidad= 0.8872 cP e indice
de refraccion= 1.330). Las mediciones se hicieron a 25 °C con un tiempo de equilibrio de 120 s,
con una celda de 1 cm de paso 6ptico (modelo DTS0012) y 1.0 mL de muestra (0.1 mg/mL), a un
angulo de retrodispersién a 173°. Se hicieron 10 mediciones continuas y cada medicién fue el
promedio de 20 corridas con una duracién de 10 s cada una. Se realizd en el equipo Zetasizer
Nano modelo ZSP (Malvern Instruments Limited), que consiste de un laser de 10.0 mW de He-Ne
con una longitud de onda de 632.8 nm.

2.4 Estabilidad del fago M13

24.1 Caracterizacion del fago M13 en medio acido

Una limitante para caracterizar espectroscopicamente al fago M13 es su precipitacion a valores
de pH menores a su punto isoeléctrico (pl = 4.4)**, por lo que decidimos neutralizar las muestras
al momento de analizarlas. A continuacion, se describe brevemente el disefo del experimento:
se preparé una solucion de fago M13 (la concentracién depende de la técnica de caracterizacion)
en el amortiguador correspondiente (medio acido) y se mantuvo en estas condiciones durante
tres tiempos diferentes (t1=10 min, t,=120 min y t3=1260 min). Al momento de analizar la
muestra, se hizo una dilucién 1:10 en amortiguador MES (10 mM pH 7.0) para neutralizarla. Se
utilizaron los siguientes amortiguadores de pH a una concentracion 10 mM: MES (C pH 7.0),
acetato de sodio (pH 3.0) y KH2PO4 (pH 2.5).
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En este estudio, como control, se usé una muestra intacta de M13 (referencia), una muestra
sometida a sonicacion (control 1) y una muestra desnaturalizada con SDS (2% final) y calentada a
ebulliciéon por 10 min con el fin de desensamblar por completo al fago>> (control 2), a pH 7.0.

2.4.1.1 Espectroscopia de fluorescencia

La solucién inicial del fago (0.5 mg/ml) fue incubada en medio acido durante diferentes periodos
de tiempo (t1=10 min, t2=120 min y t3=1260 min). Para el analisis, las muestras se diluyeron con
el amortiguador de pH MES 10 mM, pH 7.0 hasta una concentracion final de fago de 0.05 mg/mL.
También se analizé una alicuota de la muestra diluida después de ser centrifugada.

Los espectros de emisién de fluorescencia analizados se normalizaron respecto a la concentracién
de fago M13 a 0.05 mg/mL en base a los espectros de absorcién UV-visible de cada muestra.
También se determind el centro de masa espectral (CME) de cada espectro de emision de acuerdo
a la ecuacion 3.

2 AF; (3)

CME =
XF;
Donde A; es la i-ésima longitud de onda y F; es la i-ésimo valor de intensidad de fluorescencia®®.
Se analizaron 2 mL de cada muestra contenidos en una celda de pasé éptico de 1 cm, aplicando
los mismos parametros del equipo que se mencionaron en el apartado 2.3.2.

2.4.1.2 Espectroscopia de dicroismo circular

Se prepararon 100 uL de fago M13 (1.0 mg/mL) y se mantuvieron a pH 3.0y 2.5 durante 120 min
(t2). Para la caracterizacidn de las muestras se diluyeron a 0.1 mg/mL en amortiguador MES; en
este caso no se centrifugaron las muestras para analizarlas. Se analizaron 500 pL contenidos en
una celda de cuarzo de 0.2 cm de paso dptico. Los espectros se reportaron como elipticidad del
residuo medio (MRE) en grados cm? dmol? definido por la ecuacién 2. Los pardmetros
establecidos en las mediciones fueron los mismos que se mencionaron en el apartado 2.3.3.

24.1.3 Dispersion de luz dinamica (DLS)

Se caracterizaron las muestras en medio acido y después de ser neutralizadas, se emplearon las
mismas concentraciones que se indicaron en el apartado anterior. Los parametros del equipo
fueron los mismos que se mencionaron en el apartado 2.3.4.

24.1.4 Electroforesis de gel de agarosa

Dos muestras de la solucién inicial de fago (5 mg/mL) se incubaron a pH 3.0y 2.5 durante 120 min
(t2). Las muestras se diluyeron a 0.5 mg/mL en el mismo amortiguador en el que se incubaron,
respectivamente, y otra alicuota se diluyé en amortiguador pH 7.0 para observar si habia alguna
diferencia en analizar la muestra neutra o en medio acido.

Se cargaron 20 plL de cada muestra en un gel de agarosa al 1 %, usando como amortiguador de
corrida TAE (pH = 8.5, tris-base 40 mM, acido acético 20 mM y EDTA 1 mM); las condiciones de
corrida fueron 75 V por 80 min. Finalmente, el gel se tifio con una solucidn de azul de coomassie.
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24.2 Ensayo de desnaturalizacién térmica en medio acuoso.

2.4.2.1 Espectroscopia de dicroismo circular

Se hizo un registro continuo de los cambios de elipticidad, a 222 nm, con una velocidad de
calentamiento de 1 °C/min y en un intervalo de 25 °C a 85 °C, con agitacion continua (400 rpm).
Se establecidé un tiempo de respuesta de 2 s, un ancho de banda de 2.0 nm y los datos se
colectaron cada 0.2 °C.

Se analizaron 2.0 mL de una solucién de fago 0.01 mg/mL a tres diferentes valores de pH (5.0, 7.0
y 10.0), empledndose los siguientes amortiguadores: acetato de sodio (pH 5.0), fosfato de sodio
(pH 7.0, 15 mM) y glicina (pH 10.0, 10 mM). Se obtuvo el espectro de dicroismo de 25a 85 °Cy
después de enfriar la muestra a 25 °C, los parametros del equipo fueron los mismos que se
mencionaron en el apartado 2.3.3.

24.3 Desnaturalizacién térmica en medio etanol-agua.

24.3.1 Espectroscopia de dicroismo circular

Se obtuvieron los perfiles de desnaturalizacion térmica del fago M13 (2 mL, 0.01 mg/mL) en una
mezcla etanol-agua de diferente composicién (% V/V), amortiguados a pH 7.0 con fosfatos (15
mM), siguiendo el cambio de elipticidad (222 nm). Estos estudios se hicieron en un intervalo de
25 °Ca 80 °C, con los mismos parametros de quipo mencionados en el apartado 2.4.2.1.

Para determinar la temperatura media de la transicidn (Tm) a partir de los perfiles experimentales
se considerd que el proceso de desnaturalizacidn ocurre en una sola etapa (ver esquema 1).

Nk—1>D esq. 1

Donde N representa el estado nativo y D el estado desnaturalizado. Segln este modelo, la fraccién

desnaturalizada (f4) de proteina se calcula con la ecuacién 4, empleando los valores de elipticidad

(miligrados) obtenidos en el barrido.

f =(90bs_9N) (4)
P (6p—6n)

Donde 6, es la elipticidad medida a cada temperatura, 8y y 8 representan la elipticidad de la

forma nativa y desnaturalizada, respectivamente, a la misma temperatura. Se hicieron ajustes

lineales de la regidn previa y posterior a la transicidén para estimar los valores de 8y y 8 en el

intervalo de temperatura experimentado®’.

Con los valores de fq se determind entonces la temperatura media de la transicion (Tn), que

corresponde al punto de inflexion de la curva tipo sigmoide.

2.4.3.2 Calorimetria diferencia de barrido (DSC)
Los experimentos de DSC se hicieron con un volumen de celda de 300 pL bajo una presion de 3.00
atm, a una velocidad de calentamiento de 1 °C/min. Después de cada barrido de calentamiento

se enfrio la muestra y se repitid el barrido de calentamiento. Las muestras fueron desgasificadas
durante 5 min antes de introducirlas en el calorimetro.
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Se analizd una solucidn de fago (2 mg/mL) en una mezcla etanol-agua amortiguada a pH 7.0 con
fosfatos 15 mM. Los experimentos se hicieron en mezclas etanol-agua de diferente composicién:
0, 10, 20, 30 y 50 % de etanol (V/V). Este estudio se llevé a cabo en un calorimetro nanoDSC de
TA Instruments, modelo 6300.

244 Efecto de iones en la estabilidad térmica del fago M13

2.4.4.1 Espectroscopia de dicroismo circular

Se obtuvieron los perfiles de desnaturalizacién térmica del fago M13 (2 mL, 0.01 mg/mL) en una
mezcla etanol-agua (30 % etanol V/V) con diferentes cationes monovalentes, siguiendo el cambio
de elipticidad (222 nm). Estos estudios se hicieron en un intervalo de 25 °Ca 80 °C, con los mismos
parametros del equipo mencionados en el apartado 2.4.2.1.

Se analizaron tres relaciones [ion]/[residuo medio], empleando Ag* (0.5, 1y 5) y Na* (1 y 2).
Considerando la masa molar del residuo medio igual a 104.75 g/mol*® y como precursores de los
cationes se usé la sal de AgNOs y NaNOs.

2.5 Sintesis y caracterizacion del FePO; empleando como plantilla los
péptidos jhol y jho2

2.5.1 Caracterizacion de las plantillas empleadas en la sintesis por espectroscopia UV-
visible

Los péptidos jholy jho2 se obtuvieron de forma comercial a través de la empresa BIOMATIK, en
la Tabla 3 se mencionan las caracteristicas de cada péptido.

Tabla 3: Caracteristicas de los péptidos empleados.

Péptido Secuencia MM (g/mol)? Pureza%? plb  £280mm (~1em~1)b
jhol LPVRLDW 898.11 99.6 5.84 5500
jho2 HGGVRLY 800.96 97.2 8.75 1490

a: informacidén obtenida del fabricante, b: informacién obtenida del servidor ExPASY ProtParam tool el dia 19-06-2014.

25.1.1 Espectroscopia UV-visible

La solucidén del péptido se cuantific6 mediante espectroscopia UV-vis en el equipo NanoDrop
modelo 2000, empleando 2.0 pL de muestra.

2.5.2 Sintesis del FePOq

Las reacciones de sintesis de FePOs se hicieron con los péptidos jhol, jho2 y como control se hizo
la reaccidon en ausencia de péptido. Para la sintesis se emplearon 2 relaciones molares
[péptido]/[Fe3*]/[P0O; ] iguales a 1/10/10y 1/100/100.

A 500 pL de una solucién de péptido (= 3.4 mM) se le adiciono el volumen adecuado de una
solucién de Fez(SO4)s (2.0 mM, pH 2.0, previamente ajustado con acido sulfirico), con agitacion
constante y manteniendo el pH en un valor de 2.0. La solucidn se incubd 24 h a temperatura
ambiente.
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Posteriormente se adiciond el volumen adecuado de una solucién de NaH,PO4 4 mM (pH 2.1-2.2,
previamente ajustado con acido clorhidrico), con agitacion constante y manteniendo el pH
constante. En el esquema 2 se muestra la reaccién que da lugar al FePOa.

Fe,(5S0,); + 2NaH,P0, — 2FePO, +§5‘04‘ +2Na* + 4Ht esq. 2

Después de 24 h de incubacién a temperatura ambiente se formd un precipitado de color
amarillo, el cual se recuperd por centrifugacion a 13,000 rpm durante 5 min. El precipitado se lavo
3 veces con agua y se seco a 37 °C por 1 dia. La muestra fue calcinada en una mufla (Thermolyne
modelo 4800) a diferentes temperaturas empleando una rampa de calentamiento y de
enfriamiento a una velocidad de 1 °C/min, en un medio de aire estatico.

2.5.3 Caracterizacion del FePQ, sintetizado

2.5.3.1 Analisis termogravimétrico y analisis térmico diferencial (TG/DTA).

Este analisis se hizo con un equipo de TG/DTA marca Perkin EImer modelo Pyris Diamont, se
empled una velocidad de calentamiento de 5 °C/min calentando de 25 a 800 °C, la muestra se
colocd en una celda de platino con una masa entre 1.0 — 2.0 mg y se hizo en un medio de aire
estatico.

2.5.3.2 Difraccién de rayos X de polvos.

Se analizaron las muestras sin calcinar y calcinadas a 400 y 600 °C. Solo se analizaron las muestras
cuya relacion molar fue 1/100/100. Los difractogramas se obtuvieron con un difractdmetro
modelo D8ADVANCE Bruker empleando un danodo de Cu con radiacion ka (A=1.54 A), el equipo se
operd con un potencial eléctrico de 40 kV y una corriente de 35 mA constantes, un paso de 0.02°
y un tiempo de integracién de 0.2 s., los datos se adquirieron en un intervalo de 26 entre 5—70°.

2.5.3.3 Espectroscopia infrarroja por transformada de Fourier en modo de

reflectancia total atenuada FTIR-ATR.

El analisis de IR se realizé en un equipo Perkin ElImer modelo Spectrum GX empleando el accesorio
de reflexion atenuada (ATR), las mediciones se hicieron en un intervalo de 280 a 4000 cm™
colectando los datos cada 1.0 cm™, el espectro obtenido resultd de promediar 16 barridos con
una resolucién de 8 cm™.

2.5.3.4 Microscopia electronica de barrido (SEM) y Espectroscopia de dispersion de
energia de rayos X (EDS).

El tamafio, la morfologia y composiciéon del material obtenido se determiné por SEM y EDS
respectivamente. El estudio de la morfologia se hizo en un microscopio electrénico de barrido
marca JEOL modelo JSM-7600F Field Emission. La muestra se soportd en una cinta de carbono
pegada al porta muestras tipo barrilito. Antes del analisis de las muestras estas fueron cubiertas
con oro.

El tamafio de particula se midié con el programa ImageJ, calibrando el programa con la escala de
cada imagen en nandmetros. Se analizaron entre 2 — 3 imagenes de cada muestra y se midieron
entre 60 — 90 particulas para construir el histograma.

La composicion quimica de los sdlidos calcinados a 600 °C y sintetizados con la relacion molar
1/100/00 fue obtenida mediante un espectro de dispersidn de energia de rayos-X en un intervalo
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de 0-8.0 keV. Se prepard una pastilla de FePO4 con un espesor de aproximadamente 1.0 mm y
finalmente se cubrié con oro.

2.5.3.5 Microscopia electronica de transmision (TEM) y con filtrado energético
(EFTEM).

Para caracterizar la cristalinidad de las particulas de FePOs se obtuvieron imdagenes de alta
resoluciéon de TEM (HRTEM). A partir de estas imdgenes se obtuvieron las distancias interplanares.
Las imagenes fueron obtenidas en un microscopio electrénico de transmision marca JEOL modelo
2100F Field Emission con un voltaje de aceleracion de 200 kV y una longitud de camara de 120
cm. Las muestras fueron soportadas en rejillas de cobre (200 mesh) cubiertas de formvar.

Para obtener la composicion elemental se usé un microscopio JEM modelo ARM200F Atomic
Resolution Analytical Microscope con un voltaje de aceleracién de 200 kV. Las muestras fueron
soportadas en rejillas de cobre (200 mesh) cubiertas de holey carbon.

2.6 Modelo teérico

Para estudiar la interaccion de un aminoacido sobre una superficie empleando cdlculos de
estructura electrénica es necesario emplear una metodologia que nos ayude a demostrar que las
aproximaciones empleadas describen bien el sistema.

La metodologia para general el modelo de superficie de LiFePOs se desarrolld en tres etapas.
Primero se generd un modelo del bulto de LiFePO4 para determinar los pardmetros requeridos
para describir bien el sistema. Posteriormente se generaron diversos modelos para representar
la superficie (100) del LiFePO4 partiendo de una celda unitaria correspondiente. Estos modelos se
optimizaron considerando diferentes estados de espin. Finalmente se generd el modelo de la
valina (aislada).

Todos los célculos se realizaron con el paquete de simulacién Ab initio Viena (vasp) en su versién
5.4, bajo la teoria de funcionales de la densidad (DFT) en el formalismo de Kohn-Sham, el método
del proyector de ondas aumentadas (PAW) y la aproximacién propuesta por Perdew-Burke-
Ernzerhof (PBE) al funcional de intercambio y correlacion. Adicionalmente, se optimizaron los
parametros de red con dos aproximaciones, la correccién de Hubbard, conocida como DFT+U,
asignando el valor de los parametros U = 5.3 eV y ] = 1eV de acuerdo con lo reportado por G.
Ceder et al.>® y las interacciones tipo Van der Waals, siguiendo la formulaciéon empirica de
Tkatchenk-Scheffler®®,

2.6.1 Modelo del bulto de LiFePOq

Para calibrar el método empleado en este estudio se hizo la seleccidn de los pseudopotenciales
disponibles en la base de datos de vasp para cada elemento del LiFePOas. Se usé como modelo
moléculas compuestas por atomos presentes en el LiFePOs como P, O; y la estructura cristalina
tipo fluorita del Li;O.

Por cada pseudopotencial se hizo un muestreo para determinar el nimero de ondas planas
requeridas para describir el sistema, tomando como criterio una variacidn en la energia relativa
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menor al 0.5 kcal/mol. El nimero de ondas planas es determinado por un parametro denominado
corte en la energia. Se vario el corte en la energia, entre 200 eV—1000 eV considerando intervalos
de 100 eV. Se establecio que el cambio en la energia entre dos pasos consecutivos del proceso de
autoconsistencia (SCF) tenia que ser menor a 107 eV como condicién de convergencia. La
variaciéon en la energia relativa respecto al nimero de ondas planas se calculd de acuerdo con la
ecuacion 5.

E,ciativa(kcal/mol) = 23.0609 * (E, i, — E;) (5)

Donde E,,,;n, es la energia minima encontrada en eV, E; la i-ésima energia encontrada en eV y
23.0609 es el factor de conversion de eV a kcal/mol.

Para el caso de la estructura cristalina de Li,O se realizd un estudio de convergencia con respecto
al tamano de malla de puntos k igualmente espaciados para muestrear la primera zona de
Brillouin. Finalmente, se optimizo la geometria de los modelos relajando solo los grados de
libertad internos (relajacién de los iones) para las moléculas diatdomicas y todos los grados de
libertad (relajacion de los iones, forma y volumen de la celda) para el Li;O. Para la relajacidon
estructural se usé como condicion de convergencia que las fuerzas en todos los iones fueran
menores de 0.01 eV.

Por cada elemento se eligié el pseudopotencial que describiera mejor la distancia de enlace o los
parametros de red respecto al valor experimental.

Por otro lado, se generd el modelo del bulto de LiFePO4 tomando como base la celda unitaria tipo
Triphylite. En la Tabla 4 se muestran las posiciones atdmicas y las caracteristicas de la estructura
cristalina del LiFePO4 usadas para generar la celda unitaria 1x1x1.

Una vez determinado el nimero de funciones de ondas planas y los pseudopotenciales elegidos,
se realizd un estudio de convergencia en la energia con respecto al tamafio de la malla de puntos
k. Con estos parametros se optimizé la geometria del cristal de LiFePO4 relajando todos los grados
de libertar (relajacion de los iones, forma y volumen de la celda).

Tabla 4: Estructura cristalina y posiciones atomicas del LiFePOs determinadas a 300 K, reportados por
Rousse et al.®.

Atomo

X y z
Li 0 0 0
Fe 0.2822 0.25 0.9738
P 0.0950 0.25 0.418
0 (1) 0.09713 0.25 0.7428
0 (2) 0.4573 0.25 0.2067
0 (3) 0.166 0.0464 0.2851
Estructura cristalina Ortorrémbica
Grupo espacial Pnma (62)
Pardmetrosdered q =10.3377A b =6.01128 ¢ =4.69504

Debido a la presencia del hierro considerd un estado de espin antiferromagnético y un momento
magnético de magnitud de 5 ps. De acuerdo con lo reportado por Rousse et al.?! el LiFePOa
presenta un estado de espin antiferromagnético y un momento magnético de 4.19 ps.
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Se hicieron pruebas para determinar el estado de espin de los atomos de hierro presentes en la
celda unitaria, por lo que se hizo un estudio con todas las posibles combinaciones de estados de
espin del Fe y se eligio la de mas baja energia, ver Figura Al del Apéndice I.

Por ultimo, se optimizaron los pardmetros de red con las dos aproximaciones mencionadas
anteriormente y se hizo un analisis de geometria (parametros de red, distancia de enlace para
verificar que nuestro modelo se aproximara a los valores experimentales reportados.

2.6.2 Modelo de superficie (100) de LiFePO4

Para generar la superficie (100) se usé como base el modelo de bulto con la geometria que mejor
describid los parametros de red. Primero, se incrementd el tamafio de la celda unitaria 1x1x1 del
modelo de bulto en la direccién de d dejando 10 A de separacién entre el ultimo dtomo'y la celda
unitaria denominado vacid, ver Figura A2 del Apéndice I.

Se decidiéo modelar al sistema con solo dos ldminas como primera aproximacion. Al momento de
hacer el corte en esa direccién se mantuvo la geometria tetraédrica del PO4 debido al fuerte
enlace covalente P—0, en consecuencia, los dtomos de hierro coordinados con seis oxigenos
fueron cortados y los iones Li* se dejaron cerca del grupo P—O para compensar la carga negativa
de los oxigenos.

Se realizd un estudio de convergencia, con diferentes tamafios de vacio para determinar el
espacio requerido para evitar interaccidon entre laminas vecinas. Se empled la misma metodologia
gue se uso para el estudio del bulto, la Unica diferencia fue que se usé una malla de puntos k de
1x3x3.

Posteriormente se optimizaron los grados de libertad internos (relajacién de los iones) mantenido
fija la forma y volumen de la celda. Y se hizo un analisis de geometria para verificar que el modelo
de superficie fuera adecuado.

Como resultados preliminares se generé una celda de 1x2x2 de la superficie (100) con la intencidn
de poder depositar la valina en la superficie como futura perspectiva. El objetivo de hacer mas
grande la celda es para evitar que la valina interactle con otras valinas vecinas y asi garantizar
que la energia obtenida sea solo debido a la adsorcion.

Con la geometria de la superficie 1x1x1 se generd una celda de 1x2x2 duplicando la celda en la
direccion de b y ¢y se optimizaron nuevamente los grados de libertad internos.

También se generd el modelo de la valina (aislada) en su forma candnica, es decir el extremo
carboxilo no se encuentra desprotonado y el extremo amino terminal no se encuentra protonado.
Considerando que la valina es parte de un péptido que esta insertado cerca del extremo N-
terminal de la proteina P8 del fago M13; por lo tanto; este se encontraria de forma neutra.
Posteriormente se optimizaron los grados de libertad internos.
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3 Resultados

3.1 Expresion, purificacion y caracterizacion del fago M13

Empleando el método mencionado en la seccidn 2., se obtuvieron preparaciones del fago
purificado cuya concentracidn fue determinada por absorcién de luz UV. En la Figura 14 (a) se
muestra un espectro tipico de absorcidn del fago M13. La concentracién se determiné de acuerdo
con la ecuacion 1, obteniéndose un valor de 0.076 mg/mL.

El fago M13 presenta aminodcidos aromaticos en toda su capside, pero la mayor contribucion se
debe a la proteina P8 (ver Tabla 5). Asi, la fluorescencia nos da informacién principalmente de la
proteina que cubre el cuerpo del fago (P8).

Tabla 5: Numero de residuos aromdticos por unidad de proteina presentes en las diferentes proteinas que
componen el fago M13%,

Proteina No. de copias No. No. No.
por fago Tirosina Triptéfano Fenilalanina

P3 =5 20 4 21
P6 =5 4 1 10
P7 =5 1 0 2
P8 = 2700 2 1 3
P9 =5 2 1 3
Total 29 7 39

En la Figura 14 (b) se muestra los espectros de fluorescencia de excitacion y de emision de una
solucion de fago 0.1 mg/mL en amortiguador MES (5 mM), con una longitud de onda maxima de
emision de 339 nm cuando la muestra fue excitada a 280 nm. El maximo de emisién indica que la
fluorescencia se origina en un residuo de triptofano, en este caso el triptéfano 26 (W26) de la
proteina P8, que se encuentra en un ambiente moderadamente polar. Se sabe que un aumento
en la polaridad del ambiente que rodea al fluoréforo indol causa un corrimiento del espectro de
fluorescencia hacia el rojo debido a que se reorienta el croméforo con los dipolos del solvente y
los aminodacidos vecinos?8.

En la Figura 14 (c) se muestra un espectro de dicroismo circular caracteristico del M13; se
observan bandas negativas a 222 nm y a 208 nm tipicas de la estructura tipo alfa-hélice, pero con
una magnitud considerablemente mayor a 222 nm. Esta caracteristica es tipica del fago M13, y se
ha propuesto que se debe a una importante contribucidn del triptéfano de la proteina P8 o bien
a la simetria que adquiere por interactuar con el ADN>%92,

En la Figura 14 (d) se muestra la distribuciéon de tamafio de particula en funcién del numero. El

diametro hidrodinamico promedio del fago resultd de 40.92 + 5.43 nm que es similar al reportado
por Ma et al. (49.0 + 16.9 nm)®3,
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Figura 14: (a) Espectro de absorcion UV-visible del fago M13 (0.076 mg/mL) en agua. (b) Espectro de
fluorescencia del fago M13 (0.1 mg/mL, amortiguado con MES 5 mM, pH 7.0) donde la linea discontinua
representa el espectro de excitacion (EX) empleando una AEM de 339 nm y la linea continua representa el
espectro de emision (EM) empleando una AEX de 280 nm. (c) Espectro de DC del fago M13 (0.01 mg/mL,
amortiguado con fosfatos 15 mM, pH 7.0). (d) Distribuciéon del tamarfio de particula del fago M13 (0.1
mg/ml, amortiguado con fosfatos 15 mM, pH 7.0) en funcidn del porcentaje en nimero.

3.2 Estabilidad del fago M13

3.2.1 Caracterizacién del fago en medio acido

Para observar los cambios estructurales del fago a un pH dado se hicieron mediciones a diferentes
tiempos vy, se calculé el porcentaje de variacion de la intensidad de fluorescencia a 339 nm
respecto del fago intacto a pH 7.0 (referencia). En la Figura 15 (a) se puede observar que a t1 (10
min) la muestras no muestran una tendencia clara, solamente se ve una disminucién en la
intensidad para el fago a pH 2.5 y el sonicado (control 1). A los 120 min (t2) se puede observar que

la intensidad no sufre modificaciones considerables. Después de 1260 min (t3) hay un pequefio
incremento en intensidad respecto al ta.
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Se determind el centro de masa espectral (CME) y se muestra Figura 15 (b). Puede observarse
que es muy similar para las muestras acidificadas y la referencia y en todos los casos esta
alrededor de 350 £ 0.5 nm. Sin embargo, el fago expuesto a un pH de 2.5 y centrifugado muestra
un desplazamiento de cerca de 2 nm. Un efecto similar se observa para el control 1. Este
corrimiento hipsocromico del CME también se observd en el espectro de absorcion, debido
probablemente a un cambio en el microambiente de los residuos aromaticos, los cuales se
encuentran mas expuestos al solvente®, Figura 15 (c).
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Figura 15: (a) Andlisis del porcentaje de variacion de la intensidad de fluorescencia respecto a la muestra
de referencia y (b) centro de masa espectral de cada uno de los espectros de emision, donde “c” indica
muestra centrifugada, al tiempo t1 (naranja), al tiempo t2 (morado) y al tiempo t3 (rosa). (c) Espectro
de absorcion de las muestras analizadas por dicroismo circular después de neutralizarlas al t,.
Siendo la muestra de referencia a pH 7.0 (azul), después ser sometida a pH 3.0 (naranja), pH 2.5

(rosa) y control 1 (muestra sometida a sonicacion, verde).

Por otra parte, en la Figura 16 se puede observar que la proteina P8 del fago, al estar expuesta a
un ambiente acido modifica su estructura secundaria, pero el espectro de DC no pierde la forma
caracteristica del fago. A pesar de que la muestra sonicada preserva la estructura alfa-hélice, se
puede observar que la intensidad de las dos bandas cambia, lo que nos podria indicar que la
proteina P8 ya no esta interaccionando con el ADN de la misma forma que en el fago intacto. Ya
que al comparar la relacién de [0]222/[0]208 que se muestra en la Tabla 6, las muestras conservan
esta relacion alrededor de 1.5 en cambio la muestra sonicada presenta un valor menor.
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Figura 16: Espectro de dicroismo circular de las diferentes muestras de fago M13 analizadas al tiempo t2.
Siendo la muestra de referencia a pH 7.0 (azul), después ser sometida a pH 3.0 (naranja), pH 2.5 (rosa) y
sonicada (muestra sometida a sonicacién, verde).

Tabla 6: Andlisis de los espectros de dicroismo de las muestras analizadas al t,.

Muestra MRE222nm MRE2osnm  [0]222/[0)20s8 % sefialz22nm

pH7.0 -46181.71 -30174.87 1.53 100.00
pH3.0 -42721.61 -27821.68 1.54 92.51
pH25  -37269.54 -23622.62 1.58 80.70
sonicado -20126.76 -16609.42 1.21 43.58

En esta tabla el valor % sefalz22nm €s el porcentaje de variaciéon del valor de MREz22nm de las
muestras respecto a la muestra en agua.

La distribucién de tamafio de particula obtenido de las diferentes condiciones a las que se sometid
el fago se presenta en la Figura 17. Se puede observar claramente que las particulas de fago se
agregan al estar en un medio a pH 3.0y 2.5, siendo las particulas mds grandes las que estan a pH
2.5. Al momento de neutralizar la muestra se puede observar como el tamafio de particula
regresa al tamafio correspondiente a la referencia. Esto nos podria indicar que el fago no sufre
cambios considerables en su estructura al estar expuesto en ese medio por 120 min. (t2) lo cual
es consistente con los resultados observados en los espectros de dicroismo circular.

En el gel de electroforesis en agarosa, Figura 18, se puede observar que las muestras en medio
acido y neutralizadas muestran las mismas propiedades electroforéticas que la referencia; en
cambio en control 1 queda dispersa sobre el carril, pero con menor movilidad que la muestra
desnaturalizada con SDS (control 2), lo que nos podria indicar que la proteina P8 no se disocid
completamente al ser sometida a sonicacién.
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Figura 17: Distribucion del tamafio de particulas de fago en funcién del porcentaje en numero, referencia

(azul), pH 3.0 (naranja), pH 2.5 (rosa) y control 1 (muestra sometida a sonicacion, verde). La linea
continua indica que el fago se encuentra en medio dcido y la linea discontinua indica que se analizo después
de haber sido neutralizado.
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Figura 18: Gel de agarosa, carril 1: referencia, carril 2: fago tratado a pH 2.5, carril 3: fago tratado a pH
3.0, carril 4: fago neutralizado después de haber estado en pH 2.5, carril 5: fago neutralizado
después de haber estado en pH 3.0, carril 6: control 1 (muestra sometida a sonicacion) y carril 7:
control 2 (muestra desnaturalizada con SDS).

3.2.2 Estudio de desnaturalizacién térmica del fago M13 en medio acuoso

3.2.2.1 Espectroscopia de dicroismo circular

En la Figura 19 (a) se muestran los barridos térmicos de muestras de fago en amortiguadores
acuosos con pH 5.0, 7.0y 10.0, registradas a una velocidad de calentamiento de 1.0 °C/min. Como
puede verse, no se aprecia mas que un cambio gradual en la sefial de DC (a 222 nm) al aumentar
la temperatura hasta 85 °C. Los espectros registrados a la temperatura inicial, después de calentar
y después de enfriar la muestra a 25 °C son todos muy parecidos, lo que indica que la estructura
secundaria de la proteina P8 no se ve grandemente afectada en el intervalo de temperatura
estudiado, ver Figura 19 (b). Sin embargo, a pH 7.0, y sobre todo a pH 10.0, se aprecia que al
enfriar las muestras del fago no se recupera completamente la sefial de elipticidad en 222 nm. Se
puede observar que, a juzgar por los espectros de DC, no hay cambios significativos en la
composicion de la estructura secundaria lo que concuerda con el perfil de desnaturalizacion
térmica del fago donde no se detectd ninguna transicion conformacional.
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Figura 19: (a) Desnaturalizacion térmica y (b) espectros de DC del fago M13 (0.01 mg/ml) a diferentes pH,
de fago a pH 5.0 ( ), pH 7.0 (azul) y pH 10.0 (verde). En los espectros de DC la linea continua indica
el espectro inicial a 25 °C, discontinua es el espectro a 85 °C y punteada después de enfriar la muestra.

3.2.3 Estudio de desnaturalizacién térmica en medios etanol-agua

3.2.3.1 Espectroscopia de dicroismo circular

Como en los barridos térmicos del fago en soluciones amortiguadoras de diferente pH no se
observaron indicios de cambios conformacionales importantes, se pensé entonces en modificar
el medio para disminuir la estabilidad de la particula basandonos en un estudio reportado por
Olofsson et al?®.

En la Figura 20 (a) se puede observar el perfil de desnaturalizacion térmica del fago M13, a una
velocidad de barrido de 1 °C/min, en una solucién etanol-agua al 30 % (V/V) amortiguada con
fosfatos a pH 7.0. Se usé la ecuacién 4 para calcular la fraccion desnaturalizada del fago en funcion
de la temperatura.

El perfil de desnaturalizaciéon tiene forma de una funcidn sigmoide, lo que sugiere que el proceso
de desnaturalizacion aparentemente ocurre en una sola etapa; la temperatura media se obtuvo
derivando los datos para poder observar el punto de inflexién de la curva tipo sigmoide.

En la Figura 20 (b) se muestran los espectros de dicroismo circular al inicio, a 80 °C y después de
enfriar, de acuerdo a estos resultados, la proteina del fago parece perder la estructura secundaria
tipo alfa-hélice al desnaturalizarse, formandose en su lugar una estructura tipo beta-laminar;
después de enfriar la muestra estd ya no recupera su estructura secundaria inicial.
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Figura 20: (a) Barrido térmico del fago M13 0.01 mg/mL en medio etanol-agua 30 % V/V amortiguada con
fosfatos 15 mM, pH 7.0. (b) Espectros de dicroismo del fago M13 0.01 mg/mL en etanol-agua 30 %
amortiguado con fosfatos 15 mM, pH 7.0, donde la linea continua es el espectro obtenido a 25 °C (—), la
linea punteada corresponde al espectro obtenido a 80 °C (---) y la linea punteada representa el espectro

obtenido a 25 °C (--*).
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Considerando la posibilidad de que exista cierto grado de reversibilidad en la desnaturalizacion,
se realizaron barridos térmicos parciales, esto es, se registré el cambio de estructura secundaria
(B222) en el proceso de calentamiento y enfriamiento. Se calentd hasta 67.6 y 71.4 °C a 1 °C/min
e inmediatamente se programoé el enfriamiento a 1°C/min. En la Figura 21 se puede observar que
el proceso es irreversible debido a que en ninguna de las dos condiciones la curva de enfriamiento

indica recuperacion de estructura secundaria inicial.
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Figura 21: Barrido de calentamiento del fago M13 0.01 mg/mL en etanol-agua 30 % amortiguado con
fosfatos 15 mM, pH 7.0, donde (00) representa la curva de calentamiento hasta 71.4 °C y (O) la de
enfriamiento, ( V') representa el calentamiento hasta 67. 6 °C (Tm) y (0) representa el enfriamiento.
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Se hicieron barridos de calentamiento a diferentes velocidades (0.5, 1, 2 y 4 °C/min) en un medio
etanol-agua 30 %, amortiguado con fosfatos 15 mM, pH 7.0, ver Figura 22. Se puede observar en
gue la temperatura media tiene una alta dependencia con la velocidad de barrido, lo cual nos
sugiere que el proceso de desnaturalizacion esta controlado cinéticamente®.
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Figura 22: Barrido de calentamiento del fago M13 0.01 mg/mL en etanol-agua 30 % amortiguado con
fosfatos 15 mM, pH 7.0. Linea sélida (—), 0.5 °C/min; linea discontinua (---), 1 °C/min; linea punteada (--*),
2 °C/min; linea discontinua con punto ( ), 4 °C/min.

Se hizo el barrido de calentamiento con diferentes % (V/V) etanol-agua amortiguado a pH 7.0 con
fosfatos 15 mM, para ver el efecto en la transicion de desnaturalizacion. Se hizo el estudio a 50,
25,22y 20 % (V/V). En la Figura 23, se puede observar que a 20 y 22 % (V/V) etanol-agua la
transicion ocurre en dos etapas y a 25, 30 y 50 % ocurre en una sola etapa, mientras que la
temperatura media disminuye al aumentar el % (V/V) etanol-agua. Lo anterior indica que al
aumentar el % (V/V), se desestabiliza el fago y cambia el mecanismo de la desnaturalizacidn. Sin
embargo, debido a limitaciones técnicas del espectropolarimetro no fue posible registrar la parte
final de las transiciones observadas en las menores concentraciones de etanol. Con el fin de tener
una descripcidn completa del proceso de desnaturalizacidn, se procedid entonces a usar la técnica
de calorimetria diferencial de barrido.
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Figura 23: Barridos térmicos del fago M13 0.01 mg/mL en amortiguador de fosfatos 15 mM, pH 7.00, con
diferentes contenidos de etanol: 20 % V/V etanol (0), 22 % V/V etanol (0), 25 % V/V etanol (A), 30 % V/V
etanol (V) y 50 % V/V (0).

3.2.3.2 Calorimetria diferencial de barrido

En la Figura 24 se muestran los termogramas de DSC (i.e., C,, que es la capacidad calorifica por
unidad de masa, vs temperatura) del fago M13 en diferentes mezclas de etanol-agua. Se puede
observar que sin etanol el proceso de desnaturalizacién ocurre en al menos dos etapas, ya que se
observan dos picos, siendo el primero el que estd mas definido. Al aumentar el % de etanol (V/V),
los picos se van fusionando, lo que nos indica que a esas condiciones el proceso ocurre
probablemente en una sola etapa (es decir, se vuelve mas cooperativo); estos resultados
concuerdan, en lo general, con los obtenidos mediante DC. La Tabla 7 contiene un resumen de
los valores de temperatura media (Tm), que es la temperatura a la cual la fraccion desnaturalizada
(determinada de acuerdo con la ecuacion 5) tiene un valor igual a 0.5, determinados de las
transiciones seguidas por DC. En dicha Tabla se presentan también los valores de Tmax, los cuales
corresponden a los maximos de €, en los termogramas de DSC.
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Figura 24: Termogramas de DSC del fago M13 a diferentes % (V/V) etanol-agua, amortiguado a pH 7.0 con
fosfatos 15 mM: 0 % V/V etanol (verde), 10 % V/V etanol (rosa), 20 % V/V etanol (morado) y 30 % V/V
etanol ( ).

Tabla 7: Temperatura media obtenida por espectroscopia de dicroismo circular y por calorimetria
diferencial de barrido del fago M13 en diferentes % (V/V) etanol-agua, amortiguado a pH 7.0 con fosfatos
15 mm.

DC DSC
% (V/V) etanol-agua  Tm (°C)  Tmaxz (°C)  Tmaxz (°C)
0 -- 95.06 101.88
10 -- 89.06 93.09
20 -- 82.22 87.78
25 72.6 -- --
30 67.6 71.92 --

El andlisis de los termogramas se hizo considerando un proceso cinético secuencial de dos etapas
irreversibles, de primer orden cada una como se muestra en el esquema 3.

NE1%)p esq. 3

Donde N representa el fago en estado nativo, I es un estado intermedio y D representa el fago
desnaturalizado térmicamente. Las “constantes de velocidad” para la primer (N — I) y segunda
reaccion (I —» D) se denotan como kY k,, respectivamente. Para este modelo, los cambios en
las fracciones de cada estado del fago (fy, f; ¥ fp) cambian con la temperatura de acuerdo con

las ecuaciones siguientes®>°°:
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dfy/dT = —(1/v)kqfy (6)
dfi/dT = (1/v)(kify — kaf1) (7)
dfp/dT = —(1/v)k,f; (8)

En estas ecuaciones v (°C/s) es la velocidad de barrido de temperatura con la cual se obtuvo el
termograma; la dependencia de k; y k, con la temperatura estd dada por una ecuacion similar
a la ecuacion de Eyring (ecuacion 9).

k; kp\ ASF AH} (9)
n(7) =)+ 7%
La variacion con la temperatura de k; y k, depende de los valores de la entalpia de activacidn
AH;IE respectivos; la entropia de activacion AS;IE y el factor pre-exponencial In(kg/h).

Tanto AH? como AS? se consideran independientes de la temperatura, T. Si se determinan las
funciones fy, f; ¥ fp, la “entalpia cumulativa”, (AH}), y la funcién C, (que se obtiene de los

termogramas) quedan dadas como sigue®’:

C, = (df;/dT)AH, + (dfp/dT)AH, (11)

Donde AH; y AH|, son los cambios de entalpia (independientes de la temperatura) para las etapas
N - 1y N - D, respectivamente; es decir, el valor de AH, es igual al cambio de entalpia total
debido a la desnaturalizacion, y se obtiene por integracion bajo la curva de C,.

Los termogramas experimentales fueron analizados usando un método publicado recientemente
el cual permite encontrar valores de los parametros de activacion (AHL.*/R y el término
In(kg/h) + AS?/R), asi como AH; y AH[,%,.

Los resultados del analisis se presentan en la Tabla 8, y los perfiles de C,, calculados a partir de
dichos resultados se encuentran en las Figura 25.

Tabla 8: Pardmetros determinados del perfil de capacidad calorifica a partir de un modelo secuencial de
dos etapas. Donde a; = In(kg/h) + AS?/R yb; = —(AH?/R).

% Etanol a, 1073 x by AH, (/g) a, 1073 x b, AHp, ()/g)
0 217.83 (0.11) 84.01 (0.04) 3.16 69.72 (0.20) 30.47 (0.07) 7.86
10 205.70(0.40)  78.16 (0.14) 2.33 52.86(0.09)  23.63 (0.03) 8.88
20 18134 (0.52)  68.17 (0.18) 5.93 40.90 (0.09)  18.90 (0.03) 12.76
30  349.89(0.86)  123.86 (0.29) 229  138.10(0.73) 51.35(0.25) 8.95
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Figura 25: Termogramas de DSC del fago M13 en amortiguador de fosfatos 15 mM, pH 7.0, con diferentes
contenidos de etanol: 0 % V/V etanol (a), 10 % V/V etanol (b), 20 % V/V etanol (c) y 30 % V/V etanol (d). La
linea continua representa el termograma determinado experimentalmente y la linea discontinua
representa la curva construida de acuerdo con la ecuacion 11 y empleando el método reportado por
Herndndez-Arana et al..

Observando las figuras mencionadas, puede decirse que el modelo secuencial se ajusta
adecuadamente a los datos experimentales de la desnaturalizaciéon del fago en presencia de
etanol, pero no en ausencia del mismo. En este ultimo caso el proceso podria ser mas complejo
gue un mecanismo de dos etapas.
Por otra parte, los resultados de la Tabla 8 indican que el cambio total de entalpia (AHp) no se
ve afectado de manera importante por el etanol. Como la proteina P8 es, con mucho, la mas
abundante en el fago, es posible entonces calcular el cambio de entalpia molar que
corresponderia a la proteina P8 (cuya masa molecular es igual a 5,200 Da?°) y a un residuo
promedio de aminoacido de la misma (50 residuos en cada unidad de P8). El valor que se obtiene
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por mol de residuo esta entre 0.8 y 0.9 klJ/mol, el cual es tres o cuatro veces menor que el valor
determinado para proteinas globulares (2.9 — 3.2 kJ/mol residuo)®.

Lo anterior parece indicar que la P8 en el fago se desnaturaliza parcialmente, en concordancia
con la propuesta de que la desnaturalizacidon esta acompafada de un cambio de estructura alfa-
hélice a una estructura tipica de segmentos B, ver Figura 20 (b).

Otro aspecto importante de los resultados se refiere a las magnitudes de las entalpias de
activacion en relacién con la cooperatividad de la desnaturalizacion a nivel molecular. Es
razonable considerar que mientras mayor sea el nimero de interacciones (puentes de hidrégeno,
van der Waals, etc.) que se deben romper o debilitar para alcanzar el estado de transicién, mayor
serd el valor de la entalpia de activacidn. Esta expectativa se cumple, de forma aproximada, para
el desplegamiento y desnaturalizacion de proteinas globulares, segin puede observarse en la
Figura 26. De acuerdo a los datos de esta figura y a los valores de AHI’F v AHZ’F (Tabla 8), una
estimacion del niumero de residuos que constituyen una unidad cooperativa en las etapas 1y 2
(en 30 % de etanol) seria de 1073 y 404, respectivamente, lo anterior equivale a decir que cerca
de 21 unidades de la proteina P8 se desnaturalizan cooperativamente en la etapa N = I, y
aproximadamente 8 unidades en la etapa I = D. En contraste, en ausencia de etanol los
resultados indicarian unas 14 unidades de P8 como unidad cooperativa en primera etapa, y
aproximadamente 4 unidades en la segunda etapa. Los resultados anteriores permiten entonces
plantear que un estudio mas detallado de la desnaturalizacidon térmica del fago mediante DSC
conduciria a proponer un modelo del proceso en términos de estructura de la particula.
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Figura 26: Curva de entalpia de activacion (AHL-*) en funcion del numero de residuos de aminodcidos
construida con datos reportados de diferentes proteinas globulares. La recta que se ajusta a los datos es
AH* = 61.989x + 0.902 con un R? = 0.903%>7,
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3.24 Efecto de algunos iones en la estabilidad térmica del fago M13

Los resultados obtenidos en el estudio de la desnaturalizacién térmica del fago fueron
alentadores para proponer un método de estudiar la interaccidn de ciertos iones con la particula
viral. Este método consiste en determinar el efecto de los iones en la estabilidad térmica del fago,
siguiendo el proceso de desnaturalizacién por medio de DC o DSC.

En este trabajo se hizo un estudio preliminar usando la técnica de DC para monitorizar la
transicidon térmica del fago en presencia de compuestos idnicos (en un medio que contenia etanol
al 30 %). Se eligid esta técnica por ser mas sencilla de aplicar y porque se requiere menor cantidad
de muestra. En la Figura 27 puede observarse que conforme aumenta la relacion
[Ag*NO3]/[residuo medio] las transiciones del fago se desplazan a temperaturas
considerablemente menores y se vuelven menos cooperativas (a juzgar por el intervalo de
temperatura en el que ocurre la transicién). En comparacion, la presencia de Na* NO3 tiene un
efecto mucho menor tanto en la T, como en la cooperatividad de la transicion (Figura 28).
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Figura 27: Barridos térmicos a 1 °C/min del fago M13 0.01 mg/mL en medio agua-etanol al 30 % (V/V) en
presencia de iones plata con diferentes relaciones molares donde (o) representa una relacion molar R = 0
conpH 7.37,(0) R=0.5, pH 7.89, (A)R=1.0, pH 7.53 y ( V) R = 5.0, pH 6.70.
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Figura 28: Barridos térmicos a 1 °C/min del fago M13 (0.01 mg/mL) en medio agua-etanol al 30 % (V/V)
en presencia de iones sodio, donde (—) representa una relacion molar R =0 con un pH 7.37, (---) R=1.0, pH
8.46y (-) R =2.0, pH 7.54.

De reconocerse que el pH aparente de las soluciones puede tener cierta influencia en los
resultados mostrados en las figuras anteriores, ya que esta variable no fue controlada
completamente. Sin embargo, es evidente que el tipo de sustancia idnica presente tiene el efecto
mas importante en las caracteristicas observadas en las transiciones térmicas. Especificamente,
puede sefialarse que el cation Ag™ desestabiliza significativamente la particula viral, mientras que
el cation Na* tiene muy poco efecto en la estabilidad. En efecto, tanto Na* como NO3 ocupan
posiciones medias en la serie de Hofmeister, lo que significa que no afectan significativamente ni
la solubilidad ni la estabilidad de las proteinas’’2. En cambio, se sabe que el ion Ag* tiene gran
afinidad por varios tipos de cadenas laterales de aminodcidos y por acido nucleicos’3. Entonces
nuestros resultados pueden explicase proponiendo que al formarse el estado de transicién en la
reaccion de desnaturalizacion algunos residuos de aminoacidos y porciones de la hebra de ADN
son “expuestos” al solvente, lo que permitiria su interaccion con el ion Ag™. Esto ocasionaria una
estabilidad del estado de transicidn con respecto al estado nativo del fago y, por lo tanto, una
disminucion de la barrera de activacion y un aumento de la constante de velocidad.
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3.3 Sintesis y caracterizacion del FePOy

3.3.1 Caracterizacion del FePQy sintetizado

3.3.1.1 Espectroscopia infrarroja FTIR-ATR.

En todas las sintesis se obtuvo un polvo de color amarillo. En la Figura 29 se muestran los
espectros de infrarrojo del material obtenido con los diferentes péptidos (plantilla) y para efectos
de comparacion también se muestra el espectro del control (reaccién sin péptido). Se puede
observar que los espectros son muy similares, sélo distinguibles en la intensidad de las bandas.
Es importante notar que en ningln caso se observan las bandas tipicas de péptidos*’4. La banda
amplia alrededor de 3260 cm™ corresponde a la vibracién de estiramiento del enlace O-H del
agua, la banda en 1634 cm™ corresponde a la flexion del enlace O-H-0, lo que indica que el
material contiene moléculas de agua absorbidas en la superficie.

La banda estrecha alrededor de 1004 cm™ corresponde al estiramiento del enlace P-O y esta
banda sufre un ligero corrimiento (4 a 11 cm™ en funcién de las condiciones de reaccidn) en
presencia de jhol, sin embargo, todas las bandas corresponden a vibraciones de material amorfo.
Finalmente, la banda a 516 cm™ corresponde a la flexién del enlace O-P-0.
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Figura 29: Espectros de infrarrojo del FePO4 obtenido y secado a 37 °C. En la Figura (a) se muestra el
material sintetizado con la relacion molar 1/10/10 y (b) 1/100/100. Cédigo de colores: sintetizado con la
plantilla jho1l (rosa), jho2 (verde) y control (azul).

Debido a la falta de cristalinidad del material, se eligieron las muestras sintetizadas con la relacién
molar 1/100/100 y se calcinaron a diferentes temperaturas. En la Figura 30 (a) se muestran los
espectros de infrarrojo de las muestras calcinadas a 400 °C, en los cuales se observa que las
bandas alrededor de 1006 cm™ se hacen mas amplias e intensas, lo que indica un reordenamiento
debido a la pérdida de moléculas de agua fisisorbidas, lo que concuerda con el desvanecimiento
de las bandas a 3260 cm™y 1634 cm™. Este resultado confirma que el porcentaje de masa perdido
observado hasta 400 °C por TGA, corresponde a la pérdida de moléculas de agua y grupos
hidroxilo, como se discutira mas adelante.
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Al calcinar la muestra a 600 °C, Figura 30 (b), se puede observar que la banda que corresponde al
estiramiento del enlace P-O disminuye en intensidad y se desplaza a 1012 cm™, caracteristico de
la vibracion de estiramiento del grupo Fe—O-P. La disminucidn en la intensidad podria atribuirse
a la pérdida de los grupos sulfato remanentes del precursor. Se observa claramente la aparicion
de una banda a 605 cm™, que corresponde a la flexién del enlace O-P-07>7°,

El espectro de infrarrojo de la Figura 30 (c) corresponde a las muestras calcinadas a 830 °C, en
general se observa que las bandas se definen mejor y son mas agudas, esto ocurre debido a la
transicion de FePO4 amorfo a su forma cristalina. Las bandas a 589, 630y 933 cm™ corresponden
a la flexion del grupo O-P-0, el estiramiento del enlace Fe-0O y la flexion del grupo Fe—-O—P
respectivamente, las cuales son caracteristicas del FePOy cristalino””/78.
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Figura 30: Espectros de IR del FePQ, sintetizado con la relacion molar 1/100/100. Plantilla jhol (rosa), jho2

(verde), control (azul). En (a) se muestra el material calcinado a 400 °C durante 3 horas, (b) calcinado a 600
°C durante 4 horas y (c) calcinado a 830 °C.

Se hizo un estudio preliminar de los precursores antes y después de ser calcinados a 700 °C. En la
Figura 31 se muestran los espectros de IR, en |la primera se muestra el espectro del Fe»(S04)3 antes
de calcinar se puede observar la banda a 1016 cm™ caracteristica del grupo sulfato y las bandas a
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3102 y 1650 cm™ correspondientes a las moléculas de agua fisisorbidas. Después de calcinar,
estas bandas desaparecen debido a la perdida de moléculas de agua y a la descomposicién del
compuesto para formar la especie Fe203 debido a que en el espectro aparecen dos bandas a 520

y 439 cm? caracteristicas del estiramiento del enlace Fe—0. Esto indica que el grupo sulfato no es
estable a 700 °C”°.

En la Figura 31 (b) se muestra el espectro de IR del NaH;PO4, antes de calcinar se observan las
diferentes bandas en el intervalo de 500 a 1300 cm™ que corresponden a los diferentes tipos de
enlace P—0. Después de calcinar la muestra a 700 °C se puede observar que algunas bandas sufren
corrimiento lo que nos indica la formacidn de nuevos enlaces correspondientes a la formacién del

meta fosfato de sodio, ver esquema 5. Este indica que los grupos fosfato son estables al menos
hasta 700 °C?0.
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Figura 31: Espectros de IR del Fe;(SO4); antes (naranja) y después de calcinar (azul) a 700 °Cy (b) Espectros
de IR del NaH,PO, antes (naranja) y después de calcinar (azul) a 700 °C.

3.3.1.2 Analisis termogravimétrico y analisis térmico diferencial (TG/DTA)

En la Figura 32 se observan las curvas de porcentaje de masa perdida y las curvas de flujo de calor
de los solidos obtenidos con las diferentes relaciones molares y plantillas. Las curvas presentan
un comportamiento similar en presencia o ausencia de péptidos. De acuerdo a lo reportado por
Saccia et al.®! el porcentaje de masa perdida entre 25-130 °C y el pico endotérmico a 71 °C se
debe a la desorcidn de dos moléculas de agua enlazada fisicamente, ver esquema 4 y Tabla 9. El
porcentaje de masa perdida entre 130-400 °C corresponde a la pérdida de grupos hidroxilos
presentes en la superficie del material®2.

4
FePO,-2H,0 - FePO, corresponderia al 23.89 % de pérdida de masa
4
FePO, - H,0 — FePO, corresponderia al 11.95 % de pérdida de masa esq. 4
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Figura 32: Curvas de TG (linea continua) y DTA (linea discontinua) del FePO, sintetizado con la plantilla
jhol (rosa), jho2 (verde) y el control (azul). En (a) se muestran los termogramas de FePO, sintetizado con
la relacién molar 1/10/10 y (b) con la relacion molar 1/100/100.

Tabla 9: Porcentaje de pérdida de masa medido en tres diferentes intervalos de temperatura para cada

una de las muestras sintetizadas.

Relacidon molar 1/10/10 1/100/100
Temperatura (°C)  25-130 130-400 500-700 25-130 130-400 500-700
control 19.57 10.79 2.99 21.81 10.17 3.25
jho1l 22.48 10.42 3.02 22.26 10.60 4.20
jho2 19.05 10.33 2.79 22.22 10.79 4.19

A altas temperaturas entre 500 — 700 °C se observa una pérdida de masa, ver Tabla 9, asociada a
la descomposicion del sulfato remanente del precursor de hierro empleado en la sintesis. Este
resultado concuerda con el estudio preliminar de los precursores que se muestra en la Figura 33
(a). El termograma del Fez(SO4)3 muestra una pérdida de masa del 43 % en peso que inicia
alrededor de 500 °C hasta 650 °C, que esta asociado a la pérdida de los grupos sulfato y la
formacién de Fe,0s3 de acuerdo con los espectros de infrarrojo’®. En contraste el perfil térmico
observado para el NaH,PO4 muestra que en ese intervalo de temperatura ya no hay pérdida de
masa, ver Figura 33 (b)®. Para ambos precursores a temperaturas menores se observa que la
cantidad de masa pérdida estd asociada a la liberacién de moléculas de agua, de acuerdo con el

esquema 5.
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Figura 33: Andlisis termogravimétrico (TG/DTA) de los precursores (a) Fe;(SO4)s y (b) NaH2PO..
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Esquema de descomposicion térmica: (a) Fe,(S0,); y (b)NaH,PO, esq. 5

Finalmente, el analisis térmico diferencial de todas las muestras (con y sin péptido) mostré un
pico exotérmico alrededor de 590 °C, ver Tabla 10, debido a que no se observé un cambio de
masa este pico indicaria la transicion de amorfo a cristalino en concordancia con los resultados
de infrarrojo®

Tabla 10: Temperatura donde aparece el pico exotérmico observado en las curvas de DTA.

Temperatura °C
Relacién molar 1/10/10 1/100/100

control 591 588
jhol 592 587
jho2 593 587

En base a estos resultados se decidio calcinar el material obtenido a 200, 400 y 600 °C para
poder caracterizar los cambios estructurales del material.
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3.3.1.3 Difraccién de rayos X de polvos

Las muestras resultantes de las reacciones con relacion molar 1/100/100 fueron analizadas por
DRX. Las muestras tratadas a 400 °C no mostraron ninguna reflexion. Las reflexiones aparecieron
en las muestras calcinadas a 600 °C. En la Figura 34 se observan senales a 20.3,22.5y 35.3 en 26
que corresponden a los planos (101), (111) y (122) de la estructura cristalina tipo monoclinica de
FePO4 (PDF Card No 00-056-0140). Este resultado confirma que el pico exotérmico observado en
las curvas de DTA, se debe a una transicion de fase. Este comportamiento es similar con ambos
péptidos.
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Figura 34: Difractogramas del FePO, sintetizado con la relacion molar 1/100/100 y calcinado a 600 °C
durante 4 horas. La sintesis se realizo con el péptido jhol (rosa), péptido jho2 (verde) y control (azul).

3.3.1.4 Microscopia electronica de barrido (SEM), muestras tratadas a 37 °C

La morfologia y el tamafio de particula se determinaron mediante SEM. En la Figura 35 se muestra
que el material obtenido con la relacién molar 1/10/10 produce NPs esféricas. Sin embargo, en
presencia del péptido jho2, la distribucion del tamafio de particula es ligeramente mads estrecha
respecto a las otras muestras (se ajusta mejor a una distribucién gaussiana), con un tamafio de
particula promedio de (30.04 + 4.56 nm) y una dispersion del 15.17 % (ver Figura 35, B3), esto nos
indica que la presencia del péptido podria mejorar la homogeneidad de la distribucidon de tamafio
de particula en comparacion con la plantilla jhol (18.56 %) y el control (19.03 %).

En la Figura 36 se puede observar que las NPs obtenidas con la relacién molar 1/100/100 tienen
una morfologia esférica y estan ligeramente aglomeradas. La sintesis hecha con la plantilla jhol
muestra la distribucion de tamafio de particula mas estrecha con un tamafio de particula
promedio de (22.43+3.57) nm y una dispersion del 15.90 %, respecto a la sintesis con la plantilla
jho2(21.06) y el control (18.83 %), ver Figura 36, B2. Estos resultados coinciden con los reportados
previamente por Boonchom et al., pero a diferencia de ellos las particulas aqui obtenidas
presentan un intervalo mas estrecho de tamafio de particula®.
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En base a estos resultados podemos observar que la plantilla modifica el tamafio de particula
dependiendo de la relacion molar empleada en la sintesis y mejora la homogeneidad de la

muestra.

— 100nm JEOL

11/01/2017

x110.000, 15.0 kV, 100 nm, WD 5.0 mm.

T

£ £ Bleis
100nm JEOL 05/01/2017

x130.000. 15.0 kV. 100 nm. WD 5.8 mm.

X 100.000

x100.000. 15.0 kV. 100 nm. WD 5.8 mm.

15.0kV SET SEM

(1)

Frecuencia de clase (absoluta)

14
o

control

22 %

N
o
~
Intervalos (nm)

L =(29.63+5.64) nmy 0/L=19.03%

jhol

29% 29%

~
EY (5
- wi

b 0

Intervalos (nm)

L =(31.5245.85) nmy g /L =18.56%

jho2
299 30%

3

w
~
a
o~

Intervalos (nm)

L =(30.04+4.56) nmy ¢ /L =15.17%

Figura 35: Las Figuras tipo A corresponden a las micrografias de SEM y las figuras tipo B corresponden a la
distribucion de tamafio de particula de las muestras obtenidas con la relacion molar 1/10/10 sin calcinar,
donde L representa longitud de la particula. El numero de la figura indican con que plantilla se sintetizaron
(1) corresponde al control, (2) con la plantilla jhol y (3) jho2.

46



B1
(A1) (B1) control
35
S 30 32% 32%
2
825
220
§ 15
o
2 10
E
g5
“ 0 C——
R g 4 3
o 5 0§ 5§ 3
100nm JEOL  05/01/2017 Intervalos (nm)
x100.000. 15.0 kV. 100 nm. WD 5.8 mm. = =
L =(29.16%5.49) nmy o/L =18.83%
(B2) jhol
26 -

24 34%

a
%

- ~
I R 9
ol < ~
~ ~ o~

5%
100nm JEOL 11/01/2017

Intervalos (nm)
x200.000. 15.0 kV. 100 nm. WD 5.0 mm.

L =(22.43+3.57) nmy o/L =15.90%

(B3) .
e jho2

16 27%

(A3)

29%

-
>
1

12 4

Frecuencia de clase (absoluta)

10 4

8

6 -

4

2

0

g & » a4 8 8 R A
_ ¢ & 4 8 4 ¢ § ¢
11/01/2017 Intervalos (nm)

x230,000, 15.0 kV, 100 nm, WD 5.0 mm.

L =(36.04+7.59) nmy o/L =21.06%

Figura 36: Las Figuras tipo A corresponden a las micrografias de SEM y las figuras tipo B corresponden a la
distribucion de tamafio de particula de las muestras obtenidas con la relacion molar 1/100/100 sin calcinar,
donde L representa la longitud de la particula. El numero de la figura indican con que plantilla se
sintetizaron (1) corresponde al control, (2) a la plantilla jhol y (3) jho2.
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3.3.1.5 Espectroscopia de dispersion de energia de rayos X (EDS), muestras
calcinadas a 600 °C

En la Figura 37 se muestran los espectros de EDS donde podemos observar la composicién
quimica local del material sintetizado. Los resultados cuantitativos se presentan en la Tabla 11.
Los espectros nos indican que nuestro material principalmente contiene hierro (Fe), fosforo (P) y
oxigeno (0). De esta forma podemos confirmar la presencia de los elementos que componen el
FeP0,48.

0.5 15 25 35 45 55 65 75 0.5 1.5 25 35 45 55 6.5 75
keV keV

05 15 25 35 45 55 65 75
keV

Figura 37: Espectros de EDS de las muestras calcinadas a 600 °C durante 4 horas, sintetizadas con la
relacién molar 1/100/100, (a) control, (b) jhol y (c) jho2.

Tabla 11: Datos obtenidos del espectro de EDS de la Figura 37, (a) porcentaje en masa y (b) porcentaje
atomico de los elementos presentes en la muestra. Los datos mostrados corresponden al valor promedio
de dos mediciones.

(a)

% masa
Fe P (0]

control 27.16+2.73 16.64+1.12 56.22+3.83

jhol 27.49+9.03 18.10+1.03 54.43+10.06
jho2 19.85+0.11 16.97+0.01 63.19+0.08
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(b) % atomico
Fe P (0]

control 10.74+1.44 11.86+1.20 77.41+2.64

jhol 11.22+4.70 13.14+2.01 75.65+6.71
jho2 7.320+0.042 11.29+0.00 81.390+0.042

3.3.1.6 Microscopia electronica de transmision (TEM)

En la Figura 38 se pueden observar las imagenes de TEM de alta resolucidon de las muestras
sintetizadas con la relacion molar 1/100/100 y calcinadas a 600 °C. Las muestras no son
totalmente cristalinas, se pueden observar zonas amorfas, lo cual concuerda con los resultados
de difraccidén de rayos-X. En la Tabla 12 se muestras las distancias interplanares con su respectivo
error relativo porcentual medidas con el programa Imagel y la asignacion de los indices de Miller
correspondientes a la estructura cristalina tipo monoclinica. Estas distancias encontradas son el
resultado de haber medido entre 4-5 imagenes por cada muestra.

La muestra sintetizada con el péptido jho2 muestra distancias interplanares mas grandes a
comparacion de la muestra control y con el péptido jhol. De acuerdo con el difractograma de
rayos-X del péptido jho2 es el mas definido, por lo que este péptido podria estar modificando la
cristalinidad de los cristales de FePOas.

Figura 38: Imdgenes de TEM de alta resolucion de las muestras calcinadas a 600 °C y sintetizadas con la
relacién molar 1/100/100, (a) se muestra el control, (b) empleando la plantilla jhol y (c) jho2. Por cada
muestra se muestran dos imdgenes.
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Tabla 12: Distancias interplanares medidas y sus correspondientes indices de Miller.

Muestra Imagen Distancia Distancia Error relativo % indices de

Interplanar interplanar Miller
medida (A) reportada (A)

control al 3.398 £ 0.029 3.38916 0.261 021
a2 3.461 £ 0.019 3.53206 -2.012 012
jhol bl 3.334 £ 0.022 3.38916 -1.628 021
b2 3.571+£0.022 3.53206 1.121 012
jho2 cl 4.619 £ 0.015 4.73253 -2.392 -101
c2 4.240 £ 0.036 4.31318 -1.697 101

3.3.1.7 Microscopia electrénica de barrido (SEM) y microscopia electrénica de

transmision con filtrado energético (EFTEM)

En este trabajo se hizo un estudio preliminar de EFTEM de la muestra sintetizada con la relacion
molar 1/100/100 y con el péptido jho2. En la Figura 39 (a) se muestra una micrografia de SEM de
la muestra calcinada a 400 °C; durante el andlisis se observé una estructura tipo pelicula que se
encuentra encima de las particulas de FePOs lo que podria ser el péptido. En base a estos
resultados se decidid hacer un mapeo elemental de la muestra calcinada a 200 °C para
asegurarnos que el péptido (C, N, P) estuviera presente en la superficie de las NPs. En la Figura 39
(b) se puede observar el mapa elemental obtenido por EFTEM de un pequefio cimulo de
particulas de FePOs donde podemos observar que el nitrégeno (color rojo) proveniente del
péptido (Tabla 13) no se encuentra distribuido homogéneamente, pero de cierta forma interactua
con las nanoparticulas de FePOsresultado que concuerda con la micrografia de SEM.

x30,000, 15.0 kV, 100 nm, WD 5.8 mm.

(b)

Figura 39: Muestra sintetizada con la relacion molar 1/100/100 y el péptido jho2. (a) micrografia de SEM
de la muestra calcinada a 400 °C y (b) mapa elemental de la muestra calcinada a 200°C donde el color rojo
representa nitrégeno y el color verde representa hierro.
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Tabla 13: Composicion elemental del péptido jho2:

Elemento No de atomos
Carbono 36
Hidrogeno 56
Nitrégeno 12
Oxigeno 9

3.4 Modelo teérico

3.4.1 Modelo del bulto de LiFePOq4

En la Tabla 14 se muestran los pseudopotenciales elegidos para cada elemento presente en el
LiFePO4 con su respectivo corte en la energia, el cual presenta una energia relativa menor a 0.5
kcal/mol. Se puede observar que cada pseudopotencial tiene un corte en la energia diferente por
lo que se eligid trabajar con 750 eV para describir el sistema.

En la Tabla 15 se muestran los parametros geométricos de las moléculas modelo calculados con
los pseudopotenciales elegidos. Se puede observar que los errores relativos son menores al 3 %.
En el caso del atomo de Fe el pseudopotencial se evalud con el LiFePOa, en la seccidn siguiente se
muestran los parametros de red obtenidos.

Tabla 14: Pseudopotenciales elegidos para cada elemento.

Atomo Pseudopotencial Corte en la energia (eV)
Litio Li_sv 700
Hierro Fe sv 750
Fosforo P 400
Oxigeno 0] 400

Tabla 15: Pardmetros geométricos de los modelos calculados con los pseudopotenciales elegidos.

Parametro
Modelo Experimental (A)  Calculado (A)  Error relativo %
P> P=P 1.8938%° 1.901 0.40
(0] 0=0 1.2078%° 1.234 2.23
Li,O (fluorita)  a=b=c 4.6068%° 4.617 0.24

o=PB=y 90°

En la Figura 40 se muestra el modelo del bulto optimizado con los pardmetros mencionados
anteriormente. Después, se calibré el tamafio de la malla de punto k (resultados mostrados en la
Tabla 16), en base a estos resultados se eligié una malla 1x2x3 de puntos k.

En la Tabla 17 se muestran las energias relativas obtenidas para cada uno de los posibles estados
de espin, donde se puede observar que la configuraciéon de menor energia es Fei(T), Fea(!), Fes({)
y Fes (1) la cual concuerda con el resultado experimental reportado por Rousse et al.®2.
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'Figura 40: Modelo del bulto de LiFePO, orientado en el plano 010 (a) y 001 (b). Con el siguiente cddigo de
colores: litio (morado), hierro (azul), fésforo ( ) y oxigeno (rojo).

Tabla 16: Energia relativa en LiFePO4 obtenida de todas las posibles combinaciones de tamafio de malla
de puntos k.

Puntos k E,elativa (kcal/mol)
1,1,3 -11.71
3,2,2 1.91
2,2,2 1.90
3,3,2 1.54
3,3,3 0.73
3,2,3 0.66
2,3,3 0.65
1,2,3 0.08
1,3,3 0.00

Tabla 17: Energia relativa en LiFePO, de los diferentes estados de espin.

Momento magnético Erelativa Magnetizacion
Fei Fe; Fes Feq (kcal/mol) total (us)
TTll 72.09 0.0
LITT 72.09 0.0
Ll 70.90 0.0
ITLT 0.71 0.5
TitTl 0.70 -0.5
TiLT 0.00 0.0

Se puede observar en la Figura 41 como disminuye el error relativo porcentual de los pardmetros
de red para el LiFePO4 respecto a los valores experimentales al adicionar las diferentes
aproximaciones. Al adicionar la correccion DFT+U se puede observar que la celda se expande y el
error relativo de los parametros de red es menor al 1 %. Por otro lado, al adicionar las
interacciones tipo Van der Waals hay un reacomodo y mejora los parametros de red con un error
relativo menor al 0.7 %.

Otro parametro geométrico analizado fue las distancias de enlace Fe-O presentes en la
coordinacion del atomo de hierro, ver Figura 42 y Tabla 18. Se puede observar que el error relativo
es menor al 1 %. También es importante hacer notar que el hierro y el litio se encuentran hexa
coordinados, y el fosforo tetra coordinado, para posteriormente poder comparar los cambios de
estructuras respecto al modelo de superficie. Los resultados obtenidos concuerdan con los
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resultados experimentales reportados, por lo que podemos decir que nuestro método esta
validado.
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Figura 41: Error relativo porcentual de los parametros de red a( ), b(morado) y c(rosa) obtenido con
las diferentes aproximaciones.

Figura 42: Andlisis geométrico de los dtomos de hierro del modelo del bulto. Cddigo de colores: litio
(morado), hierro (azul), fésforo ( ) y oxigeno (rojo).

Tabla 18: Comparacion de las distancias Fe—O en el LiFePO, respecto a los valores experimentales
reportados. Cristal obtenido después de adicional las aproximaciones DFT+U y TS.

Atomo Distancia Distancia Error relativo %
experimental ()  calculada (A)
Fe-0 (1) 2.115 (4) 2.12 0.24
Fe-0 (2) 2.199 (4) 2.18 -0.86
Fe-0 (3) 2.061 (2) 2.06 -0.05
Fe-0 (3') 2.07 0.44
Fe-0 (4) 2.253 (3) 2.24 -0.58
Fe-0 (4") 2.24 -0.58
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3.4.2 Modelo de superficie (100) de LiFePO4

Debido que no convergié el estudio de vacid, se hizo un estudio de convergencia con otra
configuracion de espin, ferromagnética imponiendo momentos magnéticos de 5 psy 4 Us.

La configuracién de espin que convergid fue la ferromagnética con una magnitud de 4 pg. Con
esta configuracién de espin se hizo el estudio de convergencia con los diferentes tamafios de
vacio, ver Figura 43, se puede observar que la energia relativa con un vacié de 10 A es menor a
0.2 kcal/mol y al aumentar el tamafio del vacio la energia relativa disminuye. Considerando que
0.5 kcal/mol es un valor que cae dentro del error numérico, podemos considerar que un vacio de
10 A es suficiente para evitar que las ldminas vecinas tengan algun tipo de interaccion.

Al hacer el analisis de la superficie respecto al bulto, nos percatamos que la coordinacién de los
atomos de las dos [dminas cambid. En la Figura 44, se muestra el modelo del bulto y la superficie
(100), en la superficie se puede observar que el hierro se coordina con cuatro y cinco atomo de
oxigeno a diferencia del bulto que esta coordinado con seis atomos. Sin embargo, los dtomos de
litio interlaminares preservan su coordinacion al igual que el fosfato.

Es importante destacar que, para generar un buen modelo de superficie, este debe contener una
parte representativa del bulto, es decir, que conserve la misma coordinacion y distancias de
enlace de los atomos en el bulto, y una parte representativa de la superficie (el reordenamiento
de los atomos debido al corte).

Por lo tanto, en base al analisis de geometria el modelo de superficie generado no cumple con las
caracteristicas mencionadas, indicando que generar la superficie con dos ldaminas no fue
suficientes para conservar parte del bulto y de la superficie.

Para evitar adicionar otra lamina, ya que implicaria mas recursos computacionales, decidimos
hacer una optimizacion restringida, es decir, se mantuvo fija la lamina inferior (bulto) y la [dmina
superior se dejo libre (superficie). De esta forma nuestro modelo cumpliria las caracteristicas de
una superficie.

0.00 | | | | O—]
-0.02 1 .
-0.04 1 o} .
-0.06 4

-0.08 .

Energia relativa (kcal/mol)

-0.10 .
O ]
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0 12 14 16 18 20
vacio (angstrom)

Figura 43: Estudio de convergencia del vacio necesario para generar la superficie.
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Figura 44: Andlisis geométrico para comparar. Se muestra una celda 1x1x2 para esquematizar la
coordinacion del bulto (a) y de la superficie (100) (b). La letra “A” indica una coordinacidn con 5 oxigenos y
“B” una coordinacion con 4 oxigenos.

Con este nuevo modelo de superficie, se consider6 que era importante estudiar otras
configuraciones de espin, ver Tabla 19, para corroborar que la configuracién de espin elegida
fuera la de menor energia.

Se puede observar que al usar un estado de espin ferromagnético con un momento magnético
de 5 pg la magnetizacién global resulto ser de 16 g lo que podria indicar que el sistema prefiere
un momento magnético de 4 us. En contraste las otras configuraciones si conservaron la
magnetizacion global acorde al momento magnético.

Descartando la configuracion ferromagnética (5 us), el error relativo entre los otros estados de
espin es menor 1.2 kcal/mol; sin embargo, la configuracidon antiferromagnética (5 ps) es la de
menor energia. Por lo que se eligid esta ultima configuracidn para generar la celda 1x2x2.

Tabla 19: Estudio de las diferentes configuraciones de espin, siendo el Fe; y Fe; los que se encuentran en la
Idmina inferior y el Fes y F4 en la Idmina superior.

Momento magnético Magnitud del momento Erelativa Magnetizacién
FeiFe; Fes Feq magnético (us) (kcal/mol) total
FeiFe, Fes Fes
TTTT 5555 21.24 16
™7 4444 1.13 16
TLTT 5-544 0.62 8
TLIT 5-5-55 0.00 0

Como resultado preliminar, en la Figura 45 se muestra la superficie (100) con una celda 1x2x2
generada a partir de la superficie con una celda 1x1x1 y el modelo de la valina (aislada)
optimizados con un grado de libertad.
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Figura 45: (a) Modelo de superficie con un tamario de celda 1x2x2, cédigo de colores: litio (morado), hierro
(azul), fosforo ( ) y oxigeno (rojo). (b) valina, cédigo de colores: nitrégeno (azul), carbono (gris),
oxigeno (rojo) e hidrégeno (blanco).
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4

Conclusiones y perspectivas

4.1 Conclusiones

Estabilidad del fago M13

v

De acuerdo con los estudios espectroscépicos el fago M13 no mostré cambios
conformacionales importantes al estar expuesto a pH 2.5 y 3.0, durante un tiempo de
incubacién de 120 min. En contraste, el fago sometido a sonicacion (control 1) y expuesto a
pH por largo tiempos (1260 min) observd un ligero corrimiento hacia el rojo como
consecuencia de la exposicion del W26 al solvente.

El proceso de sonicacion produce cambios conformacionales en la P8 como se observo en los
experimentos de DC (disminucion del contenido de estructura secundaria alfa-hélice). Sin
embargo, este proceso no es suficiente para desensamblar por completo al fago ya que sus
propiedades electroforéticas resultaron diferentes respecto de una muestra desnaturalizada
(SDS) y una nativa.

El fago en solucién a pH 5.0 y 10.0 mostrd ser termoestable, no observandose transicidn
alguna con los barridos térmicos de DC.

Sin embargo, cuando el fago se disolvié en una mezcla etanol-agua (30% V/V) se observé el
perfil de desnaturalizacidn caracteristico de un proceso irreversible de una sola etapa. Este
perfil depende de la velocidad de calentamiento lo que nos indica que el proceso esta
controlado cinéticamente.

El mecanismo de desnaturalizacidon es funcién de la composicién etanol-agua. A menor
cantidad de etanol en el perfil de desnaturalizacion se observan dos puntos de inflexion, lo
gue podria estar relacionado a un mecanismo de varias etapas.

Los parametros termodindmicos calculados mediante DSC sugirieron, que en la mezcla
etanol—agua al 30 %, en la etapa uno se desnaturalizaron cooperativamente 21 proteinasy en
la etapa dos 8 subunidades de la P8. En contraste, el fago en agua perdié 14 y 4 unidades de
P8 en la etapa uno y dos, respectivamente.

La presencia del cation Na* tiene poco efecto en la estabilidad térmica del fago, mientras que
en igual concentracion el cation Ag* provoca una desestabilizacion notable de la particula
viral.

Sintesis y caracterizacién del FePOq

v

v

Los péptidos no produjeron material cristalino a temperatura ambiente; sin embargo, al ser
calcinados producen estructuras cristalinas.

De acuerdo con los espectros de IR y TGA no hay evidencia de la presencia de los péptidos en
el material final. Sin embargo, los resultados de SEM y TEM muestran la existencia de material
organico en la superficie de las NPs indicando su posible capacidad de biomineralizacién del
FePOas.

Modelo teérico

v

Se obtuvieron de forma exitosa los pardmetros necesarios para generar el modelo del bulto
del LiFePOa. Los resultandos dieron pardmetros de red y distancias Fe—O con errores relativos
menores al 1 %.
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Si bien el primer modelo de superficie generado no cumplié con las caracteristicas de un
modelo adecuado, este problema se resolvié optimizando el movimiento de los atomos mas
superficiales, mientras que en los atomos mas internos se restringié su movimiento.

El estado de espin de menor energia resulté ser el mismo para el modelo del bulto y el modelo
de superficie.

4.2 Perspectivas

Estabilidad del fago M13

v

Emplear otras técnicas como espectroscopia de fluorescencia y DLS ademas de DC en el
estudio de estabilidad térmica incrementando la cantidad de etanol, para proponer un
modelo mds completo de la desnaturalizacion del fago.

Estudiar la influencia de la estabilidad del fago en medios basicos.

Estudiar otras variables asociadas a la estabilidad del fago. Por ejemplo, estudiar la influencia
de la adicion de cationes divalentes vs monovalentes, con la intencidon de proponer una
metodologia mas apropiada para el proceso de biomineralizacion.

Sintesis y caracterizacion del FePOq
v Debido a que no se obtuvieron materiales cristalinos, se propone emplear otras relaciones

molares. Ademas, se propone emplear otros precursores con mayor estabilidad quimica (pH)
y solubilidad.

Estudiar las propiedades electroquimicas del material, para comparar el efecto de estos
péptidos con los ya reportados previamente.

Estudiar con mas detalle el ordenamiento que adquiere el péptido durante la mineralizacidn
mediante DC.

Modelo teérico

v

Adsorber la valina en dos sitios diferentes de la superficie, una cerca del litio y otra cerca del
oxigeno y calcular la energia de adsorciéon para las dos posiciones.
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6 Apéndice I: Figuras adicionales

Figura Al: Esquema de uno de los posibles estados de espin antiferromagnético (Fei(T), Fes(1), Fes(l) y Fes
(1)) del modelo del bulto de LiFePO, orientado en el plano (001). Cédigo de colores: litio (morado), hierro
(azul), fésforo ( ) vy oxigeno (rojo).

Figura A2: (a) modelo del bulto (1x1x1), de color verde se muestra el corte que se hizo para general la
superficie y (b) modelo de superficie (100). Cédigo de colores: litio (morado), hierro (azul), fésforo ( )
y oxigeno (rojo).
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7 Anexo II: Trabajo presentado en congreso nacional e

internacional.

Congreso nacional

» 6-11 noviembre 2016: XXXI Congreso Nacional de Bioquimica llevado a cabo en la Ciudad
de Aguascalientes. En la modalidad de poster denominado “Structural Characterization of
bacteriophage M13 in acid pH values”.

» 17-19 noviembre 2016: XV Reunién Mexicana de Fisicoquimica Tedrica llevado a cabo en
Yucatan, Mérida. En la modalidad de poster denominado “Estudio tedrico de la superficie
de LiFePO,".

Congreso internacional

» 6-10 marzo 2017: 5th International Conference on Multifunctional, Hybrid and
Nanomaterials llevado a cabo en Lisboa, Portugal. En la modalidad de poster denominado
“Biomineralization of FePOa using a peptide like template”.
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Multifunctional, Hybrid and Nanomaterials
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