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Resumen

En la siguiente tesis de Licenciatura se utiliz6 la ruta de coprecipitacion para sintetizar
nanoparticulas (NPs) de maghemita (y-Fe2Os) y se funcionalizaron con el polimero poli (4
sodio- estireno sulfonato) para mejorar su estabilidad fisicoquimica. Entre los principales
usos que se les confiere a los nanomateriales magnéticos se encuentra el de la remediacion
de cuerpos de agua. Para poder garantizar las propiedades fisicas y quimicas que poseen este
tipo de nanomateriales se debe caracterizar la muestra sintetizada por diversas técnicas
analiticas. Para la caracterizacion del nanohibrido (RV1) se utiliz6 la Difraccion de Rayos X,
Microscopia Electronica de Transmision, Espectroscopia Raman, Espectroscopia de
Radiacién Infrarroja, Espectroscopia de Radiacion UV-Visible, Magnetometria de Muestra
Vibrante y 3’Fe Espectrometria Mossbauer. Cada una de las técnicas experimentales indican
propiedades fisicoquimicas que van construyendo un historial importante sobre el potencial
uso y la aplicacion sobre cuerpos de agua contaminados, por ejemplo, con metales pesados,
como el arsénico o el plomo. Sin embargo, es prioridad determinar las concentraciones (mg
L1 que no generen un impacto téxico en la biota acudtica. Por lo cual, para este trabajo se
realizaron las pruebas preliminares de ecotoxicidad que garanticen el bajo riesgo de este
material. Para ello se utilizé el microcrusticeo Daphnia magna, el cual es un biomarcador
con alta sensibilidad. Asi, el objetivo principal fue determinar la concentracion letal media
(LCs0) y comparar con otros sistemas similares, para su posterior aplicacion en la

nanorremediacion de cuerpos de agua.

Palabras clave: Maghemita, PSS, caracterizacion fisica, D. magna, LC'so.
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Abstract

In the following thesis, maghemite (y-Fe>Os) nanoparticles (NPs) were synthesized
through the coprecipitation technique and functionalized with the polymer poly(4 sodium-
styrene sulfonate) to increase their physicochemical stability. The cleanup of water bodies is
one of the primary applications of magnetic NPs. The synthesized sample, using various
analytical procedures, was characterized in order to ensure the physical and chemical
characteristics of this sort of nanomaterial. X-ray Diffraction, Transmission Electron
Microscopy, Raman Spectroscopy, Infrared Radiation Spectroscopy, UV-Visible Radiation
Spectroscopy, Vibrating Sample Magnetometry, and ’Fe Mossbauer Spectrometry were
employed to characterize the nanohybrid (RV1). Each of the experimental procedures
revealed physicochemical qualities that allow prospective usage and application on water
bodies polluted with heavy metals such as arsenic or lead. However, determining the
concentrations (mg L™!) that do not have a harmful effect on aquatic biota is a top goal. As a
result, preliminary ecotoxicity studies were performed for this work to ensure that this
substance poses no harm. The microcrustacean Daphnia magna, a highly sensitive
biomarker, was employed for this purpose. Thus, the primary goal was to estimate the mean
lethal concentration (LCso) and compare it to other similar systems for eventual use in water

body nanoremediation.

Keywords: Maghemite, PSS, physical characterization, D. magna, LC'so.
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Capitulo 1

Introduccion

El agua es el recurso natural mds importante para la proliferacion y desarrollo de la
vida en nuestro planeta. De hecho, las primeras civilizaciones comenzaron actividades
primarias como la agricultura y la ganaderia con el aprovechamiento del agua para regar sus
cultivos, dar de beber a sus animales y para el consumo de los mismos pobladores (Yevjevich,
1992; Vuorinen et al., 2007; Govan, 2020). En otras palabras, el desarrollo de las ciudades
ha dependido del control de este recurso hidrico y del aprovechamiento y desarrollo
tecnologico en torno a ella. En la era moderna esto consiste en su preservacion, obtencion de
energia limpia aprovechando la potencia de corrientes de agua, control de peligros
relacionados a ella como, por ejemplo, materiales que la contaminen y la proteccién de los
ambientes acudticos donde se desarrolla la flora y fauna (Yevjevich, 1992). El problema
aparece cuando el agua proveniente de las fuentes naturales resulta contaminada, ya sea por
causas naturales, como la eutrofizacién, o antropogénicas, como los desechos industriales,
mineros y agricolas vertidos indiscriminadamente a las vertientes de agua y que se
intensificaron con la industrializacion (Govan, 2020; Kili¢ 2021; Guadarrama-Tejas, 2016;

Scharzenbach, 2010).

La contaminacién del agua consiste en los cambios quimicos, fisicos o bioldgicos que
producen un dafio considerable a los seres vivos que consumen agua para subsistir. Los
elementos contaminantes pueden clasificarse en tres categorias. Materiales inorgénicos como
algunos metales pesados. Entre los que se encuentran el aluminio (Al), berilio (Be), cobre

(Cu), hierro (Fe), manganeso (Mn), cadmio (Cd), mercurio (Hg), plomo (Pb) (Pabén et al.,



2020) y el arsénico (As) (Scharzenbach et al., 2010). Téxicos orgdnicos, como algunos
pesticidas, tintes y materiales farmacéuticos también contaminan el agua. Y, por ultimo,
microorganismos como bacterias o virus (Govan et al., 2020; Guadarrama-Tejas et al., 2016).
Incluso a bajas concentraciones de estos contaminantes pueden afectar negativamente el
crecimiento de plantas y algunos animales acudticos, causando enfermedades virales o
bacterianas en humanos y hasta tener efectos carcinogénicos y causar la muerte (Hidder y
Erzinger, 2017; Reyes et al., 2016). Debido a diferencias en el mecanismo de interaccién de
estos contaminantes en los seres vivos es por lo que se debe mantener un nivel minimo de
concentracién donde estos elementos no causen efectos letales o nocivos. En el Peru, el
establecimiento de los limites permisibles de contaminantes en el aire, suelo y agua sucede
con la aplicacién de una normativa medioambiental denominada Estandar de Calidad

Ambiental (ECA), segtin el DS N° 004-2017-MINAM promulgado por el estado peruano.

Con el fin de mantener estos niveles dentro del Limite Mdximo Permitido (LMP), y
centrdndonos en la contaminacién debido a los metales pesados, es que se han desarrollado
y vienen mejorando, durante los dltimos afios, técnicas de remocidn eficiente de metales
pesados. Esto incluye técnicas como la precipitacion quimica, intercambio de ion, adsorcion,
filtracién por membrana y tecnologias electroquimicas (Hua et al., 2012). Para esto, la
nanociencia y nanotecnologia contribuyen con un gran potencial de generar nanomateriales
(NM) que cumplan con este objetivo de separar estos contaminantes del agua (Govan et al.,
2020). Para conseguirlo, la técnica de adsorcion resulta ser una de las mds eficientes en un
medio acuoso, ademads de ser de facil manejo (Hussain et al., 2021; Song et al., 2011). Entre
los NMs con mayor impacto, en cuanto a remocion de metales pesados, son los que se basan

en 6xidos de hierro. Las fases del 6xido de hierro son: la magnetita (Fe304), maghemita (y-



Fe;03) y hematita (a-Fe20s). Estas pueden alcanzar tamafios muy pequeios, consiguiendo
en conjunto, una mayor area superficial y sus propiedades magnéticas permiten una sencilla
separacion de los adsorbente permitiendo la posible reutilizacion. La presencia de grupos
hidroxilos en esta superficie permite la funcionalizacion con diversos materiales, permitiendo
la estabilizacion del “ferrofluido” coloidal sintetizado y mejorar la remocién en muchos casos

(Dave et al., 2014).

Todo esto es a lo que se denomina nanorremediacion. El proceso de sintesis, disefio,
caracterizacion, aplicacién y manipulacién de materiales a nanoescala (Gupta, 2021). En la
industria textil, electrénica, construccion, alimentos y farmacéutica también se utilizan
nanoparticulas (NP). Sin un adecuado control y uso pueden representar un factor de
contaminacion adicional afectando el ecosistema y la salud humana (Schwarzenbach et al.
2010; Govan et al., 2020, Zarria-Romero et al., 2015; Renzi et al., 2019). Naturalmente, los
objetivos de este proyecto a largo plazo contemplan la potencial remocion de contaminantes
y su potencial reutilizaciéon de los adsorbentes. Entonces, ;Como saber si los NMs
sintetizados en este proyecto pueden constituir un peligro para la biota acudtica antes de
ser aplicados como nanorremediadores? Esta es la segunda parte de este trabajo que consiste
en el empleo de bioindicadores como principal medio de identificacion en los cambios que
puedan producir los NMs en medio acuoso. El bioindicador empleado en este estudio es la
Daphnia magna (D. magna), especie conocida también por su nombre comtn “pulga de
agua”. Este crustidceo cladécero es de amplio uso en ensayos ecotoxicoldgicos acudticos
debido a la alta sensibilidad que presentan frente a los cambios fisico o quimicos que, los
contaminantes que pueden ser origen natural o antropogénico, disueltos en el agua, podrian

constituir una amenaza para su normal desarrollo. Por esta razén son de amplio uso alrededor



del mundo, debido a que constituyen parte del plancton lo que los ubica en la base de la
cadena trofica. Otra de las razones de esta importante eleccion es su corto ciclo de vida, es
decir, podemos observar in vivo efectos inmediatos del cumplimiento de este ciclo y con esto
observar las dificultades que enfrenta cuando su entorno es modificado (Nufiez y Hurtado,
2005). Al final los efectos que podamos observar sobre la interaccion de nuestro nanosistema
sobre esta especie constituirdn un paso importante para pensar en la potencial aplicacion
sobre cuerpos de agua con metales pesados disueltos. Asi que, podemos determinar la
ecotoxicidad de estas sustancias mediante la determinacion de la concentracion letal media

(LCs0) en ecosistemas acudticos (Renzi et al., 2019).

La presente tesis estd dividida en cuatro capitulos: durante el capitulo 1 se realiza una
revision de los antecedentes que nutren este trabajo. Se presenta la problemadtica y ademas se
exponen los objetivos y sefiala la importancia que este trabajo representaria para las técnicas
que tienen como objetivo final la remediacién de cuerpos de agua contaminados. En el
capitulo 2 se exponen los conceptos y principios fisicos principales que sustentan la base
cientifica de este trabajo la identificacién estructural del nanosistema, los procedimientos
empleados para la caracterizacion del mismo, la justificacion de conseguir la
funcionalizacién mediante una técnica de sintesis adecuada y los individuos que serdn objeto
de estudio al exponerlos a dosis controladas de nuestro nanomaterial son algunos de los
conceptos tratados durante este capitulo. Las técnicas experimentales, como el proceso de
sintesis, los instrumentos que son utilizados en la caracterizaciéon del nanomaterial son
tratados en el capitulo 3, alli se da cuenta de los detalles experimentales de los equipos
empleados en la caracterizacion estructural, vibracional y magnética de RV1. En ese capitulo

se permite realizar una introduccion del objetivo principal de cada una de las pruebas



experimentales. Los resultados y las discusiones principales de estos son presentados en el
Capitulo 4. Para dar sentido a los resultados obtenidos se buscard contrastar con el basto
material bibliogrifico de autores con experiencia en la produccidon de materiales
funcionalizados, en la caracterizacion estructural vibracional y magnética de nanomateriales
basados en 6xido de hierro. Ademas, este capitulo muestra el LCso sobre el microcrustaceo
D. magna, para finalmente exponer las conclusiones de las diferentes pruebas fisicas de

caracterizacion y ensayo ecotoxicolégico que se han obtenido.

Los anexos de esta tesis estdn compuestos por los certificados de los diversos talleres
y conferencia a las que asisti durante el desarrollo de esta tesis y que fueron necesarios para

enriquecer las discusiones de las diferentes técnicas fisicas utilizadas.



Capitulo 2

Conceptos Fundamentales

v-Fe203 y sus caracteristicas estructurales

Los NMs son referidos a toda estructura o sistema que logra mantener dimensiones
de tamafio menores a los 100 nm (1 nm = 10 m), de hecho, la palabra “nano”, que los define,
proviene del vocablo griego que significa “enano”. Trabajar a esta escala significa que
también involucra conceptos como: nanosuperficies, nanocapas, nanohilos, entre muchos
otros. (Bayda er al. 2020). El particular interés por este tipo de materiales radica
principalmente en las propiedades de estado s6lido que desarrollan a esta escala, como, por
ejemplo: punto de fusion y temperatura bajos, propiedades dpticas y mecdnicas diferenciadas

de materiales macroscOpicos o masicos (del término en inglés bulk), estabilidad en medios

Magnetita Fe;O4 Maghemita Fe; 7040 (y-Fe;03)
Sistema Cﬁblco_ Sin Fep ordenado de vacancias  Sin Fep ordenado de vacancias
Grupo espacial Fd3m Sistema cubico cristalino Sistema tetragonal cristalino
Grupo espacial Fd3m Grupo espacial P4,2,2

‘ Fe, ‘

Vacancia

A Fe,

(Fe3*). (Fe** Fe?"),0, (Fe®* ), (Fe*53 7 413)a04 J

Grupo de espinela inversa

Fig. 2.1 Representacion de la estructura de la y-Fe;Os y la férmula estequiométrica que le
da origen a partir de la magnetita. Adaptado por el autor al espaiol de Wu, et al., 2015)



acuosos, biocompatibilidad en muchos casos y propiedades superparamagnéticas (Ramos,

2018, Malhotra et al.2020, Wu et al., 2015).

Los sistemas basados en nanoparticulas magnéticas (NPM) como, por ejemplo, los que se
basan en 6xidos de hierro han logrado un interés particular, sobre todo por la amplia variedad
de aplicaciones y usos en diversas dreas. La mayoria de esas estructuras son cristalinas, por
lo que las posiciones atémicas conformaran lo que se denomina una red cristalina. Y a la vez
estas conformaran celdas unitarias donde se alojardn los dtomos del sistema, como minima
representacion estructural de un sistema cristalino. Asi, considerando diferentes simetrias
para el sistema se construyen las estructuras cristalinas. La y-Fe>O3 es el segundo polimorfo
mads estable del 6xido de hierro, su féormula quimica es y-Fe>O3z y es denominada de esta
manera por poseer la misma estructura espacial de la Fe3O4 y la misma composicion de la a-
Fe>O3, entonces, al unir estos nombres resulta el de y-Fe>O3 (Shokrollahi, 2017). Al respecto,
la Fig. 2.1 compara la estructura de y-Fe>O3 y Fe3O4, donde las posiciones ocupadas por estos
iones logran disefiar estructuras tetraedrales y octaedrales. Cuando la Fe3O4 se oxida los
cationes de Fe** son removidos de los sitios de coordinaciéon octaédrica, dando paso a sitios
vacantes (vacancias). Esta cantidad de vacancias produce la siguiente formula para la y-Fe>O3

(Kinebuchi y Kyono 2021; Wu et al., 2015; Li et al., 2019, Belin et al., 2002).

(Fe**)a(Fes/301/3) 04 (2.1)

también escrita como:

(Fe3*)al(Fe3fs0g/3)Feds 1503, (2.2)



donde ( ) y [ ] designan respectivamente las coordenadas de los sitios tetraedrales y
octaedrales y O las vacancias catidénicas que compensan el balance de carga. Lo que quiere
decir que, los cationes de Fe** por celda unitaria est4n distribuidos entre 8 sitios tetraedrales
y 16 sitios octaedrales, mientras que las vacancias solo se ocupan sitios octaedrales.
Entonces, cuando estas vacancias se distribuyen aleatoriamente, determinan el grupo espacial
Fd3m, al que pertenece también Fe3Ou4 (Li et al., 2019). Si estdn parcialmente ordenados
(también llamada y-Fe>O3 parcialmente ordenada) le corresponde el grupo espacial de la red
cubica primitiva P4,32 o P4332. Y finalmente cuando estdn completamente ordenados
conduce a la formacién de la red tetragonal primitiva del grupo espacial P4,2,2 o P432,2.

(Ibuki y Kyono, 2021; Grau-Crespo et al., 2010).

Estabilizacion de y-Fe2O3

Teniendo en cuenta que las NPMs tienen aplicaciones biomédicas, en la elaboracién
de dispositivos electrénicos donde un ferrofluido puede ser usado para elaborar altavoces de
audio, en resonancia magnética o como adsorbentes en el tratamiento de agua en remocion
de contaminantes, es necesaria la preservacion de sus propiedades por un largo tiempo
(Carlos et al., 2013). Las NPMs basadas en 6xidos de hierro suelen presentar inestabilidad
debido al proceso de sintesis, donde, la gran relacién entre drea superficial y volumen
promueve la aglomeracién de las moléculas en su etapa de ferrofluido, permitiendo asi la

reduccién de la energia superficial (Alvear et al., 2017).

Entonces, al emplear estabilizadores podemos incrementar su vida ttil, evitando la
aglomeracion de los compuestos y mantener sus propiedades magnéticas, tamafio, superficie

especifica y forma en funcién del tiempo. Esto es importante debido a que al mantener estas
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propiedades se puede pensar en el mejoramiento de la técnica que, por ejemplo,
potencialmente remueva metales pesados de efluentes acudticos y sean reutilizables (Wu et

al., 2015; Alvear et al., 2017; Zanella 2012).

Las NPs magnéticas se aglomeran fuertemente debido a una fuerte atraccion
magnética dipolo-dipolo (de naturaleza intra y interparticula). Entonces, para evitar la
atraccion (van der Waals y dipolo-dipolo) entre estas se puede recurrir al método de
estabilizacion coloidal (interaccion electrostética y estérica) (Fig. 2.2). Este es el proceso
mediante el cual un componente surfactante, o también llamado tensioactivo, constituido por

un polimero no iénico queda funcionalizado a la NPM, es decir, la cubre.

ATRACCION DIPOLO-DIPOLO

REPULSION ESTERICA

Fig. 2.2 Esquema de la atraccion dipolar frente a la repulsion estérica en las NPM del
ferrofluido.

Con esto logran una fuerte repulsion entre sus moléculas consiguiendo evitar de esta
manera la aglomeracion de estas (Tadros, 2013). Esta estabilidad también depende de la
contribucién térmica por lo que debe existir un balance entre la energia térmica y magnética,
siendo que la interaccion entre estas deba ser mayor que la interaccion del dipolo unitaria

(Genc y Derin, 2014). Ante esto las fuerzas que actian sobre las NP tienen la forma siguiente:

Emag = noMoVH (2.3)
toM§
Egip = <%) 14 (2.4)
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Foaw = — |2 2 (2 2.5)
vaw = Tz a4l T U+2)7 T \U +2)2 @

donde, Eqg es la energia de campo magnético, py = 4m X 1077H/m es la
permeabilidad en el vacio, My es la magnetizacion inicial de la interaccién dipolar, V el
volumen, H el campo magnético, k la constante de Boltzmann (1.38 x 10"2*NmK 1), Eg,
es la energia de contacto dipolo-dipolo, E, 4, representa la interaccion de van der Waals, A
es la constante de Hamker (A = 10~1°Nm) para una interaccién entre dos cuerpos por van
der Waals, I es la separacion entre las particulas y D es el didmetro de la particula. Entonces,

para conseguir la estabilidad se deben cumplir los siguientes criterios:

1/3
kT >1;D < ( OkT ) (2.6)
UoMVH TuoM
ApV gL
H’Z M‘il «1 @2.7)
1
3
12sz > 1:D < ( 72kT ) (2.8)
noMgV TuoM?

Estos criterios indican que para D < 7.8 nm existe aglomeraciéon entre las NPM.
Entonces a medida que el polimero es adsorbido el tamafio de la NP es disminuido

consiguiendo la estabilidad, reduciendo las interacciones fisicoquimicas presentes.

Difraccion de Rayos X (DRX)

El término difraccion, como lo menciona Zolotoyabko (2014), nos sirve para explicar

cualquier fendmeno relacionado con la desviacion en la trayectoria de la luz por Optica
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geométrica. En el caso de los rayos X, descubiertos por Wilhem Roegten en 1895, se estudia
la difraccion de estos rayos debido a la radiacion electromagnética incidente producido por
el calentamiento de un filamento de tungsteno dentro de un tubo sellado y al vacio. Este es
usado como catodo y es calentado con un potencial de entre 50 kV y 300 kV. Parte de la
energia perdida por los electrones al impactar con el 4dnodo metalico se convierte en un rayo
X. La otra parte de la energia producida es disipada en forma de calor en el &nodo enfriado
por agua (Fig. 3.4). El fendmeno de los rayos X es estudiado en el rango de energias entre
200 eV a 1 MeV, ubicandolo entre los rayos y y ultravioleta (UV) del espectro

electromagnético. (Suryanarayana y Norton, 1998; Zolotoyabko, 2014).

Contacto de
dtovoltde - Vacio
“ Vidrio
Ceramico
Acero
Tungsteno (W) ~ Enfagpe
Anodo Cu — Anillos de
Ventana (Be) ~  sellado
Salida de agua . - Agua
Filtro de agua — - 'Pla:a> e
identidad

Fig. 2.3 Esquema de los componentes de un tubo sellado y al vacio (izquierda), fotografia
del tubo (derecha). Imagen adaptada de Dinnebier et al. (2018) (Powder diffraction: Theory
and practice).

La Difraccion de Rayos X (DRX) emplea este tipo de radiacion para identificar las
fases cristalinas de la estructura sélida de una muestra, la cual puede ser monocristalina o

policristalina (muestra en polvo). El fundamento de esta técnica debe cumplir con las
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condiciones de la ley de Bragg, que relaciona la longitud de onda de estos rayos X producidos

y la distancia entre planos atomicos con el dngulo de incidencia del haz del rayo difractado.

Analisis de muestras cristalinas por método de Rietveld

La técnica de DRX ha demostrado ser eficiente para obtener la informacion
estructural de materiales cristalinos. Este andlisis consiste en la determinacién de los
parametros estructurales, posiciones atomicas, cristalinidad, tensiones de la red, etc., a partir
del perfil de difraccion obtenido del difractémetro. Histéricamente, durante la primera mitad
del siglo XX, el andlisis de los materiales mediante esta técnica comenzoé con el estudio de
los monocristales, sin embargo, no todos los materiales lograban alcanzar la dimensién y
calidad requeridas para el estudio, por lo que, se comenzé con el andlisis de muestras en

polvo, es decir, policristalinas (Will, 2006).

De acuerdo con el Dr. Hugo Rietveld, el andlisis de las muestras policristalinas lleva
a la pérdida de informacién debido a la orientacidn aleatoria de los cristalitos: “esto es el
resultado de la superposicion de los picos de difraccion independientes del difractograma”
(1969). La superposicion producida por los picos fue superada con el método desarrollado
por Rietveld, quien a partir de 1967 ide6 una forma de refinar la estructura junto a los
parametros que describen las posiciones de los picos junto a los perfiles de difraccion. El
método computacional fue reportado por primera vez en el Séptimo Congreso de la UICr (del
inglés Union International of Crystallography) de Moscu en 1966, y produjo un articulo en
1969 (Will, 2006; Hewat et al., 2017). Es Importante de mencionar que, el nombre de la
técnica le fue otorgado con justicia debido a que permitié que el programa sea de dominio

publico (Young, 1993).
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Con este método se realiza el ajuste por minimos cuadrados hasta conseguir un buen
ajuste entre el difractograma experimental y el calculado, basado en el refinamiento
simultdneo del modelo de estructura cristalina, los efectos opticos de difraccion, la resolucion
instrumental, entre otros. Los pardmetros escogidos se van ajustando en un proceso iterativo
hasta conseguir la convergencia entre los valores tedricos y experimentales. La funcion de

minimizacion esta dada por:

Sy = z w; (Vi = Yea)? (2.9)

Vecal - Intensidad calculada
y; : intensidad observada

El célculo de las intensidades calculadas y.,; se realizan a partir del facto de
estructura, |Fg|?, calculados del modelo estructural, las reflexiones vecinas de Bragg y el

fondo del difractograma. De esta manera la intensidad calculada contiene.

Vear =5 ). LilFil*b(26; — 26,0BeA + yiy 2.10)
K

aqui, s es el factor de escala que depende de la cantidad de la muestra irradiada, K
identifica a los indices de Miller, (h,k,1). Lg contiene al factor de Lorentz, polarizacién y los
factores de multiplicidad (myy;), ¢ (26; — 20k) es una funcidn para el perfil de la reflexion,
de entre las que se encuentra funciones gaussianas, lorentzianas o una combinacién entre

ambas (pseudo Voigt), Pk, es la funcién de la orientacién preferencial, A, es un factor de
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absorcién, Fg, como ya se menciond es el factor de estructura definido para la K-ésima
reflexion de Bragg y finalmente y,; es el fondo de la intensidad en el i-ésimo lugar (Young,

1993).

Algunas de las funciones que modelos los picos del perfil de difraccién se describen

a continuacion:

a) Gauss (G)

Co Co(26; — 264)?
T — 2.11
/2 P ( iz @10

b) Lorentz (L)

L 2
(28, — 26,7 )l (2.12)

“/li+c
Hym / ! HZ
c) Pseudo Voigt (pV)
nL+ (1 —1)G (2.13)

donde, el pardmetro 1 puede ser refinado como una funcién lineal, aqui las variables

refinable son NA y NB:
n=NA+ NB = (20)
d) Modificacién de la funcién pseudo Voigt, Thompson-Cox-Hastings (TCHZ)

TCHZ =nL+ (1 —1)G (2.14)
donde:
n = 1.336603q — 0.47719g% + 0.11163

I

9=7

['= (I§ + ATG*T, + BI@T# + CTETP + DI I + I72)%2% = Hy
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A =2.69269,B = 2.42843,C = 4.47163,D = 0.07842

' = (Utan?0 + Vtan® + W + Z/ cos? 9)1/2 (2.15)

[}, = Xtan® + Y/cos6 (2.16)

aqui los pardmetros refinables estan representados por los coeficientes de Cagliotti

U, V, Wy Z, ademds también puede ser refinado el pardmetro de forma X, Y. Donde es
evidente que los pardmetros U y X se relacionan con la microdeformacién, mientras que Z e

Y estan relacionados al tamafio del dominio (Dinnebier ef al., 2018).

Es importante mencionar que los criterios para poder llevar un ajuste adecuado de las
muestras consisten en la eleccion adecuada de la funcién del modelo de ajuste, ademads de la
funcién que reducird el fondo del difractograma. Esta puede estar constituida por una funcién
polinémica de 6 coeficientes o la funcién de Chebyshev de 24 coeficientes, sin embargo, el
usuario también podria decidir una interpolacién lineal eligiendo manualmente los puntos
del fondo que se reducirdn en el difractograma. Ademds, una forma de verificar la calidad
del ajuste, se recurren a la revisién de los factores R (Young, 1993). Estas estdn expresadas

por:

El factor Ry, del perfil residual que responde a pequefios cambios realizados al fondo

del perfil de difraccion:

_ ) Vi = Yeall

R. =
P XVi

(2.17)

El factor R,,,, del perfil ponderado, este nimero indica que los datos de la difraccion

son correctos (Toby, 2006):
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] o 2 1/2
pr _ Zwé(ai(yi}’)czal) l (2.18)

El factor esperado del perfil Ry, s el cociente de los grados de libertad del sistema,
donde N es la cantidad de observaciones mientras que P, la suma de las desviaciones estandar

de las intensidades (Will, 2006).

1/2

(N-P)

2.19
exp Z (yl ( )

El pardmetro que verifica la bondad del ajuste (del inglés GOF: goodness of fit). Este

valor tiende a 1 cuando el ajuste es bueno (Pecharsky and Zavalij, 2008).

2= R (EWi0i = Yea)? (2.20)

Rexp N—-P
Es preciso indicar que no siempre un y2 = 1 indica que los pardmetros ajustados son

los correctos. Siempre serd obligatorio y necesario revisar antes de finalizar el refinamiento.
Espectroscopia Raman

Esta técnica proporciona informacion detallada acerca de la estructura quimica,
permite diferenciar fases polimorficas, cristalinidad y analizar las interacciones moleculares
de una muestra. La ventaja de utilizar esta técnica radica en el hecho de no necesitar una
preparacion previa, trabajar con muestras en estado soélido o liquido, muestras puras o
sintéticas y no destruir o alterar la muestra cuando se emplean potencias minimas en la
muestra. Trabajar con esta técnica consiste en estudiar las vibraciones moleculares
producidas tras hacer incidir un haz de luz monocromatico sobre una muestra. El principio

basico de este fendmeno es reconocido como el de la dispersion ineldsticas de la luz y fue
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observado por Chandrasekhara Venkata Raman y su estudiante Krishnan (1928) y publicado
por primera vez en la revista Nature ese mismo afio. Este logro es solo la culminacién de un
arduo trabajo de investigacion que durd casi una década. En realidad, los aportes constantes
a la teorfa cuantica realizados por Smekal, Kramers y Heisenberg, Schrodinger y Dirac
permiten la prediccion de este efecto, el cual fue denominado posteriormente como efecto

Raman (Adar, 2001; Graves y Gardiner, 1989).

Cuando la luz de un ldser monocromaético interactia con la materia, los fotones que
la componen pueden ser absorbidos, dispersados o atravesar directamente la muestra. Esta
energia que incide sobre la muestra y es nuevamente irradiada con la misma frecuencia de la
luz incidente, es dispersion eldstica y se denomina dispersion Rayleigh. Solo una pequeiia
porcidn de esta radiacion incidente consigue distorsionar (polarizar) la molécula, hasta llevar

a sus electrones a un estado excitado denominado estado virtual.

Este estado de la molécula es inestable y decae rapidamente, luego, la luz es
dispersada desde esta con una energia diferente al incidente. Ante esto ocurre que, el foton
del haz incidente pierde energia porque es absorbida por las moléculas del material, esta
produce una ganancia en su energia vibracional, y entonces este tipo de dispersion Raman se
denominard Stokes. Por el contrario, cuando la molécula pierde energia vibracional se
denomina dispersion Raman anti-Stokes (Fig. 2.4). Precisamente de esto se encarga esta
técnica, de analizar los modos vibracionales de la muestra y a partir de esta informacién
estudiar el espectro caracteristico, es decir, la “huella dactilar” dejada por los fotones
dispersados (Smith y Dent, 2019). Esta es una técnica que puede complementar informacion
con la espectroscopia infrarroja (IR), que también es del tipo de espectroscopia Optica y

estudia lo modos vibracionales en la molécula al igual que la técnica de Raman. Debido a
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que a las bandas activas de algunos de los componentes de la molécula tiene modos activos
de vibracion en Raman y en IR no, puede observarse la expresion de los picos caracteristicos

de una determinada muestra (Larkin, 2011).

Sobre la técnica, Socrates (2001) expone que entre las dificultades para aplicacion de
esta técnica se encontraba el costo excesivo que podian tener los espectrometros Raman,
menciona también que, las mejoras que habia logrado hasta ese momento el andlisis por
espectroscopia IR la convertian en una técnica de mejor utilidad que la espectroscopia

Raman. También menciona los problemas que la fluorescencia de la muestra podia generarse

___________________________ N Y T
Estado virtual
I N F Y I R T T
hv,
—>
h(vo —vs) h(vg + vs)
hVO hVO hVO
—> — —>
! ! Estado
Y ¥ Vibracional
Stokes Rayleigh anti-Stokes

Fig. 2.4 Diagrama de la dispersion Rayleigh y Raman de tipo Stokes y Anti-
Stokes.
en la identificacion de las bandas vibracionales y complicar la lectura de estas, por lo que se

optaba por la técnica IR. Al respecto, Mosca (2021) y Purcell (1990), refieren que la
interferencia por fluorescencia puede ser minimizada empleando excitacion roja o infrarroja

cercana de 785 nm como fuente de luz para incidir sobre la muestra.

20



Espectrometria Mossbauer

Esta técnica experimental emplea la emision y absorcion resonante por los nicleos
de rayos y sin pérdida de energia por el retroceso. El objetivo de emplear estd técnica
experimental se basa en el hecho de poder determinar el comportamiento magnético del
hierro, a través de la informacion obtenida se conoce el estado electrénico de la muestra, la
densidad de carga, el gradiente de campo eléctrico. Ademads, de establecer pardmetros propios
de la técnica como el corrimiento isomérico, el campo magnético hiperfino, el
desdoblamiento cuadrupolar que permiten determinar el ordenamiento magnético de los
dominios de iones de Fe, la densidad electronica, el ancho del espectro y la intensidad relativa
con asimetrias. Cuando se trata de NPM basadas en 6xido de hierro, se buscara estudiar el
isétopo *’Fe. Esta técnica fue desarrollada principalmente por el fisico aleman Rudolf
Mossbauer en el afio 1958, quién descubre el efecto de la absorcion resonante en el is6topo
para un estado excitado del '*’Ir con una energia de E,=129 keV y la baja energia de retroceso
de E.=0.046 eV. Esta energia puede ser calculada con la siguiente expresion

2
EY

_ v 2.21)
2mc?

r
donde m representa la masa nuclear y c es la de la velocidad de la luz.
Como la energia de emision sufre una perdida debido al retroceso y en el absorbente
esta energia depende directamente del estado eléctrico, magnético y quimico de los 4tomos

que componen el material, se corrige estd perdida incluyendo el movimiento de la fuente

radiactiva para producir efecto Doppler.
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Metales pesados en cuerpos de agua

El deterioro en la calidad del agua ocurre debido a la presencia de agentes externos.
Esto involucra a substancias toxicas o facilmente solubles, microorganismos patdgenos,
substancias que requieren de mucho oxigeno para su descomposicion, que pueden alojarse
en la superficie del agua de rios, lagos y lagunas o depositarse en el fondo de estos
interfiriendo con las condiciones naturales de estas fuentes de agua. La contaminacién de
estos cuerpos de agua puede ocurrir de forma natural; sin embargo, la presencia de estos
contaminantes altera el curso natural de la biodegradacion de algunos de estos contaminantes
orgénicos. La Tabla 1 muestra como clasificar a este tipo de contaminantes y los efectos en
el humano. Por ejemplo, con la eutrofizacién de los lagos o lagunas ocurre por el agotamiento
del oxigeno debido al crecimiento excesivo de las algas que habitan, esto porque se nutren
de los contaminantes disueltos en el medio (Verma y Dwivedi, 2013; Héader y Erzinger,
2017). Algunos de estos contaminantes son el plomo (Pb), arsénico (As), mercurio (Hg),
cromo (Cr), niquel (Ni), bario (Ba), cadmio (Cd), cobalto (Co), selenio (Se) y vanadio (Va)
ademds de algunos pesticidas, aceites o grases que incluso siguen siendo téxicos en bajas

concentraciones de partes por millén (ppm) (Verma y Dwivedi, 2013).

Tabla 1.1 Clasificacion de contaminantes sus fuentes y el efecto en los humanos. Tabla
extraida y modificada de Govan (2020).

Categoria del , Ejemplos va?l.e o Ejemplo de Algunos efectos
. Subcategoria permitidos en la salud en
contaminante selectos 1 fuentes
(mg L) humanos
Cadmio 0.005 Mineriae | Cancer, diabetes y
Metales . )
esados Plomo 0.015 industria problemas
P cobre 0.05 petrolera cardiovasculares
Inorganicos Arsenato 0.05 . Fallo renal,
Agricultura . .,
PN Cromato 0.05 . . hipertension,
Poliatémicos e industria malformacion
Nitrato 50 del acero Ssea
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Metileno 0.01 Textiles e
. azul . .
Tintes Cristal impresiones
: 20.8 industriales | Mutagenicidad,
.. violeta .
Orgénicos 53 genotoxicidad,
Herbicidas L 0.01 Agricultura cancer
diclorofenol
Farmacos ibuprofeno NA Indus}t ra
farmacéutica
. Bacterias ESChen.Chla 1000+ Materia Enfermedades
Micro- coli "
i . fecal en transmitidas por
organismos . Virus de la .
Virus polio-1 0++ suelos el agua, diarrea

D. magna como un bioindicador ambiental

El monitoreo de la calidad del agua ante una creciente poblacién es necesario debido
a que es el principal recurso que permite el desarrollo de las actividades cotidianas. Si bien
el avance de la tecnologia ha permitido que las técnicas de monitoreo y deteccion de
contaminantes han mejorado, esto no seria suficiente debido a la demora en la entrega de
resultados o los quimicos que podrian llegar a afectar a los seres humanos. Como alternativa
a la deteccion de los contaminantes presentes en el agua, se utilizan los bioensayos como
procedimiento donde se emplean animales menores para dicho fin (Hader y Erzinger, 2017).
En estos procedimientos se verifica la concentracidn o dosis que causa cambios morfoldgicos
en individuos denominados ‘“bioindicadores ambientales”. Esta clase comprende a toda
fuente bidtica o abidtica que reaccione significativamente ante los cambios ecolédgicos en su

entorno (Parmar et al., 2016).

Por definicion los bioensayos proveen informacién acerca del contaminante quimico
y la relacién con los cambios que presenta el bioindicador. Este nivel de toxicidad puede ser

caracterizado cuantitativamente mediante la determinacién del LCso. Es decir, la
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concentracion que afecta al 50% de los individuos e inhiben ciertos aspectos de su desarrollo
vital (Hidder y Erzinger, 2017) o también conocida como la tasa de mortandad. Entre la
ingente variedad de organismos que son altamente sensibles a los cambios fisicos y quimicos
en su entorno. Entre los invertebrados, se encuentran algunos insectos (larvas o gusanos) y
crustaceos (sobre todo especies marinas) que constituyen un importante grupo que define la
regulacion de algunos contaminantes ambientales de acuerdo con el dafio causado sobre
estos. En el empleo de crusticeos para la determinacion de estos pardmetros radica su

importancia en que son utiles en tierra como en agua como la D. magna.

Morfologia y ciclo reproductivo de D. magna

El entorno ecolégico en un ecosistema estd determinado principalmente por los
organismos bioldgicos. Es decir, un ecosistema queda definido por las especies que
encontremos en este entorno. Precisamente el desarrollo de las capacidades que le ayuden a
destacar y permanecer en este entorno hace que una determinada especie consiga
posicionarse en un nivel de la cadena tréfica. Para las D. magna esto ocurre en los cuerpos

de agua como pequefios lagos o lagunas donde desarrollan su ciclo de vida.

El ciclo de vida para D. magna, cuando las condiciones de temperatura y comida son
adecuadas para su normal desarrollo, normalmente se encuentra alrededor de 56 dias de vida,
con etapas muy marcadas, las cuales la llevan a estar en forma de huevo, en el saco
embrionario, las neonatas, que llegan a un tamafio de algunas micras, en la etapa juvenil,
donde su organismo se va preparando para la procreacion, y la etapa adulta, en la que se
pueden producir un maximo de 6 a 10 huevos con clones hembra, cuando se producen

cambios en el entorno de esta especie, pueden ser cambios fisicos o quimicos, se producen
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sacos con hueveos aploides, que contienen machos, esto se indica en el esquema de la Fig.
2.5. Cuando estdn en etapa adulta estas D. magna machos fecundardn a las hembras

generando variabilidad entre la poblacion (Rosenkranz, 2010).

d

Ciclo
sexual

Q

apareamiento

4 Huevo
fecundado

L5

Eclosion

Ciclo
partenogeénic

Hija »
partenogénica Formacion
de huevo
/Q, aploide
1“ ’,

Hijo
partenogénicj:o d

Fig. 2.5 Ciclo de vida de la especie de crustdceo D. magna, €l tipo de reproduccion es
asexual desde hembras adultas, debido a los cambios en su entorno pueden producir
huevos con individuos macho. Estos posteriormente fecundardn a las hembras en etapa
reproductiva (esta imagen se adapté al espafiol del trabajo de Rosenkranz, 2010).
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Capitulo 3

Técnicas experimentales

Sintesis de y-Fe:03@PSS

En el presente trabajo de tesis se empled la ruta de sintesis de coprecipitacion quimica,
donde el agente estabilizador es afiadido durante el proceso de sintesis. Con esta técnica
aseguramos la formacién de las NPM con la mezcla estequiométrica de sales de hierro Fe**

y Fe** en un medio acuoso (Carlos et al., 2013). El agente estabilizador consistié en el

Fig. 3.1 a) PSS b) cantidad medida del polimero c) agitacién de la solucién del polimero
en agua destilada. Este polimero no produjo grumos.

polimero Poli(sodio 4-estireno sulfonato) (PSS) adquirido de Sigma Aldrich. En este proceso
se empleardn una cantidad de 500 mg de este polimero. Este polvo color blanco es afiadido
a una bomba de fondo plano que contiene 250 mL de agua destilada, la cual se precalent6 a

una temperatura aproximada de 80 °C en el agitador magnético (Fig. 3.1). Se mantuvo en
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agitacion vigorosa (550 rpm) a una temperatura aproximada de 70 °C por el espacio de 30
minutos aproximadamente hasta continuar con el siguiente paso. Si la mezcla hubiera ido
formando grumos se aumentaban las revoluciones de agitaciéon a 600 rpm. En este caso no
se observaron la formacion de grumos por lo que no fue necesario el aumento de las

revoluciones.

La cantidad de las sales de hierro deben ser cuidosamente medidas para conservacion
la relacién molar de Fe?*/Fe**~0.5. El ion Fe** proviene del sulfato de hierro (II)
heptahidratado (FeSO4 * 7H,0), donde se empled una cantidad de 5.20 g. El i6n Fe* se
obtiene de la sal cloruro de hierro (IIT) (FeCl53) y se usa una cantidad de 6.01 g, estos reactivos
son adquiridos de Sigma Aldrich. En el proceso de la sintesis, se afiadi6 estas sales a la
solucion de PSS y agua destilada. Rdpidamente se observé el cambio de fase tan solo con el
cambio de color a rojizo (Fig. 3.2). En este punto es importante mantener la agitacién (550
rpm) y la temperatura aproximada de 80 °C de la solucién. El agente precipitador es

hidréxido de amonio (NH4OH) a una concentracién de 0.5 M, del cual se afiaden 25 mL

Fig. 3.2 a) Masa medida de FeSO4 ¢ H,O b) Masa medida de FeCls c) sustancia rojiza,
producto de la combinacién de las sales de hierro con el polimero disuelto.
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usando una micropipeta. En este punto es de extrema importancia mantener la mascara de
doble filtro colocada y la campana de extraccién encendida para evitar la inhalacién de los
gases emanados por la solucién. De inmediato la solucién cambid a un color negro, con esto
estamos evidenciando la formacion del 6xido de hierro (Fig. 3.3). La muestra obtenida se

etiqueté como RV1.

Fig. 3.3 a) La solucioén rojiza se torna oscura al agregar el NH4OH b) se mantiene la
agitacion y la temperatura en el agitador magnético c) tras media hora de agitacién
dejamos reposar la solucién d) realizamos la decantacién con ayuda de un imén de
neodimio y enrasamos con agua destilada, esto se debe realizar hasta verificar que el agua
retirada tenga un pH neutro e) vertemos el contenido en beakers después de limpiar al
menos cinco veces con el iman entre los beakers f) retiramos el agua sobrante y en este
paso aprovechamos para retirar 2 mL de esta muestra en tubos portamuestra para el
andlisis micro-Raman g) dejamos en calefaccion por un espacio de 2 horas a 80 °C h)
finalizado el proceso trituramos con un mortero de borosilicato y medimos la masa del
resultado sobre trozos de papel de aluminio y i) finalmente colocamos una cantidad en
tubos portamuestra para su caracterizacion posterior por DRX.
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Caracterizacion

Esta seccion comprende los aspectos tedricos de las técnicas empleadas para la
caracterizacion de la muestra sintetizada. Se empled las técnicas de difraccion de rayos X
(DRX), donde se realiz¢ el andlisis del difractograma a través del refinamiento por el método
Rietveld para conseguir la informacién microestructural de la muestra. La espectrometria
Raman es ttil en la identificacion de nanocompositos, nanocristales, polimeros, en palabras
sencillas, a través de los modos vibracionales con la dispersion ineldsticas de un haz de luz

(Vaskova, 2011).

Difraccion de Rayos X (DRX)

Los datos obtenidos fueron proporcionados por el difractémetro que se muestra en la
Fig. 3.4, de marca Empyrean (Malvern Panalytical, Malvern, UK) del Centro Brasilefio de
Investigaciones Fisicas. La operaci6n se llevé a cabo con una radiacién CuK, (A=1.5406 A),
45 kV y 40 mA. La recoleccion de los datos se realizé en el rango de 26 = 10° - 80°,
empleando un paso de 0.026° y resolucién a 2000 s por paso. La configuracion utilizada para
esta muestra en polvo fue la de Bragg-Brentano. El software empleado para la identificacién
de las fases y de los picos, es decir, la indexacion de los picos principales del perfil de
difraccién y la bisqueda de la informacioén cristalogréfica en una base de datos para llevar a
cabo el refinamiento de la muestra por método Rietveld, fue realizado con el software Match
V3 de Crystal Impact. El refinamiento de la muestra se llevo a cabo con la herramienta de
edicion de PCR, EdPCR, del software de uso libre Fullprof Suite y el grafico de la muestra
refinada se realizé con la ayuda del programa OriginPro 9. Ademas, se empled el software

libre VESTA para poder observar la estructura la red primitiva que constituye la muestra y
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la distribucion atémica. Estos programas utilizados para el andlisis fisico de RV1 se muestra

en la Fig. 3.5.

Fig. 3.4 a) Parte frontal del difractograma Empyrean del Centro Brasilefio de
Investigaciones Fisicas. b) La configuraciéon geométrica de la medicién RV1 fue la de
Bragg — Brentano.

YMATCH! % Orcin 9

Dot Analysis and Grophing Software
Phase Identification from Powder Diffraction
VESTA

c)
Visualization for Electronic and S Tructural Analysis

: R . Ver.3.5.7
p 64-bit Edition
Q . Build date: Jan 72021

Copyright (C) 2006 - 2020
by Koichi Memma and Fujio lzumi

Fig. 3.5 a) Match! Version 3 de los desarrolladores de software Crystal Impact. b) Origin
Pro 9 de la corporacién OriginLab. c) Software libre VESTA desarrollado por R. A.
Dilanian y F. Izumi durante 2001 — 2004.
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Determinacion del grupo espacial para RV1

Este proceso comienza con la identificacion de la fase cristalografica adecuada con
el software Match v3. De este software se descargé el archivo con extension *.cif (del inglés
Cristallographic Information File) que mejor coincide con el perfil de RV1. El grupo espacial
de este archivo es Fd3m, cdbico con carta cristalografica nimero #9006316 de la base de
datos COD (del inglés Crystallography Open Database) y pardmetro de celda inicial de 8.33
A. La resolucién de 2000 s por paso permitié que el difractograma se muestre con una
resolucién 6ptima, mejorando significativamente en el procedimiento del refinamiento de la
muestra por el método de Rietveld. Debido a que, la expresion cristalina del polimero es
despreciable en este difractograma, solo se empleo la informacion cristalografica de y-Fe,Os
para la identificacion de la fase cristalografica. Teniendo en cuenta que la y-Fe,Os puede
pertenecer a los grupos espaciales P4,32 y Fd3m se descart6 a la primera de estas debido a
que no existe la presencia de un pico en los dngulos iniciales del difractograma. Ademas, los

planos cristalograficos (111), (202) y (311) son representativos del grupo espacial Fd3m.

Procedimiento para el refinamiento por método Rietveld de RV1

Desde la interfaz de usuario de Fullprof Suite se elige la herramienta EdAPCR (editor
de archivo PCR), mostrados en la Fig. 3.6, del cual se genera un archivo con extension *.pcr
(archivo de control de entrada) que contiene la informacion cristalogréifica de la muestra, asi
como los pardmetros refinados, también se genera un archivo con extension *.sum y .out que
contienen el resumen del dltimo refinamiento y la informacién estadistica respectivamente.

La informacion cristalografica de los pardmetros iniciales para y-Fe>Osz son el punto de
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partida para el proceso del refinamiento. Esta se inserta y se coloca el titulo del documento

refinado en la informacion general. La informacion de la hoja de datos del difractograma, asi

como el formato del documento, se encuentran en formato XY de dos columnas. Luego, se

aflade el rango de difraccion y el paso de la muestra, ademds del tipo de funcién que modelard

los picos de RV1. Para esta muestra se emple6 la funcion TCHZ. La informacién del fondo

del perfil fue trabajada con un polinomio de 6 coeficientes. La geometria de difraccion se

mantuvo seleccionada en Bragg-Brentano. La informacién de la funcién de resolucion del

instrumento (archivo con extension *.irf) se afiade al conseguir una bondad de ajuste cercana

a 1. En este refinamiento no se variaron los pardmetros de asimetria y el valor para el

parametro cero del refinamiento instrumental determinado fue de 0.207.

a) ¥ FullProf Suite ToolBar - ] X
File Programs Settings FP Dimensions Tools Edit Results Help
== A ¢ k D M T T . .! W ® @
o I ELOpEAnn s B 2
S | B 0 5] | e il Bl B 00 G 5O B B e
Waorking Directory: c:\FullProf_Suite\Examples\, Code File: Type: Date:  |22/03/2022

b)

DR¥_Raquel_ A4 _RV1.dat

s0

&0 70

2Theta

Fig. 3.6 a) Interfaz de usuario del software libre FullProf Suite. b) Herramienta de
edicion de archivos de control de entrada PCR. c) Resultado obtenido luego de ejecutar
el programa FullProf Suite donde se muestra el ajuste del perfil y la informacién

estadistica del refinamiento.

El orden de los pardmetros refinados se bas6 en las recomendaciones y observaciones

de Rodriguez-Carvajal (2001) y Flores et al. (2021). Ademas, se defini6é pardmetros iniciales

para los coeficientes de Cagliotti con U = 0.003, V = -0.003 y W = 0.003. La primera parte

de este proceso consiste en refinar el pardmetro de escala y luego el parametro de la red. Por
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separado, se fueron refinando cada uno de los 6 coeficientes de la informacion del fondo del
perfil, agregando el punto cero del instrumento. Teniendo desactivadas las casillas del fondo,
se prosiguid con el refinamiento de los coeficientes de Cagliotti primero W, luego U y
finalmente V. Como esté indicado en el apartado tedrico, los valores correspondientes a X y
Z corresponden a la deformacion microestructural y el tamafio del cristalito respectivamente
por lo que estos se refinaron junto a los coeficientes de Cagliotti. Es importante que el
pardmetro de tamafio isotropico gaussiano (IG) se encuentre refinado, es decir con un valor
diferente de cero, para poder obtener el tamafio del cristalito. La segunda parte de este
proceso consiste en refinar las posiciones atomicas, las ocupancias y los factores térmicos.
Las ocupancias se fijaron en 1 y se fueron refinando una por una. En este punto se debe
mantener un documento con el resultado del refinamiento anterior que sirve como respaldo
en caso no consigamos los resultados adecuados para evitar repetir todo el procedimiento.
Luego, se refinan los factores térmicos cuidando que los valores no resulten negativos debido
a que fisicamente representan las distancias en que los 4&tomos pueden vibrar. Tras conseguir
que la bondad del ajuste sea cercana a 1 se deben repetir los pasos del refinamiento, en esta
ocasion se pueden mantener activa todas las casillas del fondo del perfil junto a 2 pardmetros
de Cagliotti y los pardmetros de forma X o Z. Repetir nuevamente el proceso, hasta conseguir
un y2~1. Para el refinamiento de RV1 se consiguié un valor de y? = 1.16. La informacién
del tamafio del cristalito y el estrés cristalografico se obtiene del archivo *.mic, el mismo que
se genera desde la opcion ‘Output’ de la ventana principal del editor de EAPCR afiadiendo el

archivo *.irf que, para este caso, se empleo el patron de difraccion de AlOs.
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Espectroscopia Raman

El espectrometro utilizado se muestra en la Fig. 3.7, el cual estd conformado por
microscopio Raman inVia-Renishaw Raman y el conjunto de fuentes con diferentes
longitudes de onda del Centro de Caracterizacion de Materiales de la Pontificia Universidad
Cat6lica — CAMPUCP. Se realizé una medicién extendida en todo el rango hasta 3200 cm™'.
El laser usado para la medicion del polimero PSS fue de una longitud de onda de 633 nm
adicionalmente se empled la fuente 785 nm sobre el mismo. Las medidas se realizaron con
acumulaciones de 10 s. La fuente utilizada para la mediciéon de RV1 antes y después del
recocido fue de 633 nm. La potencia inicial utilizada fue de 7.17 mW y se empled un objetivo
de 50X. El tiempo de exposicién para cada muestra fue de 10 s usando 2 acumulaciones
dando un tiempo total de exposicion de 20 s para cada potencia usada sobre la muestra. Para
estas medidas se empled porcentajes de la potencia inicial de 0.05%, 0.1%, 0.5%, 1%, 5%,

10% y 50%.

Fig. 3.7 a) Microscopio confocal Raman inVIa — Renishaw. b) Vista superior de las
Fuentes de rayos laser usados en el Centro de Caracterizacion de Materiales de la PUCP.
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Espectroscopia UV - Visible

Esta técnica aprovecha la absorcién o transmision de la radiacion electromagnética
que puede realizar un material al ser incidido por una fuente de luz determinada, en una
region especifica del espectro electromagnético. Esto se realiza para promover electrones
desde un estado fundamental hacia uno excitado. La energia necesaria para poder promover
a estos electrones, que conforman los enlaces intermoleculares, estd relacionada con la

frecuencia de la radiacion electromagnética a través de:

AE =E, —E, =hv (3.1)
donde, E; es la energia molecular, h es la constante de Planck, (6.626 X 1073%/.s)y
v es la frecuencia de la radiacion electromagnética. Sin embargo, es comun utilizar el valor
del nimero de onda ¥ = c¢/A, por lo que el cambio de energia del sistema cuantificado

resultaria en

AE = hc? (3.2)
Cuando los fotones de luz incidente entran en contacto con la molécula, ésta captura
la energia del haz incidente donde la cantidad de energia absorbida depende de la longitud
de onda de la luz incidente. Este fendémeno se denomina absorbancia y ocurre porque la
frecuencia de la luz incidente se adapta a la frecuencia de las vibraciones moleculares de la
muestra. La absorbancia depende la concentracion de la solucién, esto puede ser explicado a

través de la ley de Beer-Lambert.
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El espectrofotometro, que se muestra en la Fig. 3.8, es de tipo modular compacto de
la marca AVANTES. Con una fuente de Deuterio halégena y la medicién emple6 una rendija
de 25 yum, el cable de transmision es de fibra de vidrio. La cubeta utilizada fue de cuarzo

donde la muestra fue disuelta en agua destilada. El rango de estudio es de 250 — 550 nm.

Fig. 3.8 Esquema de trabajo empleado en el andlisis de la muestra RV1 por UV-Vis marca
AVANTES disponible en el Laboratorio NANOTECH de la Facultad de Ciencias Fisicas de la
Universidad Nacional Mayor de San Marcos.

Microscopia Electrénica de Transmisiéon (MET)

El equipamiento empleado para la obtencién de las imagenes de MET indican el
promedio del tamafio de las particulas, su distribuciéon y la morfologia se utilizé un
microscopio JEOL 2100FX (Tokyo, Jap6n) de 200 kV, el instrumento de microscopia de
imagenes fue utilizado en modos de transmision y con alta resolucion. La estimacién de la

Distribucién del Tamafio de la Particula (DTP) se realiz6é de entre 800 a 1000 particulas
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contadas en 30 — 35 imdgenes. El ajuste estadistico de DTP se consiguio con el software

Imagen J.

Fig. 3.9 Microscopio Electrénico de Transmisién del Centro Brasilero de Pesquisas Fisicas
(CBPF) en Rio de Janeiro.

Espectrometria Mossbauer

La configuracién experimental para la obtencién de los espectros Mossbauer se
realiz6 con un espectrémetro convencional (Fig. 3.10). Una fuente de *’Co de 25 mCi
inmerso en una matriz de Rh, el barrido de la muestra se llevo a cabo con una velocidad
sinusoidal. La toma de muestra se realizé a una temperatura ambiente de 300 K y a baja
temperatura de 15 K. para este caso es importante mencionar que la temperatura se mantuvo
a 300 K, posteriormente se redujo la temperatura del absorbedor hasta los 15 K, usando la
configuracion de ciclo cerrado de Janis. El portamuestra empleado fue uno circular de

material de Nylon con un espesor de efecto equivalente a 0.1 mg de >'Fe por cada cm2.
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Fig. 3.10 Espectrometro Mossbauer del Laboratorio de Espectroscopia Mossbauer y
Magnetometria del Departamento de Fisica de la Universidade Federal do Espirito Santo
(LEMAG/UEES).

Magnetometria de Muestra Vibrante (MMYV)

Los datos de la informacién magnética, como el ciclo de histéresis M(H), fueron
colectados por el Sistema de Mediciones de Propiedades Fisicas (PPMS del inglés Physical
Properties Measurement System) Dynacool de Quantum Design, del cual se empled el
moédulo de MMS a un campo maximo y minimo de + 7 T. El intervalo del campo en que las

medidas fueron realizadas se encontré oscilando entre la temperatura ambiente (300 K) y a
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la baja temperatura de 5 K. La masa medida para poder realizar la prueba experimental fue

de 6.09 mg.

Fig. 3.11 Equipo PPMS del LEMAG/UFES con el cual se realiz6 la prueba experimental
de MMV.
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Ecotoxicidad de RV1 en D. magna

Cultivo de D. magna

La Fig. 3.10 muestra el entorno para el cultivo de D. magna, en el laboratorio de
Reproduccion y Biologia Molecular de la Facultad de Ciencias Bioldgicas de la Universidad
Nacional Mayor de San Marcos (UNMSM), se acondicion6 de tal manera que se asegurara
una gran cantidad de individuos y la permanencia de la fase reproductiva asexual. La
temperatura promedio de cultivo fue de 21 °C aproximadamente, para la alimentacién se

emplearon microalgas de variada especie.

Fig. 3.10 a) Envases de 1 L que constituye la reserva principal de D. magna. Cada envase
contiene la fecha en la que se separaron para realizar un control més riguroso de la
reproduccién de los individuos b) Microalgas observadas en un microscopio 6ptico
Eclipse e100. c¢) Area de trabajo donde se realiza la seleccién y separacién de las D.
magna. d) Para realizar la seleccion de los individuos se debe emplear una pipeta Pasteur.
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Cabe destacar que el agua empleada para simular el entorno acudtico estuvo
constituida exclusivamente por agua marca CIELO. La limpieza de los recipientes de vidrio
de 1 L que las contiene fue diaria retirando cuidadosamente algunos desechos dejados en el

proceso de muda o las excretas producidas por D. magna.

Para asegurar la homogeneidad de la poblaciéon, es decir que solo se trate de
individuos femeninos como se indica en la Fig. 3.11a), se revis6 diariamente los envases y
retiraron los individuos machos que pueden producir reproduccion sexual, como se muestra
en la Fig. 3.11b), debido a que la descendencia generaria variabilidad en los individuos y el
objetivo de este trabajo es emplear individuos idénticos. Para tal efecto se debe considerar
que, la poblaciéon de D. magna por lo general solo estd constituido por hembras que se
reproducen por partenogénesis y solo producen descendientes machos cuando son sometidas

a condiciones de estrés ambiental, como los cambios de temperatura y concentracién de

Fig. 3.11 a) Las hembras de D. magna son preservadas en los envases contenedores.
Identificarlas es relativamente sencillo debido a que el saco embrionario contiene huevos
esféricos. b) De lo contrario, las epifias generaran machos que posteriormente intentaran
fecundar a las hembras de los envases.
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contaminantes en el agua. En estos casos, se puede detectar con anticipacion la presencia de
machos en el envase debido a lo visible de las epifias en la cAmara incubadora de la D. magna

(Rosenkarnz, 2010).

Tasa de mortalidad en D. magna y determinacion de LCso

Antes de la aplicacion de los bioensayos y las fases experimentales de RV1 sobre D.
magna se debe cumplir estrictamente los lineamientos de la bioética. Es decir, se debe tener
plena conciencia que se estd trabajando sobre seres vivos para determinar el LCso de la
muestra sintetizada en el laboratorio. Por tal motivo, la preparacion previa de los pasos a
seguir, el calculo de las concentraciones y los tiempos de exposicion deben ser controlados
de tal manera, que se pueda optimizar la obtencién de resultados sin abusar de la cantidad
empleada de individuos para las exposiciones. Finalizado el ensayo ecotoxicoldgico se debe
sacrificar a los individuos sobrevivientes tras culminar el periodo de exposicion y haber

realizado las mediciones correspondientes.

En esta parte de la experiencia se comenz6 con la seleccion de un gran grupo de D.
magna adultas hembra, que se aclimatardn durante 2 semanas hasta tener una buena cantidad
de neonatos. La edad considerada de los individuos (es decir, D. magna) es la etapa juvenil,
esto debido a que no se considerard para este estudio la tasa de natalidad. Por lo que el tiempo
de exposicion de RV1 sobre los individuos serd de 24 a 48 h. Respecto a las concentraciones
escogidas para RV1 se basé el articulo de Baumann et al. (2014) que indicaban una
proporciéon para NPM en estudios ecotoxicoldgicos. Para este estudio se eligié 5
concentraciones iniciales considerando un duplicado de la exposicién por cada concentracién

de RVI1. La preparacion consistié en determinar la masa para un contenido de 200 mL de
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agua CIELO, lo que puede conduce a un valor por litro de agua que permitird homogenizar
los célculos estadisticos. Por lo tanto, la Fig. 3.12 muestra que, la cantidad medida para RV1
fue de 5, 10, 20, 40 y 80 mg la cual se disolvié en 200 mL para cada una. Entonces, las
concentraciones por cada litro de agua CIELO es en realidad de 25, 50, 100, 200, y 400 mg
L-!. Estas cantidades se deben repetir para considerar el duplicado del experimento por lo que
en total se tuvieron 10 beakers con esta solucion de RV1 mas agua. Antes de realizar la
exposicion de RV1 a las D. magna, se debe asegurar una adecuada dispersion del material en

el beaker por lo que se empled un sonicador para dicha finalidad.

Posteriormente se agrega cada cantidad en sendos beakers con 200 mL de agua marca

CIELO debido a que esta es la que simul6 el entorno acuético de los biomarcadores.

Fig. 3.12 Cantidad de RV1 medida. Estas cantidades se usaron por duplicado.
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Para asegurar la dispersion completa de las NPM se procedi6 a sonicarlas por espacio
de 15 min para cada beaker (Fig. 3.13). Tras observar que el agua contiene las particulas
dispersas de RV1 se procedi6 a afiadir 15 individuos (es decir, las D. magna) a cada beaker.
En total se considerd para esta primera parte un total de 150 individuos. El tiempo de

exposicion fue de 24 h dentro de las cuales no debian ser alimentadas.

Fig. 3.13 a) Luego de afiadir las cantidades de RV1 a cada beaker. b) Se observo la rapida
floculacién de RV1 al fondo de los beakers. ¢) Esto motivé a sonicar cada concentracion
para tener NPM disueltas en el medio. d) Se repite este procedimiento para las 5
concentracién por duplicado.

El subsecuente resultado de la primera parte fue lo que motivé a que se repitiera el

experimento. Iniciando desde la seleccion de los individuos y separdndolos de la reserva
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principal. En esta ocasion se utilizaron concentraciones mas elevadas. Las concentraciones
utilizadas para esta segunda parte tienen como la cantidad minima a 400 mL"!, luego siguié
la de 400, 600, 800, 1000 y 1200 mg L. La masa de RV 1 para alcanzar estas concentraciones

en beakers con 200 mL de agua CIELO fueron de 80, 120, 160, 200 y 240 mg™".

Tras culminar el periodo de 24 h para cada experimento se procede a contar las
sobrevivientes. El porcentaje de los decesos determinard el grado de concentracién letal que
constituye RV1. Para ello se elabor6 una tabla con las concentraciones el logaritmo de estas,
el porcentaje de decesos y el correspondiente valor PROBIT asignado al porcentaje de

decesos.

Capitulo 4

Resultados y discusiones

Analisis de difractograma

El resultado del ajuste por método de Rietveld de la DRX de los datos recogidos para
RV1 se presenta en la Fig. 4.1, esta grafica fue generada por la herramienta grafica WinPlotr
del software Fullprof Suite y ploteada con Origin Pro 9. La estructura de RV1 se obtuvo
mediante el software VESTA con el archivo *.cif generado tras el refinamiento de esta. Los
pardmetros finales del refinamiento, geométricos y estadisticos, se muestran en la Tabla 4.1.
Durante el refinamiento se mantuvo fijo el valor de las posiciones atomicas. Para esta
estructura de espinela inversa que se sintetiz6 a través de la ruta de coprecipitacion quimica
se identificé una longitud en el pardmetro de red de 8.35 A, este resultado también lo exhibe

el trabajo de Shokrollahi del 2017. Los planos cristalogréficos (hkl) correspondientes y su
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respectivo dngulo obtenido con el refinamiento fueron: en el plano (111) en un angulo de
18°; el plano (220) en el dngulo de 30°; el plano (311) y mas intenso se identifico en 35°; la
leve expresion del plano (222) se muestra alrededor de 37.5°; y los valores para (400), (331),
(422) y (404) con angulo respectivos de 43°, 47.3°, 53.7° y 62.9° 'Y respecto al tamafio del
cristalito este se pudo determinar a través de la ecuacion modificada de Scherrer, que se
indica en el manual de introduccién al programa Fullprof de Rodriguez-Carvajal del 2001.
Entre una de las ventajas de emplear este software se encuentra la de conseguir el tamafio
para cada uno de los picos del difractograma con una funcién de armonicos esféricos. Esta
funcion utiliza 5 coeficientes y debido a la forma cubica de este 6xido de hierro, se mantuvo

la clase Laue en m3, la cual estd contemplada para estructura de este tipo.

Tabla 4.1 Resumen de los pardmetros geométricos y estadisticos de la muestra RV 1.

Muestra Posiciones atomicas 0 . Parametros  Coeficientes
Atomos  x y . Cupancla - gered (A)  de Cagliotti
U=0.305
RV1 Fe-tet 0.125 0.125 0.125 0.041 Ve - 0.008
(Sistema a=b=c=8.35 W=0.184
cibico) Fe-oct 0.500 0.500 0.500 0.074 0=B=y=00° 16=0.106
Fd3m X=0.026
(0] 0.253 0.253 0.253 0.160 Y=0.353
Tamafio de cristalito (nm) 11.39 Tensién de red 26.11
Pardmetros estadisticos Rp = 18.0% Ry,p = 8.46% Rexp = 7.86% x* = 1.16

La estimacion del tamafo del cristalito para RV1 resulté obteniendo el promedio
conseguido en cada plano cristalografico cuyo promedio es de 11.39 nm, este resultado
difiere del conseguido por Ramos ef al. (2014) para una y-Fe,O3 de grupo espacial P4132 de
un tamaio de cristalito de 5.7 nm. Esta diferencia se puede comprender mucho mejor a partir

de dar lectura al articulo de Canchanya-Huaman et al. (2021), donde se describe que la
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determinacién del tamafio del cristalito logra ser mas efectiva al ser tratada mediante el
método de Rietveld frente la técnica de Scherrer. Los resultados en dicho articulo logran ser
contrastados con el andlisis mediante la técnica de espectroscopia Raman y Microscopia

Electrénica de Transmision (TEM por sus siglas en inglés) que se discutird en una seccion

posterior.
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Fig 4.1 Refinamiento de RV1 indicando los indices de Miller adecuados para la

estructura con Fd3m. Ademas, se muestra el grafico de la estructura de y-Fe,Os
realizada con el software VESTA a partir del archivo *.cif que se puede generar en
Fullprof Suite.

Medida de RV1 por TEM

La Fig. 4.2 muestra la distribucién de tamafio y la morfologia de las particulas que
componen a RVI, realizada mediante TEM, que en su mayoria lucen homogéneas y

uniformes. El promedio en el tamafio de estas se identificd alrededor de 11 nm, lo cual
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coincide con el tamafio estimado para el cristalito de la muestra medido mediante DRX.

Ademds, en esta imagen se puede apreciar que la cobertura de PSS sobre la y-Fe>Os3 evita su

Fig. 4.2 Imagen TEM de RV1 donde se indica en el recuadro interior el grifico
de barras correspondiente al promedio del didmetro del cristalito.

aglomeracion, lo que estd de acuerdo con la literatura, es decir, los grupos funcionales de los

polimeros recubren al cristalito de y-Fe>O3 dotandole estabilidad.

Analisis de espectros Raman

Los datos obtenidos del espectrometro Renishaw se graficaron con en el software
Origin Pro-9, por lo que la identificacion inicial de los picos se realiz6 con la herramienta

Data Reader del mismo software. Solo cuando fue dificil de discernir la pertenencia e
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identificacion de las regiones para los modos vibracionales se realizard un ajuste al rango

donde se encuentra el pico.

Para ubicar facilmente al polimero en RV1 fue necesaria la medicién del espectro
Raman sobre este. La medida fue realizada primero con el ldser de He-Ne con longitud de
onda de 633 nm. Debido a la interferencia por fluorescencia presente en el espectro fue
necesario el cambio de la fuente por una cercana al infrarrojo con longitud de onda de 785
nm. En la Fig. 4.3 se compara los espectros medidos para ambas fuentes del laser en el rango
de 200 a 3000 cm ™! para entender cémo se corrige la interferencia por fluorescencia. Ambos
espectros pertenecen a 3.59 mW de potencia. Ademads, se indican los picos caracteristicos del
polimero, donde, la sefial medida a 633 nm expresa dichos picos a pesar de la interferencia
por fluorescencia. También, se muestra la microscopia Raman del PSS antes de ser sometido

a la medicion.
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Fig. 4.3 a) Comparacion entre los espectros del PSS medido a diferentes
longitudes de onda de la fuente del laser. b) Microscopia Raman del polimero antes de
ser sometido al proceso de medicion.
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La Fig. 4.4 muestra el espectro Raman de PSS con la fuente de 633 nm. Normalmente
la interferencia por fluorescencia apantalla la manifestacion de los picos, por tal motivo se
vario la potencia inicial del ldser (7.17 mW) desde 0.05 % hasta 50 % del mismo. A pesar de
la fuerte interferencia es posible visualizar los picos caracteristicos que se manifiestan
aproximadamente a partir de 0.07 mW de potencia, que corresponde al 1 % de la potencia
inicial del ldser. Para este trabajo se consideré al pico caracteristico de 1131cm !
correspondiente a la presencia del PSS. Fan y Cornelius (2012) atribuyen el estiramiento
asimétrico del ién sulfonato v,(SO3) en el pico de 1127 cm ™! muy cercano a lo reportado por
Yemata et al. (2020) mientras que el reporte de Kim et al. (2015), atribuyen sobre el pico de
1132 cm ™! 1a deformacién de C—-O—C vy el estiramiento del anillo aromdético a la contribucién
del grupo SOs. Edwards ef al. (2000) atribuyen al estiramiento del cuadrante aromético CCH
y CH en los picos 1598 y 3055 cm ™!, para este trabajo dichos picos se ubicaron en 1600 y
3060 cm ™! respectivamente. Al usar 3.59 mW (50 % de la potencia), se observan los picos
en 634, 797 y 1042 cm ™!, a los que se atribuye la deformacién del grupo sulfona (§SO.), al
estiramiento del grupo fenil (vCS) (Fan y Cornelius, 2012) y la vibracién antisimétrica del
grupo SOs (Kim et al., 2015) respectivamente. En esta misma potencia del ldser aparece un
pico en 2905 cm™!, Socrates (2001) indica que en el rango de 2800 a 3000 cm ™' se aparece la
vibracion por tension del enlace =C—H del grupo alifético, por lo que puede ser atribuido esa
presencia. Al interior del cuadro principal se muestra las sefiales a bajas potencias donde es

posible observar a 0.07 mW que los picos si logran visualizarse.
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Fig. 4.4 Espectro Raman del polimero PSS en el rango de 200 a 3200 cm™! medido
con porcentajes de la potencia inicial en el rango de a) 3.59 a 0.39 mW y con b)
potencias menores desde 0.07 a 0.004 mW.

En el apartado tedrico, se menciona que, una de las maneras de solucionar la
interferencia por fluorescencia es cambiar la fuente del laser. La Fig. 4.5 contiene los
espectros de PSS usando una fuente con longitud de onda cercana al infrarrojo. Con esto, la
relacion sefial-ruido mejord considerablemente, lo que permitié apreciar los picos desde 0.04
mW de potencia. Los picos en 636 cm ™!y 798 cm ™! aparecen desde 0.04 mW hasta 3.59 mW
bien definidos, a diferencia de lo reportado por Kellar et al. (1996), que para su estudio del
poliestireno sindiotactico (sPS) con caracteristicas cristalinas, el primer pico aparece
débilmente y el segundo lo atribuye al poliestireno isotactico (iPS), lo que podria indicar
cristalinidad de la muestra debido al incremento de la potencia del laser. El pico de 995 cm™!
que aparece débilmente, Menezes et al. (2007) y Mazilu et al. (2010), lo reportan cercano a
1002 cm™ ! como el modo de respiracién de anillo. Este pico, para Fan y Cornelius (2012) se
debe a la presencia del anillo aromatico v(CC) y para Socrates (2001) corresponde a la
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manifestacién del grupo vinilo (-CH=CHb). El pico de 1042 cm™! podria ser atribuido a la
vibracion antisimétrica como sefial6o Kim er al. (2015). El pico caracteristico de PSS en 1133
cm !, aparece con pequefio desplazamiento respecto hacia las frecuencias mayores de la
medida observada con fluorescencia (Kim et al., 2015). Débilmente aparece el pico 1194
cm !, al que se atribuye la vibracién del anillo aromético, debido a que Fan y Cornelius

. El pico de 1600 cm! también es

(2012) reportan esta informacion en 1198 cm’
caracteristico del PSS como lo indica Edwards et al. (2000). Los picos de 2905 y 3063 cm
aparecen con un desplazamiento respecto a los valores obtenidos para la potencia de 0.07
mW. El primero puede ser atribuido a la vibracion de estiramiento del enlace =C—H para
Socrates (2001) mientras que el segundo, para Curtis et al. (2013) se deben al estiramiento

del anillo aromatico dado por C—H. En el cuadro interior se indican las sefiales a bajas

frecuencias, donde no existe mucha variacion respecto a las sefiales con potencias altas.
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Fig. 4.5 Espectro Raman del polimero PSS en el rango de 200 a 3200 cm!
medido con una fuente de 785 nm variando la potencia inicial del ldser. Desde a) 0.39 a
3.59 mW y b) 0.07 a 0.004 mW.
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Para el anélisis de la muestra RV1, se toma en cuenta la medicion antes y después del
recocido de esta a diferentes potencias del ldser considerando el rango de medida de 100 a
3200 cm !, En la Fig. 4.6a, el espectro correspondiente a 3.59 mW presenta un pico en 210
cm ! lo cual no corresponde con alguna fase del 6xido de hierro, en 271 cm ™! podria deberse
a la presencia de y-Fe»O3, sin embargo, Oh et al. (1998) lo sefialan en 265 cm . El pico de
380 cm ! es la contribucion de las fases y y o de Fe,Os, extraido de la informacién contenida
en el articulo de Chowdhury et al. (2012) que notifican la existencia de ambas fases en el
pico de 277 cm™!. La banda de la y-Fe,O3 puede ser atribuida también al pico adicional
encontrado en 1300 cm ™!, lo que aparece cercano a lo encontrado por Hanesch (2009) en
1330 cm™!. En la sefial que emplea 0.72 mW aparece aislado el pico de 1586 cm™, lo que
podria atribuirse a la presencia de y-Fe2Os3, lo que para Sousa et al. (2000) aparece en la banda
de 1576 cm™! en un pico ancho. Sin embargo, también puede atribuirse la presencia del
polimero debido a la cercania con lo reportado por Edwards et al. (2000) en 1598 cm™!. La
Fig. 4.6b indica las medidas a potencias menores en el rango de 200 a 1700 cm™!, donde se
identifican los picos en 370, 461, 490, 670 y 1596 cm 'a 0.36 mW. En detalle, se discuten
estos picos en la Fig. 4.6¢, el pico que aparece en 370 cm™ ! Jubb y Allen (2010) lo atribuyen
a la presencia de y-Fe2Os. La contribucién de los picos de 461 y 490 cm™! producen un pico
ancho que Chowdhury et al. (2012) podrian atribuir a la presencia de las fases y y a de Fe,Os.
Sin embargo, el ubicado en 490 cm ™! de este trabajo concuerda con lo reportado por Hanesch
(2009), para su estudio de la ‘magnetita bacterial’ donde identifico a esta banda
correspondiente con y-Fe>O3 medido con 0.01 mW por 10 min. EI pico ancho que aparece
entre en 670 cm™ ! indica la presencia de y-Fe»Os, de acuerdo con lo encontrado por Oh et al.

(1998). El pico de 1596 cm™! que aparece aislado puede ser atribuido al PSS, donde Edwards
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et al. (2000) advertia la presencia del polimero en 1598 cm™!. La Fig. 4.6d corresponde a la

microscopia de RV1 antes de ser sometido al proceso de medicion.
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Fig. 4.6 espectros Raman de la muestra RV1 medido al a) 50 y 10 % de la potencia
inicial del ldser y medido a potencias menores b) desde 0.05 % hasta 5%. c) espectro Raman
a 0.36 mW donde se exhibe de mejor manera los picos a esta potencia. d) Microscopia
Raman de la muestra RV1 antes de ser recocida con la potencia total del laser.

Cuando la muestra es recocida usando el total de la potencia del laser, es posible
observar un cambio significativo sobre la muestra RV1. Esto se muestra en la Fig. 4.7 a
diferentes potencias del laser en el rango de medida de los espectros de RV1 variando la

potencia del ldser en el rango de 100 a 3200 cm ™.
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El estudio por espectroscopia Raman de RV1 se completa con la medicion de esta
luego de haberla sometido al 100 % de la potencia inicial del laser. Esto es para observar los
efectos del aumento de la potencia sobre la muestra y corroboracion de la fase de a-Fe>Os.
Lo que se observo en los espectros de la Fig. 4.7a es una disminucion del nimero de onda
(desplazamiento hacia el rojo) a medida que se incrementaba la potencia del laser. A pesar
de conseguir sefiales mejor definidas, aproximadamente a partir de 1500 cm ™! no se observé
ningun pico adicional por lo que, en los graficos solo se muestra el rango desde 100 a 1500
cm !, Los espectros Raman de RV1 medidos con potencias desde 0.36 a 3.59 mW, exhiben
con mejor definicién los picos respecto a las potencias bajas. La Fig. 4.7b muestra la
microscopia Raman de RV1 de este andlisis. En esta imagen, el abultamiento corresponderia
a la presencia de a-Fe2O3 en la region de incidencia del laser. La Fig. 4.7c muestra la sefial
de 3.59 mW, donde se observé el desplazamiento hacia frecuencias inferiores respecto a las
potencias menores a esta. Sin embargo, son valores cercanos a las bandas vibracionales de la
fase a-Fe>O3 como lo indican Buzgar et al. en su trabajo del 2013, lo cual es coincide con lo

reportado en la literatura. Ademds, estas bandas vibracionales surgen en 214,279y 392 cm™!

que son cercanos a los reportado por Li et al. (2019), quien los ubica en 219, 283 y 398 cm™ .
El articulo de El Mendili et al. (2015) ubica la presencia de a-Fe>Os en 485 y 598 cm™ !,
cercano a lo presentado en este trabajo en 483 y 594 cm™!. Adicionalmente en 647 cm™!

podria ser atribuida una banda de a-Fe2Os y 1293 cm™! de acuerdo con las referencias antes

mencionadas. La presencia del PSS es menos evidente en cuanto a la expresion de sus picos.
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Fig. 4.7 Espectro Raman de RV1 tras haber recocido la muestra, a) las potencias mayores
indican el corrimiento de la sefial que puede atribuir a la presencia de la fase a-Fe.O3
como lo muestra la b) microscopia de RV1 recocida indicando un abultamiento en la
region de incidencia del ldser. ¢c) Muestra el espectro de RV1 medido a 3.59 mW con
sus bandas identificadas en este trabajo. d) Espectro Raman con potencias menores desde
0.004 mW a 0.07 mW.

La Fig. 4.7d muestra las potencias bajas en este andlisis, esto es entre 0.004 y 0.07
mW de potencia. La sefial de 0.07 mW indica que los picos de 222 cm™'y 288 cm™! pueden
atribuirse a la fase a-Fe;Os, correspondiente con lo que Jain et al. (2019) sefialaron en

221cm ™!y 287 cm™! como bandas activas Raman empleando una fuente de 514.5 nm.
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El pico en 407 cm™! en esta muestra logra ser identificado por Sartoratto et al. (2007)
como a-Fe,0s, en el pico 405 cm ™! tras haber calentado una muestra de y-Fe,O3 desde 500 a
700°C. Los picos de 496, 608 y 657 cm ! son atribuidos a a-Fe>O3 por Kouotou et al (2013)
en las bandas correspondientes a 492, 609 y 656 cm™! respectivamente. El pico presente en
1318 cm ! de acuerdo con las referencias recogidas por Oh et al. (1998) corresponde también
a hematita en la banda 1320 cm™!. Entonces, por lo anteriormente expuesto se puede
determinar que la potencia umbral en la que la fase y-Fe2O3 en RV1 pasa a la fase a-Fe2Os

se encuentra en 0.72 mW.

Lo obtenido mediante el andlisis de RV1 fue que las fases del 6xido de hierro tienen
una mejor expresion en los picos de intensidad. Por este motivo, una forma de reconocer el
PSS en la muestra podria ser por la fluorescencia residual utilizando el 50% de la potencia
del laser, como se observé en la Fig. 4.5¢ que muestra la medicion de RV 1 antes del recocido.
Para poder notar la presencia de PSS luego del recocido podria deberse también a la nula

expresién de picos a partir de 1500 cm ™.

Analisis FTIR de RV1

Para completar el andlisis de las propiedades vibracionales del nanosistema RV1 se
realizé la identificacion de los picos que definen modos vibracionales en el espectro FTIR de
la muestra funcionalizada RV1. El espectro es de transmitancia (%) versus nimero de onda
(cm ') medido en el rango de 4000 a 400 cm ™! como se muestra en la Fig. 4.8, donde se
sefialan algunos picos principales y otros secundarios de escasa absorcién. En la Fig. 4.8a)
se pudo observar que aparece un borde amplio cercano a 3360 cm . Al encontrarse en la

region de los grupos funcionales es natural que publicaciones como la de Bora 'y Deb (2009),
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que entre 3398 — 4000 cm ! sefialan la presencia del enlace N-H. Ademds, se identificé el
estiramiento de los enlaces O-H que de acuerdo con Rodriguez et al. (2018) se trata del agua
que se absorbe durante el proceso de la toma de medidas. Hacia el pico de 2922 cm ™! se logré
observar la absorcion de la muestra debido al estiramiento nuevamente del enlace C-H, esto
lo describe Bali et al. (2018) en su estudio sobre la citotoxicidad de las NPM de y-Fe>Os
sintetizadas mediante drboles de mango. Hacia frecuencias inferiores se encuentran los picos
de 434 y 524 cm™!, lo que puede ser atribuido a las estructuras metélicas en forma de espinel
que contienen modos vibracionales correspondientes a enlaces metédlicos con dtomos de
oxigeno. Este resultado confirma que la presencia de los 6xidos de hierro se encuentra en
bandas inferiores a 730 cm™'. Daou et al. (2010) confirma estas bandas en su articulo sobre

el estudio de la y-Fe2O3 mediante técnicas vibracionales y la de Mossbauer.

Uno de estos picos principales fue identificado alrededor de 434 y 524 cm™!, donde
Bora y Deb (2009) confirman enlace metal-oxigeno de la componente espinel de y-Fe->Os.
Bali et al. (2018) registré un pico en la banda que se encuentra alrededor de 2925 cm™!,
debido al estiramiento del enlace O — H, lo que para este trabajo se encuentra cercano a dicho
valor en 2922 cm !, Alrededor de 3400 y 1600 cm ! se observé un lomo amplio y un pico

que, de acuerdo con Rodriguez et al. (2018), corresponde a la banda que dota estiramiento y

flexion al enlace O-H del agua absorbida.

En el pico de 1597 cm™' se encuentra la vibracién por estiramiento del enlace doble
C=C, que Funda et al. (2016) lograron identificar con espectro de absorbancia en lugar de
transmitancia. De acuerdo con Mulijani ef al. (2014) la reduccién en la intensidad es debido
al estiramiento del enlace simple C—C, este autor identifica esta banda entre 1495 y 1475

cm ! lo que, para este trabajo se identifica aproximadamente en 1413cm™'. Los picos
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adicionales son caracteristicos de la presencia del polimero. La regién sombreada en la Fig.
4.8b) muestra principalmente los efectos del grupo sulfonico sobre la muestra. En el pico de
1034 cm!, Karri y Srinivasan et al. (2019), nos indica que se encuentra el estiramiento

simétrico del enlace O-S-O propio del PSS.

Transmitancia (%)
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Fig. 4.8 a) Espectro FTIR de RV1 en el rango completo de 4000 a 400 cm™'. b)

acercamiento del espectro FTIR en el rango de 1900 a 750 cm ™.
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Analisis de espectro UV-Visible

La Fig. 4.9 muestra el espectro optico de absorcion de RV1 en el rango de 250 — 550

nm, donde la expresion de los compuestos ocurre en la region UV. En este trabajo se observo

una caida pronunciada al redor de la banda de 350 nm y se levanta indicando un pico

alrededor de 367 nm. Entre los trabajos encontrados, se encuentra el de Mehrdad y Parvini

(2019) quienes discuten la presencia de dos bandas de absorcion, una en 196 nm y la otra en

226 nm, indicando la transicion n—n* para los substitutos de los anillos de benceno de

NaPSS (solucién acuosa de sodio-poliestireno sulfonato). En el trabajo de Cristovan et al.

(2006), la presencia de PSS ocurre con un desplazamiento hacia las longitudes de onda

mayores en el rango de 350 a 600 nm debido a la presencia de los grupos arométicos del PSS

por la transicién —7*, lo que es mds exacto en este trabajo.

— RV1

absorbancia (a.u.
© o
2

o
[\
L

250 300 350 400 450 500 550
longitud de onda (nm)

Fig. 4.9 Espectro UV — VIS de RVI1 medido en el rango de 250 a 550 nm.
Adicionalmente se indica al interior del cuadro un acercamiento alrededor de los 512
nm, donde Dhal et al. (2014) sefalan la presencia de y-Fe>Os.
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De acuerdo con lo anterior, los resultados de Lee et al. (2008), sobre la preparacion
y caracterizacion de PANI-PSS @Fe;0q4, el pico de absorcion aparece entre 325 y 551 nm
debido a la transicion t—n* de los anillos bencenoides y quinoides presentes en la polianilina
(PANI). En el libro ‘The Iron Oxides: structures, properties, reactions, occurrences and
uses’ de Cornell y Schwertmann (2003) muestra en el capitulo de la caracterizacién de los
oxidos de hierro que, para la fase y-Fe>Os3 la posicion cercana a 370 nm presenta la transicion
de ®A;—*E. Para Dhal et al. (2014) también ocurre esta transicién libre del ligando de Fe**
en la banda de 357 nm. También concluye que, alrededor de 512 nm corresponde a la huella
dactilar del borde de y-Fe,Os; de acuerdo con una referencia recogida por el autor. En este
trabajo, dicha presencia se muestra casi imperceptible, se observa al interior del cuadro

principal.
Banda prohibida de RV1

La banda prohibida E; de RV1 obtenida con los datos de la absorcién por UV-VIS
fue obtenida experimentalmente del coeficiente de absorcion a, medida a través de la formula

de Tauc donde:

(ahv) = A(hv — E,)" (4.2)
donde, A es una constante (hv) es la energia de un foton y n puede ser igual a 1/2 para

la transmision directa o 2 para la transmision indirecta (Barakat 2012).

La Fig. 4.10, muestra el grafico de la transmisién indirecta con n = 2. Esta cantidad

fue obtenida extrapolando una linea recta sobre una porcion recta de la curva, escogida entre
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el rango de 3.44 y 3.52 eV. La interseccion de esta linea recta con el eje x indica un valor de

By =1.42eV.

4.5 A ‘ ——@Fe,0,@PSS

0.5

00—

10 15 20 25 3.0 35 40 45 5.0
Energia (eV)

Fig. 4.10 Banda prohibida de RV1 usando el grafico de (ahv)'? vs energia del foton (hv).

La interseccion de esta recta con el eje de la energia indica el valor la banda prohibida.

Eg =1.42eV

Analisis magnético de la muestra RV1

La Fig. 4.11a) muestra la curva de histéresis para RV1, donde se observa el efecto del
campo magnético externo (FC, del inglés Field Cooling, o enfriamiento con campo en
castellano) sobre la muestra a temperatura ambiente (300 K) y a baja temperatura (5 K) con
y sin la presencia de un campo externo (ZFC, del inglés zero field cooling o enfriamiento sin
campo, en castellano). Se puede reconocer de inmediato que la muestra a 300 K tiene un
comportamiento casi superparamagnético, debido a la baja coercitividad de 100 Oe, ver
Tabla 4.2, sugiriendo interacciones magnéticas débiles presentes en la muestra. El

acercamiento de estos ciclos de histéresis se muestra en la Figura 4.11b), donde, se muestra
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también el comportamiento magnético de RV1 a bajas temperaturas. Cuando se enfria la
muestra sin la presencia de un campo externo se manifiesta un campo coercitivo, el cual se
estima en un H.=0.22 kOe y una M,=15.45 emu g '. De la misma manera se procedi6 a
estimar los mismos valores para la curva que indica la presencia de un campo externo, dando
un valor de H.=0.22 kOe y una magnetizacién remanente de M,=16.73 emu g '. Esto significa
que la muestra no presente interacciones del tipo intercambio de sesgo (del inglés Exchange
bias), el cual favorece un corrimiento de la curva de magnetizacion hacia el eje negativo
(Phan et al., 2016). En la Fig. 4.11c) se muestra el ajuste por la ley de aproximacién de
saturacion (LAS por sus siglas en inglés que significa Law of Approach to Saturation) de las
curvas de histéresis en el rango de 20 a 70 kOe, donde se observa la saturacién de las curvas,

este ajuste se realizd tal y como lo indica Ramos et al., 2016, donde la ecuacion:

b
M = M (1 — ﬁ) + yH (4.3)
es el valor para la magnetizacion de la muestra M, es la magnetizacion de saturacion

y la constante de anisotropia efectiva puede obtenerse reemplazando el valor de M;en

2
_ A (Kegr (4.4)
15\ M? '

Este ajuste es aplicado a la porcion positiva en el rango de 20 a 70 kOe, lo que permite
encontrar la magnetizacién de saturacién (M;) estimada en un valor de 66.06 emu g ! para

300 K y de 70.85 y 70.96 emu g ' para ZFC y FC respectivamente.

Tabla 4.2 Resumen de pardmetros magnéticos de la muestra RVI1. n.d. (no
determinado).

5 -1
Temflzr)amm M, (emug) | H.(kOe) | M (emug") K(f :113()) X (‘I’{Ig‘;)g R
300 n.d. 0.1 66.06 0.78 0.02 | 0.999
5 K ZFC 15.45 0.22 70.85 108 | 0.00@) |0.999
5K FC 16.73 0.22 70.96 108 | 0.004) |0.998
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Fig. 4.11 Comportamiento magnético de la muestra RV1, donde se muestra a) las curvas
de histéresis cuando se midi6 a 300 K y a una temperatura de 5 K con y sin la presencia
de un campo externo. b) Acercamiento de la curva de histéresis en el origen de la grafica
para estimar el H. y M. ¢) Ajuste LAS en el rango de 20 a 70 kOe para la determinacién
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Andlisis de los espectros >’Fe Mossbauer a 300 Ky 15 K

LaFig. 4.12a) y b) corresponden al espectro Mossbauer de RV 1, sintetizada mediante
la ruta de coprecipitacion quimica, los espectros se han medido a temperatura ambiente (300
K) y a baja temperatura (15 K). La Tabla 4.3 reporta los pardmetros hiperfinos como el
corrimiento isomérico (CS) respecto al Fe (+0.114 mm/s), el campo hiperfino (Bp), la
interaccién cuadrupolar (Q) y el Area Relativa de Absorcién (R.A.A. por sus siglas en inglés
Relative Absorption Area), los anchos de linea para los perfiles lorentzianos (W) y
gaussianos (o). La muestra medida a 300 K indica que el ajuste se completd con dos sextetos
que definen a los sitios tetraédricos (Sitio A) y octaédricos (Sitio B) del ion Fe** que ocupan
la estructura de espinela inversa de la y-Fe2Os, que al mostrar esta forma en el espectro se
puede deducir que es altamente estequiométrica. Adicionalmente se afiade un tercer
subespectro para RV1 a 300 K. Es asi como Zakharova et al. (2012) lo atribuye a Fe** no
compensados, es decir que no se encuentran enlazados a los 4tomos de oxigeno y para poder
estimar el espesor de esta coraza se recurre a una igualdad entre la fraccion del area total del
espectro, es decir el drea superficial de estos Fe** y el 4rea interna en el niicleo, y el radio de
la particula el cual fue determinado por TEM.

V./V =3Ar/r (4.4)
donde V, = 4mr?Ar, V = 4/3 mr3. Por lo tanto, al disponer de la ecuacién 4.4 para

estimar el espesor de la coraza de iones sobre esta estructura nicleo — coraza.

fraccion del area total
6

X (Drgm) 4.5)

Ar
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Esta fraccion del area total se indica en la Tabla 4.3, es decir, se suma la contribucién
del drea del sitio A con el sitio B dando un total de 43% y (Dtgm) = 11.4 nm. Dando como

resultado un espesor de Ar = 0.91 nm.

Sobre la muestra medida a baja temperatura, que se observa en la Fig. 4.12b), se puede
concluir que el modelo completa a los datos experimentales, correspondiente con lo reportado
en la literatura para una y-Fe>O3 altamente estequiométrica, asimétrica en las lineas 1:6 y los
sitios magnéticos A y B resuelven muy bien al espectro Mossbauer. Como es de esperar en
muestra puras, los valores para el CS y By son cercanos entre ellos. Ademas, las relaciones
de dreas para el sitio Ay B (36.4 y 63.6% respectivamente) son cercanos a los reportados por

Ramos et al. (2014).

Tabla 4.3 Pardmetros hiperfinos obtenido de la curva de ajuste Mossbauer de RV1 a
300 Ky 15 K. Se muestra el valor para el area relativa de absorcion (R.A.A.) y el campo

magnético hiperfino (By).

RAA. CS Q w
(%) (sFe B oM g (mms)

RV1300 K
LA 19(2)  026(1)  484(1) 1.2(1) 0.00(1) 0.37(1)
LB 322) 047(1)  484(1)  1.5(1) 0.00(1) 0.37(1)
ILA 16(2)  030(1)  43.6(1) 4.12) 0.00(1) 0.37(1)
ILB 27(2)  0.48(1)  43.6(1) 4.12) 0.00(1) 0.37(1)
TII 52)  0444)  185(3) 2.0 - 0.35(1)
“impureza® 2(2)  0.15(4) - - 0.8(1)  0.70(1)

RV1 15K

A 36.4(2) 036(5) S5152) L.1(1) 0.002) 0.24(1)
B 63.6(2) 048(5) 53.1(2) L.1(1) 0.002) 0.24(1)
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Fig. 4.12 Espectros Mossbauer de RV1 con los subespectros que definen el ajuste para
los sitios A y B del ion Fe®" registrados en a) 300 K y b) 15 K.
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Mortalidad en D. magna y determinacién de LCso de RV1

Tras realizar la exposicion de RV1 sobra las D. magna a diferentes concentraciones
en mg L™! por duplicado (teniendo un total de 30 individuos iniciales por cada concentracién
de la muestra), se obtuvieron los datos iniciales del primer ensayo de la exposicion a
concentraciones de 25, 50, 100, 200 y 400 mg L! y las concentraciones de 400, 600, 800,
1000 y 1200 mg L ! para el segundo ensayo que son presentados en la Tabla 4.4. Como se
muestra en los datos para el primer ensayo de ecotoxicidad, la tasa de mortalidad para la
exposicion a 24 h fue muy baja por lo que la tendencia lineal del método Probit, que emplea
los logaritmos de las concentraciones versus un nimero correspondiente al porcentaje de
mortalidad resulta ser insuficiente para generar la estadistica que requiere el estudio del LCso.
Un escenario similar se percibi6 con los datos del segundo ensayo de ecotoxicidad, donde se
empled una concentracion mayor e igual de la concentraciéon mayor del primer ensayo como
punto de partida. A diferencia del primer ensayo, en este se puede observar una alta tasa de
mortalidad, por lo que el LCso no puede ser encontrado entre el rango de concentraciones que

consiguié la minima y méxima tasa de mortalidad.

Tabla 4.4 Valores de mortalidad de 24 h de exposicién en D. magna para la muestra

RV1 en el primer y segundo ensayo.

ler ensayo 2do ensayo
Concentracion  Individuos Decesos Concentraciéon  Individuos Decesos
(mg L") muertos (%) (mg L) muertos (%)
25 1 3 400 28 93
50 4 13 600 24 80
100 1 3 800 27 90
200 2 7 1000 27 90
400 2 7 1200 24 80
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A partir de la tabla anterior se obtiene la Fig. 4.13 a) que muestra la regresion lineal
del método Probit, donde el principal problema radica en la baja tasa de mortalidad y por tal
motivo no se alcanza el valor medio necesario para determinar el LCso. Ademads, los datos se
muestran dispersos, como lo indica el indice R? = 0.22, lo cual impide que estos resultados
sean confiables. El caso para las concentraciones mayores e iguales a 400 mg L' se muestra
en la Fig. 4.13 b), la cual indica valores por encima de la media de mortalidad por lo que
tampoco es posible determinar el LCso mediante este segundo ensayo. La relacion entre la
escasa mortalidad del primer ensayo con las NPM de RV1 permite interpretar que la baja
concentraciéon no genera un peligro para las D. magna durante el primer dia de
experimentacion lo que nos lleva a pensar que el LCso se encuentra por encima de los 400
mg L', Por el contrario, en la Fig. 4.13 b) se entiende que, al incrementar la concentracién
se genera una mayor dispersion de las NP en el beaker, lo que significa que, para las D.
magna existird menos espacio libre de nado y por ende las hard mds propensas a incluirla las

NP de RV1 en su dieta alimenticia. Ademads, a mayores concentraciones se adhieren mis NP
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Figura 4.13: a) Recta de regresion lineal Probit para 4 valores de mortalidad (se retir6 el valor de
400 mg L™'). b) Recta de regresién lineal con los 5 valores de mortalidad obtenidos.
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al exoesqueleto lo que podria producir un bloqueo de las extremidades de nado, reduciendo

su movilidad y eventualmente siendo mortal para esta especie.
Ajuste sigmoidal de la curva de mortalidad de RV1

Teniendo en cuenta que, con los resultados anteriores el LCsp se encuentra entre dos
conjuntos de valores que son extremos entre si, por lo cual se realiz6 un ajuste sigmoidal de
estos valores considerando las bajas y altas concentraciones. La concentracién de 400 mg L™
es compartida por ambos ensayos por tal motivo se retir6 este valor del segundo para generar
nuestro grafico sigmoidal. Esto, debido a que los valores en la tasa de mortalidad tuvieron
gran diferencia y el porcentaje de mortalidad a 400 mg L™! del segundo ensayo alcanzaba un
valor muy alto. Entonces, para poder generar esta grifica sigmoidal se dispuso de 5 valores
del primer ensayo y del segundo ensayo se excluye el valor de 400 mg L™! lo que nos deja
solo 4 valores para completar la Tabla 4.5, haciendo un total de 9 valores para generar la

gréfica sigmoidal.

Tabla 4.5 Datos empleados para la determinacién del LCso a través de un ajuste

sigmoidal.

Concentracion  Individuos Decesos
(mg L) muertos (%)
25 1 3
50 4 13
100 1 3
200 2 7
400 2 7
600 24 80
800 27 90
1000 27 90
1200 24 80
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El valor de LCs determinado fue de 533.37 mg L ! el cual se encuentra en el rango
de las concentraciones empleadas en los ensayos. Este valor es 2 veces mayor al valor
obtenido para RV1 por el método Probit (4 puntos) lo que indicaria un menor nivel de
toxicidad causado por el PSS. La toxicidad de NPM funcionalizadas con polimeros es dificil
de predecir, pero suele ser muy pequefia con valores de LCso muy grandes (> 10 000 mg L)
(Heldebrant et al., 2006). La Fig. 4.15 muestra los efectos visuales del nanosistema RV1 tras
24 h de exposicion. El control negativo, sin exposicion a RV1, se muestra en la Fig. 4.14A 'y
se puede notar que las extremidades estdn libres y no hay obstruccién en el tracto digestivo.
Esto difiere de 1o mostrado en las siguientes imdgenes donde se aprecia que las NP obstruyen
las extremidades y se adhieren al exoesqueleto quitinoso bloqueando la capacidad de
movimiento. En la Fig. 4.14B se muestra el exoesqueleto con las NP a una concentracion de
RV1 a 800 mg L', C muestra a una D. magna inmersa en un medio con una concentracién

de 600 mg L' y D muestra los residuos dejados en el exoesqueleto a una concentracién de

RV1 de 400 mg L.

100
@ Individuos muertos
Ajuste sigmoidal
LC,, = 533.37 mg L™ ?
ge]
®
=
© 50 -
S
=
B
° 2
o R?=0.98
0 [ [

Log(Concentracién)
Figura 4.14 Ajuste sigmoidal para mortalidad de D. magna expuesta a la muestra de RV1.

71



e
500 pm 300 pm

Figura 4.15 Observacion de la interaccién directa de RV1 sobre las D. magna. En a), se
observa un individuo del control negativo, sin exposicion a RV1, en b) y c) se observan 2
individuos muertos, expuestos a RV1 a 800 y 600 mg L™! respectivamente, en d) se observa
una muda (s6lo exoesqueleto) evidenciando la afinidad de RV1 al exoesqueleto quitinoso,
la concentracion aplicada fue de 400 mg L. Fotografias tomadas con el objetivo de x40 al

microscopio de campo claro convencional.

La Tabla 4.6 presenta una breve recopilacién de datos de los sistemas parentales
utilizados por diferentes autores para determinar la LCso en D. magna. Por ejemplo, Garcia
et al. 2011, obtuvieron resultados de toxicidad y mortalidad para Fe3O4 NPs, con un tamafio
TEM promedio de aproximadamente 6 nm, donde la LCso obtenida fue de 2.3 mg L', y se

estim6 empleando pruebas bioluminiscentes. Magro et al. 2018, reportaron los efectos de una
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Superficie Activa de Nanoparticulas Maghemita (SAMN por sus siglas en inglés) sobre D.
magna, los cuales fueron considerados como una bioacumulaciéon de SAMN en su
concentracion minima, observada en las micrografias Opticas localizadas en el exoesqueleto
de D. magna. Por otro lado, Baumann et al. 2014, lograron recubrir un nticleo de Fe3O4 con
el polimero Polivinil Pirrolidona (PVP) logrando la estabilizacion estérica superficial,
formando el sistema PVP-IONP; el diametro hidrodinimico de este sistema durante 3 dias
de estudio fue de 82 nm y la LCsp para esta poblacién fue de 9750 mg L' y la exposicién
durante 48 h. El trabajo de Zarria et al. 2023, utiliza el sistema y-Fe>O3 funcionalizado con
nanotubos de carbono (MWCNT) y diéxido de grafeno (GO), que fueron sintetizados por la
ruta de coprecipitacién quimica, para estudiar los efectos sobre D. magna de estos
nanosistemas para una exposicion durante 24 h, donde se logré el resultado de una LCso de
381.8 mg L™! para el sistema funcionalizado con MWCNTs y 0.94 mg L™! para el sistema
con GO. Por otro lado, en los ensayos de ecotoxicidad realizados por Farsi et al. 2021, con
NPs comerciales de Fe;O3 y Co0203, obtuvo resultados para 96 h de exposicién sobre D.
magna, con una LCsp de 163.21 mg L', cuando se comparé con sus NPs de C020;, se
observé que para el mismo tiempo de exposicién se logré una LCsp de 121.04 mg L'
Shariaty et al., 2020 informé NP de Fe,Os sintetizados con un tamafio inferior a 20 nm, y la
exposicion a D. magna se realizé a las 24,48, 72 y 96 h, siendo el tdltimo reportado una LCso
de 654.65 mg L', estos resultados fueron comparados con los datos obtenidos para NPs de
Si0; para ensayos con una muestra de D. magna obtenida del mismo cultivo, obteniendo una
LCsp de 1.73 mg L™, significativamente inferior a la de Fe>O3 NPs. Segitin el estudio de
Nikitin ef al. 2013, 1a LCsp en D. magna de poliestireno (PS) es de 197.35 mg L™! para un
tiempo de exposicion de 48h. Sin embargo, lo més destacado de este estudio radica en los

efectos morfofuncionales sobre D. magna. En su trabajo, se informé una reduccién en la
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capacidad de natacion de D. magna, excluyendo el control negativo y la concentracion
minima de 10 mg L™! donde no se observaron datos significativos. Ademds, disminuy6 su
actividad tréfica del 86 al 19% para concentraciones de 50 y 200 mg L ™! respectivamente.
Esta disminucion puede estar asociada a la sustitucion del alimento principal de D. magna
por microplasticos que lograron entrar por el tracto digestivo. Mattson et al. 2017 mencionan
en su articulo que D. magna puede ingerir particulas con tamafios entre 20 nm a 70 um, y el
didmetro obtenido para sus NPs hechas de Poliestireno Modificado con Aminas Cargadas
Positivamente (PAO:N) alcanzé un valor medio de 52 nm, el didmetro hidrodinamico fue de
56 nm y las concentraciones utilizadas para la exposicion a biomarcadores estuvieron entre
25y 75 mg L', donde se observé que, después de 24 h del inicio del bioensayo, la mitad de

los individuos con 75 mg L™! murieron en las primeras 13 h.

Tabla 4.6 Valores de LCso para sistemas similares que fueron aplicados a D. magna.

(n.d.= no determinado). Los valores entre paréntesis indican el didmetro MET de las NPs.

Promedio
de
tamafo .
) de Origen de la Tlempo. (,16 LCso .
Sistema . exposicion  (mg Referencia
particula NP -
en medio () LD
acuoso
(nm)
Fes04NPs (6 nm) nd.  Sintetizado 48 23 Garzcg} n al
o 1.25 - Magro et al.
* _ b
SAMN*(11 (2) nm) 5-20 Sintetizado 48 40 2018
PVP-IONP (6.1 (6 323 Sintetizado 43 9750 Baumann et al.
nm) 2014
MWCNTs- y-Fe.05 Zarria et al
(13.8 (6) nm for - n.d. Sintetizado 24 381.8 )
2023
Fex03)
GO- y-Fe205 (10.4 (2) . Zarria et al.
nm for y-Fes03) n.d. Sintetizado 24 09 2003
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Fe»03 (20 — 40 nm) n.d. Comercial 96 163.21 Farsi et al. 2021
NP-Fe;04(<20nm)  nd.  Sintetizado 48 977.24 Shag%g < al.
PS (<75 pm) n.d. Comercial 48 78.94 Nikizti)nl gt al.
PAO:N (52 nm) 56 Comercial <24 <75 Mattszsg)1n7€t al.
yFea0s (flljss (1397 530 Sintetizado 24 53337 Estatesis
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Conclusiones

e Mediante la ruta de coprecipitacion quimica se consiguid la funcionalizacién de las
NPM de y-Fe»O3 con el polimero PSS. Es decir que, esta ruta quimica es efectiva para
la sintesis de nanomateriales basados en 6xido de hierro funcionalizados, en este caso
con un polimero que dota estabilidad quimica al material. Cuando se aproxima un
imén de neodimio a la muestra en polvo obtenida pueden notarse efectos magnéticos
sobre esta, como, por ejemplo, reaccién al movimiento del imédn alrededor del tubo
porta muestra.

e La caracterizacion estructural de RV1 mediante el anélisis de la DRX indica que el
PSS no tiene un caracter cristalino debido a que no existe manifestacion del polimero
en el difractograma. El tamafio del cristalito, determinado a través del ajuste por el
método de Rietveld sobre el difractograma, es de 11.4 nm, la estructura cubica espinel
inversa no presenta cambios o modificaciones de acuerdo con el refinamiento por el
método de Rietveld. Esta estructura conserva los sitios octaédricos y tetraédricos para
los iones de Fe®".

e El tamafio de las NPs de RV1 logradas por el método de coprecipitaciéon quimica
indican que, principalmente la fase del 6xido de hierro ha conseguido formarse y tras
ser analizada por la DRX se logré identificar los principales pardmetros
cristalograficos. Por ejemplo, el tamafio del cristalito como se menciond en la
conclusioén anterior se ubica alrededor de 11.4 nm, lo cual es confirmado por la
técnica MET, cuya distribucion de didmetros se encuentra en 11 nm

aproximadamente.
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La presencia del PSS se evidenci6 con la identificacion de los modos vibracionales
en la espectroscopia Raman alrededor de 1130 cm™'y 1600 cm™! indicado en la
literatura como las deformaciones de los enlaces de carbono y la deformacién del
grupo sulfonato, caracteristicos del PSS. Esto debido al principal efecto de la
interferencia por fluorescencia que consiguen los polimeros de alto peso molecular
cuando se realiza las mediciones con fuentes de longitud de onda menor. Para este
trabajo el laser de He-Ne (633 nm) no fue suficiente para conseguir la resolucion de
todos los modos vibracionales, a pesar de poder observar los principales. En este
sentido se buscé el cambio de la fuente por una de longitud de onda de infrarrojo
cercano de 785 nm.

Cuando RV1 es sometida a la potencia total del laser para realizar el recocido de esta,
se puede apreciar, en los espectros Raman, que, entre los diferentes porcentajes de
potencia empleada, la transicion de la fase y-Fe>Os3 a la fase a-Fe>O3 se produce para
0.72 mW. Esto queda demostrado por la presencia de los modos vibracionales
caracteristicos en un espectro Raman para esta fase.

El andlisis mediante la técnica de FTIR indica la presencia del polimero PSS en las
bandas caracteristicas donde ocurren estiramientos debido a los grupos sulfénicos.
Esto es respaldado por resultados similares de trabajos previos, donde la frecuencia
de 1034 cm™! se muestra como el estiramiento del enlace O — S — O propia del PSS.
El anélisis de espectroscopia UV-Vis permitié observar las transiciones electrénicas
para la fase nano de y-Fe>Os; que se representa por el salto de °A;—*E, que se

encuentra en la posicién cerca de 370 nm de acuerdo con la literatura. La
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determinacion de la banda prohibida fue de 1.49 eV a través del diagrama de Tauc
para la banda prohibida indirecta.

La magnetizacion de saturacion de RV1 fue calculada a 300 K y se encontré un valor
de 66.06 emu g ! cercana al valor bulk de la y-Fe,O3, y para la determinacién de los
pardmetros magnéticos se empled el ajuste de Aproximacion de Saturacion (LAS)
para la muestra medida a 5 K con (FC) y sin (ZFC) la presencia de un campo
magnético externo, ademds se calcul6 la anisotropia magnetocristalina efectiva en
0.78 y 1.08 x10° J m™> para temperatura ambiente y baja temperatura,
respectivamente.

Los espectros Mossbauer de RV1 indica que los pardmetros hiperfinos se
corresponden con la estructura espinela inversa de este 6xido de hierro con los sitios
octaédricos y tetraédricos del Fe**ubicados correctamente, el R.A.A. se encuentra en
la proporcién correspondiente con la literatura cuando se realiza la medicién a 5 K.
Ademads, fue necesario afiadir un tercer subespectro a la medida de la muestra a 300
K, esto debido a que se conforma una estructura de nucleo-coraza donde los iones de
Fe* se encuentran recubriendo los sitios A y B. El modelo empleado para la
realizacion de este ajuste permitié determinar el espesor de esta coraza alrededor de
0.91 nm.

RV1 presenta un LCsp de 533.4 mg L' para los efectos considerados por 24 h de
exposicion a nuestro nanohibrido. El principal efecto sobre las D. magna se muestra
sobre el exoesqueleto, donde las NPM se han adherido a este, limitando su
desplazamiento y probablemente impidiendo la ingesta de microalgas, lo que las llevé

al deceso. Las D. magna que consiguieron sobrevivir lo hicieron al desprenderse de
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su exoesqueleto, lo que nos indica que entre el grupo seleccionado algunas se
encontraban en temporada de muda, por lo que es posible que algunos de los
individuos hayan conseguido sobrevivir a la exposicion a bajas concentraciones.

El sistema hibrido RV1 fue comparado con trabajos donde se emplea a D. magna
como biomarcador ambiental. En este sentido, nuestro sistema puede ser empleado
para trabajos de nanorremediacion por debajo del LCso obtenido. Es decir, de acuerdo
con los resultados del ajuste sigmoidal del porcentaje de mortalidad de D. magna vs
concentracion en este trabajo, se recomienda emplear una concentracion menor de
533.4 mg L' para realizar los estudios de remediacién de cuerpos de agua. Esto es
importante puesto que, entre los trabajos previos se puede dar cuenta de los efectos
que podria ocasionar una alteracion del ecosistema de las D. magna, como reduccién

de movilidad o ingesta de NPM pudiendo ser mortal para estos organismos.
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ANEXOS

Apéndice A

Certificado de Taller de Difracciéon de Rayos X y Refinamiento por el Método de

Rietveld

REGISTRO N°0170-2021-CERSEU-FCF

BN &
Universidad Nacional Mayor de San Marcos
Universidad del Peru. Decana de América

FACULTAD DE CIENCIAS FiSICAS
Centro de Responsabilidad Social y Extension Universitaria
CERSEDU

CERTIFICADO

Otorgado a:

RENZO RUEDA VELLASMIN

Por su participacion en calidad de PARTICIPANTE del Evento Académico Cientifico — TALLER FORMATIVO
ESPECIALIZADO EN DIFRACCION DE RAYOS-X Y REFINAMIENTO RIETVELD, realizado del 15 de marzo al 02 de abril de
2021,con una duracion de 20 horas: Organizado por el Grupo de Investigacién de Nanotecnologla aplicada para
Biorremediacién Ambiental, Energla, Biomedicina y Agricultura (NANOTECH) de la Facultad de Ciencias Fisicas-UNMSM:;

modalidad virtual.

. a—— Lima, m
BUSTAMANTE DOMINGLEZ Angel Frmedo ke por SAAVEORA
UNMSNM Gublonmo FAU 20145092282 soff
i s UNMSM gzt T
Fecha 16.06.2021 18:54.01 0800
Dr. f\ngcl Guillermo Bustamante Dominguez Lic. Miguel Fidencio Saavedra Juan de )
Decano - FCF Director del CERSEU- FCF
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Apéndice B

Certificado del curso de Espectroscopia UV-Visible: Conceptos y aplicaciones

REGISTRO N°0321-2021-CERSEU-FCF

3
Universidad Nacional Mayor de San Marcos
Universidad del Pert. Decana de América

FACULTAD DE CIENCIAS FiSICAS
Centro de Responsabilidad Social y Extension Universitaria

CERSEU

CERTIFICADO

Otorgado a:

RENZO RUEDA VELLASMIN

Por su participacion en calidad de ASISTENTE al CURSO DE ESPECTROSCOPIA UV-VISIBLE:
CONCEPTOS Y APLICACIONES:; realizado del 10 de Mayo al 23 de Junio del 2021 con una duracion
de 40 horas, Organizado por el Grupo de Investigacion de Nanotecnologia aplicada para
Biorremediacién Ambiental, Energia, Biomedicina y Agricultura (NANOTECH) de la Facultad de
Ciencias Fisicas—UNMSM; modalidad virtual.

Lima, setiembre 14 del 2021.

Firmado ummmeme por
BUSTAMANTE DOMINGUEZ Angel

UNMSM  Guiiero FAU 20148082262 sot oy simerts b SOLARTE
o UNMSM BSsset
Fecha: 16.00.2021 08:30:08 -05:00
Dr. Angel Guillermo Bustamante Dominguez Mg. Luis Alberto Bolarte Canals
Decano - FCF Director del CERSEU- FCF
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Apéndice C

Certificado del curso llevado de manera virtual de Estadistica Aplicada a la Tesis con

SPSS

UNIVERSIDAD NACIONAL MAYOR DE SAN MARCOS
C'N (Universidad del Peri, DECANA DE AMERICA)

CENTRO DE INFORMATICA
TECNOLOGIA QUE AVANZA, TRADICION QUE RESPALDA

Expide el presente

A RENZO RUEDA VELLASMIN
Por haber APROBADO
El CURSO VIRTUAL ESTADISTICA APLICADA A LA TESIS CON SPSS

Realizado el 12 - oct - 2021 al 04 - nov - 2021

e@i

Ing. CESAR AUGUSTO ANGULO CALDERON {
DIRECTOR e
Centro de Informatica - UNMSM e

N. © 0000072-2022-UAC-CINFO-DGSU/UNMSM Ciudad Universitaria, 21 de enero de 2022 - Lima — PERU
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Apéndice D

Constancia de capacitacion de en manejo de espectrofotémetro UV- Vis AVANTES

de alta sensibilidad.

CONSTANCIA

RENZO RUEDA VELLASMIN

En mérito a su participacion en la capacitacion Curso Teorico-Practico:
“MANEJO DE ESPECTROMETRO DE ALTA SENSIBILIDAD VIS-NIR”

Equipo: ESPECTROMETRO
Marca: AVANTES
Modelo: AvaSpec-ULS2048XL
Con una duracién de 04 horas
Llevado a cabo el 18 de enero del 2022 en las instalaciones del Laboratorio 405 del Grupo de Investigacion NANOTECH del
Instituto de Investigacion de Fisica de la “ UNIVERSIDAD NACIONAL MAYOR DE SAN MARCOS ~.

Av.Parque de Las Leyendas 210 - Of 601A San Miguel Lima - Perd AWN TES
www.warempe / contacto@warem.pe / (+51) 452-3328

enlightening spectroscopy
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Apéndice E

Constancia de participacion en calidad de asistente a la Conferencia Latinoamericana

de Aplicaciones del Efecto Mossbauer 2022 (LACAME por sus siglas en inglés).

Eiori: Sewn

XVII Latin American Conference On The Applications Of The Mossbauer Effect
UFES-Vitoria - 06™ up to 11" November 2022

We certify that Renzo Rueda Vellasmin has attended the XVII Latin American
Conference On The Applications Of The Mossbauer Effect, which took place on ~—
November 2022 at UFES.

e _—— S
Edson Passamani Caetano
On behalf of Organizing Committee
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Apéndice F

Constancia como calidad de asistencia al Primer Taller Peruano de Espectrometria
Mossbauer: Aspectos Fundamentales y Aplicaciones, realizado integramente de forma

virtual.

Firmada digkalmentz par:
UNRSM

Metiva: Servidor de

Agerte Atomatizada

Fecha: 16/08/2022 9:55:06-0500

e
N.® 0000022-2022-CERSEU-FCF/UNMSM

[

b TR
Universidad Nacional Mayor de San Marcos
Universidad del Perd. Decana de América

FACULTAD DE CIENCIAS FiSICAS
Centro de Responsabilidad Social y Extension Universitaria
CERSEU

CERTIFICADO

Otorgado a:

RENZO RUEDA VELLASMIN

Por su participacion en calidad de ASISTENTE al 1ER TALLER PERUANO DE ESPECTROMETRIA MOSSBAUER:
ASPECTOS FUNDAMENTALES Y APLICACIONES: realizado del 06 al 10 de junio del 2022 con una duracidn
de 20 horas, Centro de Responsabilidad Social y Extension Universitaria de la Facultad de Ciencias Fisicas —
UNMSM; modalidad virtual.

Lima, 16 de agosto de 2022.

]

Mag. LUIS ALBERTO BOLARTE CANALS

Dr. ANGEL GUILLERMO BUSTAMANTE DOMINGUEZ
DIRECTOR DEL CERSEU - FCF

DECANO -FCF

Esta es una copia auténtica imprimible de un doecumento electrénico archivado por la Universidad Nacional Mayor de San Marcos, aplicando lo
dispuesto por el Art. 25 de D.5. 070-2013-PCM y la Tercera Disposicion Complementaria Final del D.S. 026-2016-PCM. Su autenficidad e integridad
pueden ser contrastadas a fravés de la siguiente direccion web: https://trami ine.unmsm.edu. verific , ingresando el
nimero 0000022-2022-CERSEU-FCF/UNMSM y codigo de verificacion 5177TDC.
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