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Obtencién y caracterizacion
parcial de la proteina humana
mutante a-sinucleina G51D y
la produccién de su anticuer-
po policlonal

Resumen

La a-sinucleina (SNCA) es una proteina
que participa en la formacion de agre-
gados, cuya presencia es distintiva para
todas las a-sinucleinopatias y algunas
adicciones. Las alteraciones en el gen
que codifica la SNCA y en la sintesis de
esta proteina han sido relacionadas con
procesos de agregacion que alteran su
conformaciéon y adquieren capacidad
autoagregante, lo cual estd relacionado
con su presencia en las neuronas dopa-
minérgicas y podria ser un factor fisiopa-
tologico significativo en la progresion de
enfermedades. Una de las variantes géni-
cas mas comunes de la SNCA es la G51D,
la cual podria ser un indicador anatomo-
patolégico para enfermedades neurona-
les y adicciones de larga duracion. En el
presente estudio se exponen las técnicas
de expresion, purificacion y caracteriza-
cion de la proteina recombinante SNCA
G51D, ademas de ensayos de agregacion.
Asi mismo, se detallan las circunstancias
para la obtencion del anticuerpo de tipo
policlonal dirigido hacia la SNCA G51D.
También se realiz6 la optimizacion para
la clonacion de esta variante, utilizando
el vector pET30a, el cual nos brindd la
mayor solubilidad in silico. La proteina
recombinante permiti6 la obtencion
de un anticuerpo policlonal anti SNCA
G51D, que se caracteriz6 parcialmente y
podria ser una herramienta inmunolégica
significativa en la confirmacion de la exis-
tencia de proteinas mutantes en mues-
tras de interés.

Palabras clave: a-sinucleina; a-sinucleina
G51D; pET30a; variante genética; anticuer-
po policlonal; enfermedades neurodegene-
rativas.
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Preparation and partial cha-
racterization of the mutant
human a-synuclein protein
G51D and the production of
its polyclonal antibody

Abstract

a-Synuclein (SNCA) is an essential pro-
tein that participates in the formation of
aggregates, whose presence is distinctive
for all a-synucleinopathies and some ad-
dictions. Alterations in the gene that co-
des for SNCA and in the synthesis of this
protein have been related to aggregation
processes that alter its conformation and
acquire self-aggregating capacity, which
is related to its presence in neurons and
could be a significant pathophysiological
factor in the progression of diseases.
One of the most common SNCA gene
variants is G51D, which could be an ana-
tomopathological indicator for neuronal
diseases and long-term addictions. In the
present study, the expression, purifica-
tion and characterization techniques of
the recombinant protein SNCA G51D are
presented, as well as aggregation assays.
Likewise, the circumstances for obtaining
the polyclonal type antibody directed
towards SNCA G51D are detailed. Op-
timization was also carried out for the
cloning of this variant, using the pET30a
vector, which gave us the greatest in si-
lico solubility. The recombinant protein
allowed the obtaining of a polyclonal anti
SNCA G51D antibody, which was partially
characterized and could be a significant
immunological tool in confirming the
existence of mutant proteins in samples
of interest.

Keywords: a-synuclein; o-synuclein G51D;
pET30a; genetic variant; polyclonal anti-
body; neurodegenerative diseases.
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Obtencao e caracterizacao
parcial da proteina humana
mutante a-sinucleina G51D e
da producao de seu anticorpo
policlonal

Resumo

A o-sinucleina (SNCA) é uma proteina
que participa da formacdo de agregados,
cuja presenca é caracteristica de todas
as a-sinucleinopatias e de alguns vicios.
Alteragdes no gene que codifica a SNCA
e na sintese desta proteina tém sido re-
lacionadas a processos de agregacao que
alteram sua conformagdo e adquirem ca-
pacidade de autoagregacdo, o que esta
relacionado a sua presenca nos neurdnios
e pode ser um fator fisiopatolégico sig-
nificativo na progressido da doenca. Uma
das variantes mais comuns do gene SNCA
é o G51D, que pode ser um indicador
anatomopatologico de doengas neuro-
nais e vicios de longo prazo. No presente
estudo sdo apresentadas técnicas de ex-
pressdo, purificagdo e caracterizacdo da
proteina recombinante SNCA G51D, bem
como ensaios de agregagdo. Da mesma
forma, sdo detalhadas as circunstancias
para obtengdo do anticorpo do tipo po-
liclonal direcionado para SNCA G51D.
Também foi realizada otimizagdo para
a clonagem desta variante, utilizando o
vetor pET30a, que nos proporcionou a
maior solubilidade in silico. A proteina
recombinante permitiu a obtencdo de
um anticorpo policlonal anti SNCA G51D,
que foi parcialmente caracterizado e po-
derd ser uma ferramenta imunolégica
significativa na confirmacdo da existéncia
de proteinas mutantes em amostras de
interesse.

Palavras-chave: a-sinucleina; a-sinucleina
G51D; pET30a; variante genética; anticor-
po policlonal; doengas neurodegenerativas.
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M. Gantiva Gantiva, M. Rey Buitrago

Introduccién

La enfermedad de Parkinson (EP) es una patologia neurodegenera-
tiva cronica que afecta a diez millones de personas en el mundo. Se
incluye actualmente en el grupo de las llamadas a-sinucleinopatias:
patologias que se caracterizan por acumulacion de cuerpos de in-
clusion de agregados proteicos de a-sinucleina (SNCA) en células
del cerebro [1, 2]. La acumulacion de SNCA genera toxicidad debido
a la presencia de variantes génicas autoagregantes, a la presencia de
duplicaciones en la secuencia génica, a la expresion diferencial de
isoformas, asi como a cambios en modificaciones postransduccio-
nales [3]. Ademas, la toxicidad también esta relacionada con las in-
clusiones citoplasmaticas conocidas como cuerpos de Lewy (CL) y las
neuritas de Lewy (NL), presentes también en las a-sinucleinopatias.
Dentro de las a-sinucleinopatias se encuentran otras patologias,
como la demencia de cuerpos de Lewy, la atrofia multisistémica y
la enfermedad de Alzheimer. Todas tienen en comdn el depoésito
anormal de SNCA en el citoplasma o en las neuritas de neuronas o
de células gliales.

La enfermedad de Parkinson y la demencia de cuerpos de Lewy se
caracterizan patolégicamente por la presencia de CL y NL en dife-
rentes areas del cerebro [4, 5]. Los componentes fundamentales
de los CL y NL son agregados de la proteina SNCA. Segln diver-
sos grupos de investigacion, esta proteina podria iniciar y propagar
la EP. Por ejemplo, las mutaciones en el gen que codifica para la
SNCA producen formas autosémicas dominantes en una reducida
proporcion de casos genéticos de EP. Ademas, las duplicaciones y
triplicaciones del gen SNCA pueden provocar EP [6]. Este hallazgo
evidencia que los niveles elevados de variantes de SNCA son toxicos
y pueden acelerar la aparicion de la enfermedad. Adicionalmente,
recientes estudios sostienen que la transmision de célula a célula
de formas agregadas de SNCA posibilitaria la progresion de la EP a
diversas areas cerebrales. Estos datos demuestran la importancia
patogénica de la SNCA y muestran que es una diana importante para
tratar EP y otras enfermedades neurolodgicas de causa similar [7-9].

Por otro lado, se han hallado pruebas de alteraciones en el gen de
la SNCA en el alcoholismo [10], pues el consumo de alcohol a largo
plazo y en grandes cantidades puede causar pérdida de neuronas,
especialmente de la corteza prefrontal. Esta region cerebral esta
vinculada con el progreso y persistencia de la adiccion al alcohol, y
es probable que el dafio neurotoxico exacerbe los efectos reforzan-
tes del alcohol y dificulte su tratamiento [11, 12]. La comprension
de los procesos de regulacion de la SNCA podria ser de gran ayuda
para comprender el rol de esta proteina sinaptica fundamental en la
enfermedad y su potencial intervencion terapéutica en trastornos
adictivos, sea mediante el uso de farmacos ya empleados en otras
patologias neurodegenerativas o con nuevos medicamentos [12].

La SNCA esta involucrada en la actividad sinaptica, en la plasticidad
neuronal y en diversas funciones de las neuronas dopaminérgicas,
lo que la vincula con el sistema de recompensa cerebral, que se ve
alterado en las adicciones, especialmente en el alcoholismo [13].
La SNCA fluye entre cerebro y sangre, como un mecanismo regula-
dor, que permite su deteccion en fluidos humanos [14]. Las inves-
tigaciones muestran una expresion diferencial del gen que codifica
para dicha proteina, asociada con la busqueda y deseo compulsi-
vo de alcohol (craving) [15]. En consecuencia, la SNCA podria ser
util como biomarcador periférico de alcoholismo crénico [16]. En
nuestro grupo de investigacion encontramos resultados similares
de expresion génica en una muestra de estudiantes universitarios
colombianos que tenian problemas de consumo de alcohol [17].

En la figura 1 se puede observar un alineamiento de secuencias de
las proteinas de SNCA, donde se evidencian regiones conservadas
en diversas especies y se comparan con la secuencia 001 (silvestre
humana). Las especies presentadas muestran un sitio en comun de

cambio en un aminoacido denotado por (). En dicho sitio, la glicina
(G) cambia por acido aspartico (D), lo que para algunos autores sugie-
re que, en humanos, la presencia de glicina podria estar asociada con
riesgo de padecer algunas enfermedades neurodegenerativas [18].

CLUSTAL 0{1.2.4) multiple sequence alignment
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Figura 1. Alineamiento de seis secuencias de diferentes especies para la proteina
SNCA, descargadas de la base de datos del NCBI y alineadas con la herramienta
Clustal Omega. Los aminoacidos resaltados en el recuadro muestran la posicion
51, en donde en humanos (EMBOSS-001) se encuentra glicina (G) y en otras es-
pecies se encuentra aspartato (D). El asterisco (*) indica que en dicha posicion los
residuos son 100% idénticos; los dos puntos (:) indican posiciones en las que se
han realizado sustituciones conservativas; y el punto (.) indica sustituciones menos
conservativas.

Nuestro grupo de investigacion se ha enfocado en la identifica-
cion de los diversos efectos de la SNCA que relacionan fenotipos
y genotipos similares entre enfermedades neurodegenerativas y
adiccion al alcohol (dafo neuroloégico, genes candidatos en comdn,
entre otros). Aunque otras investigaciones han evidenciado el efec-
to toxico de las fibrillas de SNCA en la supervivencia celular en las
a-sinucleinopatias [18], el efecto exacto de las variantes de este
gen en este fendbmeno no es muy claro. En consecuencia, en el pre-
sente estudio pretendemos establecer las condiciones de expresion,
purificacion y caracterizacion de un candidato de la proteina recom-
binante SNCA mutada (G51D), que es autoagregante [19-21]. Asi
mismo, buscamos obtener su anticuerpo policlonal con el proposito
de emplearlo en el grupo de investigacion para examinar la funcion
biolégica de variantes de la SNCA con caracteristicas prionicas, en
modelos in vivo de lineas celulares de tipo neuronal. Ademas, a fu-
turo se discutiran posibles mecanismos de accion, regulacion in vivo
y blancos terapéuticos posibles [22].

Materiales y métodos

PCR para amplificacion del gen de interés y obtencién
del vector de clonacién

El gen de la SNCA mutante G51D fue sintetizado mediante el méto-
do del fosfito-triéster en fase sélida. EL gen se amplificé por medio
de una PCR convencional con iniciadores descritos en la tabla 1. Al
vector pET30a se ligd el gen producto de la amplificacion.

Tabla 1. Secuencia de los iniciadores disefiados para amplificacion del gen SNCA
(G51D).

Vector Iniciador directo 5’ - 3’ Iniciador reverso 5’ - 3’

GTTTAACTTTAAGAAGGAGA- | AGCAGCCGGATCTCAGTGGT-
TATACATATGCATCACCAC- | GGTGGTGGTGGTGCTCGAGT-
CACCATCACGACGTCTTTAT- GCGGCCGCAAGCTTTCAT-
GAAAGGCCTGAGCAAAGCG TATGCTTCCGGTTCGTAATC

pET30a

La amplificacion fue realizada con una unidad enzimatica de Taq Po-
limerasa (Thermo Fisher Scientific), MgCl2 (2,5 mM), buffer de la
ADN polimerasa (1X), dNTP’s (10 mM), agua tratada con dietilpiro-
carbonato (DEPC), iniciadores de PCR (tabla 1) y aproximadamente
50 ng del segmento del gen SNCA G51D. Los productos de PCR fue-
ron visualizados en gel de agarosa al 1% con tincion de bromuro de
etidio [21]. Se cortaron estas bandas del gel y se purificaron con el
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kit QIAquick PCR Purification (QIAGEN Inc.). A 10 pg del vector, asi
como a los 2 pL de los fragmentos de ADN, se les sometio a la accion
de 1 pL de las enzimas de restriccion (2 U/uL), Ndel e Hindlll (New
England Biolabs Inc.). La union se llevo a cabo dejando la mezcla de
reaccion durante toda la noche a 4 °Cy utilizando 0,1 pL de la ADN
ligasa de T4 (2 U/puL) (New England Biolabs Inc.) [23]. Se obtuvo el
vector llamado pET30a con la secuencia de 6xHis SNCA G51D, cuyo

esquema se muestra en la ﬁgura 2.
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Figura 2. Imagen vector pET30a donde se resaltan los elementos esenciales para
su funcionamiento, incluido el sitio de cortes multiples por enzimas de restriccion.
Tomado de [24].

El procedimiento de digestion del vector y del inserto amplifi-
cado se llevd a cabo mediante la utilizacion de las enzimas de
restriccion Ndel e Hindlll, visualizadas bioinformaticamente con
NEBcutter2, y se produjeron los siguientes cortes en la secuencia
del gen (figura 3A) y en el vector pET30a (figuras 3B y 3C). Vale la
pena destacar que colindante con el sitio multiple de clonacion se
encuentra la etiqueta de histidinas que se emplearon en la purifica-
cion del producto de expresion.

Para el disefo del iniciador directo 5’ - 3’ fue adicionado al extremo
N-terminal de la secuencia sintetizada CATATG como sitio de reco-
nocimiento para la enzima Ndel.

GTTTAACTTTAAGAAGGAGATATACATATGCATCACCACCACCATCAC
GACGTCTTTATGAAAGGCCTGAGCAAAGCG

Donde los puntos de corte son:
5’CATATG3’
3’GTATACS’

?

Para el disefio de iniciador reverso 5’ - 3’ fue adicionado al extremo
C-terminal de la secuencia sintetizada TAATGAAAGCTT codén de
parada y como sitio de reconocimiento para la enzima Hindlll.

AGCAGCCGGATCTCAGTGGTGGTGGTGGTGGTGCTCGAGTGCGGCC
GCAAGCTTTCATTATGCTTCCGGTTCGTAATC

Donde los puntos de corte fueron:

5 AAGCTT3
3'TTCGAAS’

?

Clonacién, obtencion de la variante del gen y transfor-
macion de células competentes

Previo a la fase experimental, para optimizar la expresion y la puri-
ficacion de la proteina recombinante SNCA mutante con la etiqueta
de histidinas, se probaron vectores de expresion que permitieran

Rev. Colomb. Quim., vol. 52, nro. 2, pp. 3-10, 2023
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Figura 3. A: cortes calculados para la secuencia del gen SNCA G51D con tag de his-
tidinas con enzimas de restriccion Ndel e HindlIl; B: cortes calculados para el vector
con enzimas de restriccion Ndel e HindlIl; y C: cortes calculados para el vector con el
inserto con enzimas de restriccion Mlul Y Xhol.

aumento en la solubilidad de la proteina. Posteriormente se em-
plearon programas informaticos que estimaban la solubilidad de
la proteina unida a varias etiquetas moleculares aportadas por los
vectores de expresion que fueron utilizados. Los programas utiliza-
dos para estimar la solubilidad fueron: SolPro [25], ProSo Il [26] y
ESPRESSO [27].

Se cultivé una colonia de E. coli BL21 (DE3) en agar LB y se procedio
ainocular unvial de 10 mL de caldo LB, cuyo proceso de incubacion
se llevd a cabo a 37 °C a 200 rpm aproximadamente, con una dura-
cion de 18 h. Se obtuvo el 1% de este cultivo y se inoculé en 200 mL
de LBy seincub6 a 37 °Ca 200 rpm hasta obtener una densidad 6p-
tica (DO) de 0,45 - 0,60 a 600 nm. Luego se coloco en hielo durante
20 min, posteriormente se centrifugd a 4000 rpm, a 4 °C durante 5
min, donde se desecho el sobrenadante y se resuspendi6 en buffer
(1,47 g de cloruro de calcio, 1,42 g de cloruro de magnesioy 0,32 g
de acetato de sodio en 100 mL de agua) paulatinamente hasta com-
pletar los 40 mL. Luego se centrifugd a 4000 rpm, a 4 °C durante 15
min, se desechd el sobrenadante y se resuspendio en 4 mL de buffer
estéril y frio (1,47 g CaCl, y 15 mL glicerol en 100 mL de agua). Para
finalizar, se prepararon alicuotas en tubos eppendorf de 200 Ly se
conservaron a -80 °C [28].

Para la transformacién, se emple6 un choque térmico a 200 pL de
células competentes en hielo durante 15 min, se procedi6 a la in-
corporacion de una cantidad de 5 a 15 pL del producto de la unién,
y se mantuvo la mezcla en hielo por un lapso de 10 min. Después
se produjo el choque térmico a 42 °C durante un lapso de 60a 90 s
y se restableci6 a temperatura ambiente por un periodo de 10 min.
A continuacién, se afiadi6 600 pL de caldo Luria Bertani (LB) sin
ningln tipo de antibiotico y la mezcla se almacend a 37 °C durante
una hora. Posteriormente, se procedi6 a tomar alicuotas de 50, 100
y 250 pL de las células transformadas y las mezclas se depositaron
en cajas de Petri que contenian kanamicina a una concentracion de
30 ug/ulL, se dispersaron en la superficie del medio de cultivo me-
diante una varilla de metal acodada, y se incubaron a 37 °C de 18 a
24 h [28].

Se implement6 el método de lisis alcalina para la obtencion de los
plasmidos bacterianos [23]. Después se realizd la verificacion del
inserto en los vectores extraidos y se confirmé mediante la amplifi-
cacion por PCR, asi como por perfiles de digestion del plasmido con
la enzima de restriccion EcoRV (Thermo Fisher Scientific). Se ob-
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tuvieron los perfiles de digestion del plasmido con esta enzima de
restriccion, mezclando 0,5 pL del plasmido con 0,5 pL de la enzima
(10 U/uL), 1 pL del buffer 10X de reaccién, y completando a 10 pL
con agua tratada con DEPC. En todos los casos, la visualizacion de
las amplificaciones y digestiones se realizé mediante electroforesis
en geles de agarosa teiidos con bromuro de etidio [28].

Expresion de las proteinas, lisis celular y deteccién de
las proteinas recombinantes

Se tomaron colonias de plasmidos recombinantes y se pusieron en
un medio LB con antibiotico de seleccion. Se diluy6 el cultivo 1:100
y se dejo crecer hasta que alcanzé una DO de aproximadamente 0,6
medidas espectrofotométricamente a 600 nm. Después se procedid
a la induccién de la expresion de la proteina afiadiendo IPTG (iso-
propil-B-D-1-tiogalactopiranésido) y 0,2 mM al medio de cultivo,
manteniendo la agitacion a 200 rpm y la temperatura a 37 °C hasta
alcanzar un valor de absorbancia entre 0,6 y 0,8. Para dar segui-
miento al proceso de induccion, se tomaron alicuotas de 1 mL cada
30 0 60 min. Una vez concluida la induccion, se procedi6 a recolec-
tar las bacterias mediante la centrifugacién a 6000 rpm por 15 min
a temperatura de 4 °C. Se descart6 el sobrenadante y se determin6
el peso htimedo de las células [29]. Los precipitados celulares se
resuspendieron en buffer de lisis (50 mM Tris-HCl, 50 mM EDTA
pH 8,1% SDS y 50 mM NaCl; 5 mL/g). Posteriormente se agregd
lisozima a una concentracion final de 1 mg/mL y se le agregd un
grupo de inhibidores de proteasas (1 mM AEBSF, 14 uM E64, 15 uM
pepstatin A, 40 pM bestatin, 20 uM leupeptin y 0,8 uM aprotinin,
Sigma-Aldrich). El conjunto se incubd en hielo durante 30 min con
agitacion mecanica. Una vez transcurrido este tiempo, la muestra se
sometié a 5 min de sonicacion sobre hielo (50% de amplitud, 15 s
de pulsoy 15 s de reposo) y después fue centrifugada a 12.500 rpm
durante 15 min a 4 °C, el sobrenadante (fraccion soluble o protei-
na) y el precipitado (fraccion insoluble, células lisadas o cuerpos de
inclusion) se separaron [30].

Se evaluaron los lisados de los clones inducidos mediante electro-
foresis denaturante en gel de poliacrilamida y dodecil-sulfato de
sodio (SDS-PAGE) [31], y por medio de ensayos de Western blot.
En los ensayos de inmunodeteccion, las proteinas separadas por
SDS-PAGE fueron transferidas a membranas de nitrocelulosa me-
diante el método de electro transferencia humeda [32]. En la rea-
lizacion de los Western blot se emplearon dos tipos diferentes de
anticuerpos primarios, anti etiqueta de histidinas y los anticuerpos
policlonales obtenidos en este estudio. Ademas, se utilizo el siste-
ma Biotina-estreptavidina conjugada a fosfatasa alcalina para de-
tectar la proteina recombinante [32, 33].

Purificacion, didlisis y reconcentracion de la proteina
recombinante

La fraccion soluble de cultivos E. coli BL21 (DE3) inducidos se
purifico parcialmente mediante cromatografia de afinidad a ni-
quel. Después se utilizo resina de niquel y acido nitrilotriacético
(Ni-NTA) como fase estacionaria y como fase movil, y buffer de lisis
(NaH,PO, 50 mM, NaCl 300 mM pH 8,0) con diferentes concen-
traciones de imidazol para las etapas de union a la resina, lavado
y elucion, segln las instrucciones del fabricante (QIAGEN Inc.). La
purificacion se verific6 mediante SDS-PAGE y Western blot [29],
utilizando las proteinas no unidas a la resina, lavados y eluciones
recolectadas. Por Gltimo, se realiz6 la diélisis de proteina por medio
del kit Pur-A-L-lyzer mega 6000 dialysis (Sigma- Aldrich) [33].

Estudios de agregacion de SNCA recombinante

La proteina recombinante SNCA G51D con etiqueta de histidinas
fue almacenada en agua estéril. Se prepararon alicuotas de una con-
centracion de 346 uM y se mantuvieron a -20 °C. Después se di-
luyeron en alicuotas DPBS (Dulbecco’s Phosphate-Buffered Saline

a pH 4,0) hasta una concentracion de 59 uM. Se tomd y agitd una
alicuota a 800 rpm durante 48 h a 37 °C en un termoagitador, mo-
nitoreando la DO a 405 nm (Turbidez). Graficamos la DO vs. el tiem-
po. Como comparativo se utilizé proteina SNCA humana nativa. Los
ensayos fueron realizados por triplicado. La DO present6 como la
media * SD (desviacion estandar) y para la comparacion entre la
proteina nativa y recombinante se empled la prueba paramétrica de
t para igualdad de medias.

Produccion de anticuerpo policlonal anti-proteina
mutada SNCA

Inmunizacidn, recoleccién y titulacién del suero de conejo

La proteina recombinante purificada se empled como inmunégeno
en la elaboracion de suero policlonal. Para la obtencion de anticuer-
pos contra la proteina SNCA G51D con cola de histidinas, se llevo a
cabo ensayos con dos hembras de conejo, Orhyctolagus cuniculus, de
raza New Zealand White. Se inici6 el proceso aplicando 150 ug de
proteina SNCA G51D purificada y contenida en 500 pL de eluato y
500 pL de adyuvante incompleto de Freund para lograr un volumen
total de 1 mL. En la semana cero se aplico el adyuvante completo
de Freund. El protocolo de induccién del antisuero se extendi6 a un
lapso de tiempo aproximado de 12 semanas, con dosis de recuer-
do cada tres semanas, via subcutanea en ocho sitios diferentes del
lomo del animal.

La identificacion de anticuerpos se llevo a cabo mediante el ensayo
de inmunoadsorcion ligada a enzimas (ELISA) indirecta [34], y tam-
bién los sueros obtenidos contra la proteina SNCA G51D se exa-
minaron con esta técnica. Se realiz6 el recubrimiento de los pozos
de la microplaca (Sigma-Aldrich) con 339,75 pg/mL de proteina
SNCA G51D. Se utilizd6 STCB-albumina como agente bloqueador
al 1%. Enseguida se realizaron dos lavados con PBS-T, se adiciona-
ron 200 pL de cada muestra (preinmune, después de la segunda y
después de la dltima semana inmunizacién) en diluciones seriadas
PBS-T. Después se incubaron en camara hiimeda a 37 °C por 2 h,
al cabo de las cuales se realizaron dos lavados con PBS-T; se agre-
g0 anticuerpo anti-IgG de conejo conjugado con fosfatasa alcalina
(Sigma-Aldrich,) a una dilucién 1:10000 en STCB; se incubaron a
37 °Cpor 1 hyse lavaron; y, posteriormente, se adiciono el sustrato
3,3’,5,5 tetrametilbenzidina (TMB) 100 pL/pocillo que dio lugar a
un producto de reaccion de color azul, la intensidad del color fue
proporcional a la concentracion de autoanticuerpos en la muestra.
Finalmente, se incubaron a 37 °C en la oscuridad y se afiadi6 acido
sulfiirico 2 M a cada pocillo para detener la reaccion. Esto dio lu-
gar a un color amarillo que se leyé a 450 nm en un lector de ELISA
(Dynatech international). Los datos obtenidos en las pruebas ELISA
fueron la DO a 450 nm para cada muestra de suero analizada. El
punto de corte (cut-off) se calculé como el promedio de los sueros
negativos * 2 desviaciones estandar. Cada ensayo se realiz6 por du-
plicado.

Purificacion de los anticuerpos por cromatografia de
afinidad

Se realizd cromatografia manual con columnas de vidrio y elucién
por gravedad [35]. Se pesaron 4 g de resina sepharosa 4B CNBr y
se agregaron 10 mL de solucion de bicarbonato de sodio NaHCO3
0,17 M con NaCl 150 mM, en la cual se disolvieron 20 mM del an-
tigeno (proteina recombinante purificada). Los anticuerpos se elu-
yeron mediante la adicion de 25 mL de buffer de elucion. Se midi6
la absorbancia de las fracciones obtenidas, empleando cubetas de
cuarzo (capacidad 1 mL), ajustando a cero el espectrofotometro a
280 nmy usando el tampon de elusion como blanco. Se elaboré la
grafica de nimero de tubo contra la absorbancia y se identificaron
los picos (no se presenta en este trabajo).
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Titulacién y evaluacién de los anticuerpos

Se analizaron los anticuerpos anti-proteina 6Xhis-SNCA G51D me-
diante ELISA. Con el fin de evaluar el titulo de los anticuerpos, se
emplearon diluciones del anticuerpo (1:1000) en los sueros, mante-
niendo una cantidad fija de antigeno proteina SNCA G51D (20 ng).
Para esto, se llevd a cabo la electroforesis del antigeno G51D en
un gel discontinuo de poliacrilamida bajo condiciones denaturan-
tes (SDS-PAGE). A continuacion, se realizé la transferencia del gel a
una membrana de nitrocelulosa y el anticuerpo secundario anti-IgG
de conejo, unido a peroxidasa de rabano picante (Sigma-Aldrich)
en dilucién 1:5000, se incub6 durante una hora con la membrana a
temperatura ambiental. El sistema de revelado utilizado fue a partir
de sustratos cromogénicos (4-cloronaftol o DAB), lo que a su vez
produjo un producto coloreado que se deposit6 en la membrana.

Resultados y discusion

Obtencion y clonacion de 6Xhis-SNCA G51D en el
vector pET30a

La longitud de la secuencia de aminoacidos de la variante mas co-
man de la proteina SNCA es de 140 residuos de aminoacidos, y su
secuencia en formato FASTA fue descargada de la base de datos del
NCBI (National Center for Biotechnology Information) y se detalla
a continuacion, se resalta el residuo 51 que cambia en la variante
obtenida en este trabajo:

>NP_000336.1 alpha-synuclein isoform NACP140 [Homo sapiens]

MDVFMKGLSKAKEGVVAAAEKTKQGVAEAAGKTKEGVLYVGSKTKE
GVVHGVATVAEKTKEQVTNVGGAVVTGVTAVAQKTVEGAGSIAAATG
FVKKDQLGKNEEGAPQEGILEDMPVDPDNEAYEMPSEEGYQDYEPEA

El analisis bioinformatico ha constatado una mayor solubilidad
(50%) de la proteina mutante de 6HisX-SNCA G51D, especificamen-
te en el vector pET30a (tabla 2). La solubilidad de la SNCA G51D
expresada desde los otros vectores no fue concluyente, se encon-
tré diferencias entre uno u otro programa empleado, esto puede
ser debido a la matriz de comparacion de proteinas utilizadas para
alimentar cada programa. Se empleé la secuencia primaria de la
proteina sin etiquetas, donde se pudo constatar que la expresion de
esta proteina recombinante en el sistema heterélogo E. coli implica-
ria la incorporacion como cuerpos de inclusion. Este hecho evidencio
la relevancia de incorporar las etiquetas de histidinas para obtener
la version recombinante de manera soluble [36-39], aunque su fin
principal es la purificacion, la presencia de estos residuos de ami-
noacidos polares de carga positiva aumentaron la solubilidad de la
proteina recombinante que se deseaba obtener.

Tabla 2. Prediccion in silico de la solubilidad (%) de las proteinas recombinantes
SNCA G51D usando programas bioinformaticos en linea [25-27].

Plasmido Programa Programa Programa
recombinante SolPro (%) | ProSoll (%) | ESPRESSO (%)

pCOLD SNCA G51D 53,5 66,7 48,3
pET30 SNCA G51D 60,6 70,3 50,0
pET SUMO SNCA G51D 20,3 43,3 46,1
SNCA G51D 17,7 53,7 44,5

Los segmentos de ADN producto de la clonacion del gen 6xHis-SN-
CA G51D se muestran en la figura 4, en la que se aprecia el plasmi-
do circular (carril 1), en donde se observan varias bandas debido a
las diferentes conformaciones que puede tomar la forma circular
sin cortes, que pueden tener diferentes movilidades. Luego se ve
el plasmido digerido con Xhol/Mlul y se pueden observar los dos
fragmentos (carril 2) que se habian encontrado en el analisis in silico
con el cortador via web, mostrado en la figura 3C.

La secuencia del gen de 6xHis-SNCA G51D, que fue amplificada me-
diante PCR y posteriormente sometida a digestion y ligacion, fue
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Figura 4. Electroforesis en gel de agarosa al 0,8% p/v con tincion de bromuro de
etidio. Carril 1: ADN plasmido circular. Carril 2: Plasmido digerido con Xhol/Mlul.
Carril 3: Marcador de tamafio de ADN.

clonada en el vector de expresion bacteriana pET30a, lo cual indico
la solucién mas adecuada para la proteina que se expres6. Mediante
el uso del programa NEBcutter2 [40] se examinaron las diversas en-
zimas que producian cortes en los extremos de la secuencia del gen
estudiado y que cortaban de igual manera al vector. De esta forma,
se han disefado los primeros vectores que amplificaron la secuencia
en estudio. Las caracteristicas de las enzimas seleccionadas, como
se ha observado en el disefio de iniciadores, fue Ndel e Hindlll, las
cuales cortaron la secuencia en un solo punto del gen de estudio en
su parte inicial (Ndel) y también en un solo punto en su parte final
(HindI11), asi como cortaron al vector en dos puntos con el propo-
sito de vincular el inserto correspondiente con la direccionalidad
adecuada (figuras 3A, 3By 3C). Ademas, se logré determinar la ade-
cuada incorporacion del vector, ya que las bacterias con el vector
incluido tuvieron resistencia a la Kanamicina, lo cual posibilité el
crecimiento bacteriano en presencia de Kanamicina en medio LB.

Expresion y purificacion de la proteina recombinante

La expresion proteica se verifico mediante electroforesis SDS-PAGE
del lisado celular y fracciones de la cromatografia de afinidad, te-
fidas con azul de Coomassie (figura 5). Al ser una proteina recom-
binante con una etiqueta de histidinas, se eluyeron las fracciones
de la cromatografia de afinidad con un agente competitivo como el
imidazol en concentraciones crecientes, la recuperacion de proteina
mostré mayor rendimiento entre 50 y 100 mM. Se observo una li-
gera diferencia entre la induccion con IPTG 0,3 mM a 15y 37 °C, el
rendimiento es un poco mayor a esta ultima temperatura.
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Figura 5. A: SDS-PAGE analisis de expresion SNCA G51D en BL21 (DE3). Linea M:
marcador de masa molecular. Linea O: lisado celular sin induccién. Linea 1: lisado
celular con 0,2 mM IPTG inducido a 15 °C, 16 h. Linea 2: lisado celular con 0,2 mM
IPTG inducido a 37 °C, 16 h. B: SDS-PAGE analisis de proteina 6xHis-SNCA G51D en
lisado de células enteras obtenida por cromatografia de afinidad. Linea M: marcador
de masa molecular. Linea 1: sobrenadante después centrifugacion. Linea 2: flujo no
unido. Lineas 3-5: fracciones eluidas con 50 mM imidazole. Lineas 6-8: fracciones
eluidas con 100 mM imidazol. Linea 9: fracciones eluidas con 300 mM imidazol. La
flecha negra indica la proteina de interés.

En las figuras 5 y 6 se puede observar el SDS-PAGE y el Western
blot para la reunion de fracciones recolectadas en las que se ha-
Llaba la proteina de interés. Se empleo el anticuerpo anti-His para
la identificacion de la proteina recombinante (figura 6A), aprove-
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chando su etiqueta de histidinas. Cuando se emplean los anticuer-
pos policlonales obtenidos contra 6xHis-SNCA G51D (figura 6B) se
observa una banda mas gruesa alrededor de los 15 kDa, aunque se
evidencian alguna inespecificidad en pesos moleculares menores en
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Figura 6. A: proteina 6xHis-SNCA G51D en SDS-page (izquierda) y Western blot
(derecha); carril M1: marcador SDS-PAGE (kDa) y carril M2: marcador Western blot
(usando anticuerpo Anti-His). B: membrana incubada con anticuerpo policlonal
obtenido y diluido (1:1000); carril 1: adiciéon 20 ng proteina 6xHis-SNCA G51D,
anticuerpo conejo A, segundo anticuerpo dilucion (1:5000); y carril 2: adiciéon 20 ng
proteina 6xHis-SNCA G51D, anticuerpo conejo B, segundo anticuerpo dilucion
(1:5000), exposicion de 30 s.

Se observo la expresion de una banda alrededor de 15 kDa para
6xHis-SNCA G51D. Este valor es cercano al peso molecular de nues-
tra proteina de interés. En esta investigacion se optimizo la concen-
tracion del inductor IPTG que fue de 0,2 mM y se optimizo6 la densi-
dad 6ptica a 600 nm entre 0,45 y 0,65, con una agitacion constante
de 220 rpm aprox.

Dado que la proteina se encuentra en la fraccion soluble y apro-
vechando la presencia de histidinas en el extremo amino terminal,
se llevo a cabo una purificacion directa mediante cromatografia de
afinidad con Ni-NTA. Con esta técnica de niquel para la purificacion
de la 6xHis-SNCA G51D se obtuvieron excelentes valores de rendi-
miento. Por otro lado, se utilizd la caracteristica de concentracién
(la relacion entre el cultivo inicial y el volumen de buffer de unién,
lavado y elucidn), y las condiciones de astringencia que se reflejan
en la concentracion de imidazol, en los buffers de unién, lavado y
elucion.

Con el fin de optimizar las condiciones de astringencia de la cro-
matografia de afinidad (concentracion de Imidazol en los buffe-
res de union, lavado y elucién), se optd por elaborar esquemas de
elucion escalonados, empleando bufferes de elucion con diversas
concentraciones de imidazol. Por lo tanto, observando el perfil de
los eluidos por SDS-PAGE (figura 5), se pudo obtener la proteina
recombinante con un grado de pureza superior. Para el disefio de
tales cromatografias escalonadas, se buscd realizar los lavados
caracteristicos de este proceso con un buffer que representase la
menor condicion de astringencia posible; y asi retener al maximo
la proteina 6xHis-SNCA G51D. En todos los pasos de elucion se uti-
liz6 un volumen del respectivo buffer igual al volumen de resina
empleada. En los eluidos con 50 y 100 mM de imidazol se aprecia
que la banda entre 14y 15 kDa de la proteina recombinante es muy
amplia. No se evidencia la presencia de gran contenido de bandas
inespecificas, algunas a una masa molecular menor, quiza producto
de la degradacion de la proteina de interés, pues empleando el an-
ticuerpo policlonal fabricado se observan algunas inespecifidades
en el Western blot (figura 6B). Los resultados alcanzados se deben
a diversas estrategias utilizadas para purificar la 6xHis-SNCA G51D.
Todos los ensayos realizados lograron resultados tangibles; sin
embargo, la seleccion de un esquema de elucion escalonada en una
cromatografia de afinidad a Ni-NTA, junto con ciertas modificacio-
nes en el proceso de lisis, posibilitd de manera efectiva la purifica-
cion parcial de la proteina recombinante de interés.

Estudios de agregacion de SNCA recombinante

En la figura 7 se puede apreciar el impacto a nivel in vitro de la
mutacion en la agregacion de la proteina 6Hisx-SNCA G51D, en
el cual se determind que la mutacidn estaria ejerciendo al final de
las 48 h un efecto de casi el doble de agregaciéon comparada con la
proteina silvestre, lo cual evidencia una diferencia estadisticamente
significativa (con un p = 0,05) entre el comportamiento de los dos
tipos de proteinas, pues la mutacion tendria un efecto de casi el do-
ble de agregacion comparada con la proteina silvestre. La proteina
SNCA mutante cambia su conformacion, pasa de una a-hélice a una
hoja-f, y diversos estudios demuestran que en este tipo de confor-
macion se encuentra un sitio llamado “escaleras de hebras transver-
sales” [21, 40]. En la figura 8 se puede observar el modelamiento
de las estructuras nativas de SNCA y la mutante G51D, donde se
evidencia el cambio en la estructura tridimensional de la proteina
con la introduccion del residuo de aspartato en la posicion 51.

Estudio de agregacion de a-sinucleina y mutada
G51D
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Figura 7. Estudios de agregacion de SNCA silvestre (azul) y mutada G51D (naranja).
Nivel de significancia p = 0,05.
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Figura 8. Modelo SNCA nativa (A) y modelo SNCA G51D mutante (B) obtenidos por
el servidor Swiss-Model y visualizadas con Pymol.

Produccion de anticuerpo policlonal anti 6xHis-SNCA
G51D, titulacion del suero de conejo por ELISA y en-
sayo de Western blot para los anticuerpos purificados

Después de realizar las sangrias, es decir, posterior a la inmuniza-
cion final, se hicieron ensayos de ELISA y se establecieron los titulos
de los anticuerpos (tabla 3). Los resultados de ELISA mostraron que
el titulo en el conejo A fue de 1:32K y en el conejo B de 1:256K
contra la 6xHis-SNCA G51D como se puede apreciar en el Western
blot (figura 6a).

Los resultados de ELISA que se presentan en la tabla 3 indicaron que
el titulo para el anticuerpo purificado del conejo A fue de 1:128K,
y para el conejo B de 1:128K contra la 6xHis-SNCA G51D. A mayor
concentracion de anticuerpos en la muestra, mayor fue la dilucién
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Tabla 3. Prueba de Elisa después de las inmunizaciones y del anticuerpo purificado. Diluciones orientativas de trabajo para el titulo del anticuerpo anti 6xHis-SNCA-
G51D. Lectura de OD a 450 nm. Los resultados de ELISA indicaron que el titulo del conejo A fue de 1:32K, y para el conejo B de 1:8K (valores resaltados en rojo).

Prueba de Elisa después de la segunda inmunizacion
Muestra Blk Dil 1:1K | Dil 1:2K | Dil 1:4K | Dil 1:8K | Dil 1:16K | Dil 1:32K | Dil 1:64K | Dil 1:128K | Dil 1:256K | Dil 1:512K CN
A 0,036 0,329 0,29 0,278 0,216 0,162 0,123 0,099 0,08 0,061 0,059 0,039
B 0041 | 027 | 0223 | 0,183 0,153 0,106 0,054 0,054 0,053 0,042 0,052 0,039
Prueba de Elisa después de la inmunizaci6n final
A 0,022 0,3 0,317 0,232 0,201 0,208 0,147 0,082 0,116 0,023 0,095 0,048
B 0,038 0,301 0,329 0,319 0,299 0,274 0,249 0,202 0,166 0,111 0,106 0,042
Prueba de Elisa para el anticuerpo purificado

A 0,045 0,789 0,796 0,853 0,645 0,543 0,411 0,164 0,18 0,066 0,094 0,047
0,057 0,87 0,837 0,85 0,781 0,555 0,391 0,204 0,151 0,107 0,1 0,056

Dil: dilucion

CN: control negativo
Blk: blanco

capaz de dar una reaccion positiva a la prueba. Los resultados los
expresamos con el término de “titulo” de la muestra, que esta de-
finido como el inverso de la maxima dilucién que da una reaccién
francamente positiva en esta prueba determinada. Como se observa
en la figura 6B, bajo las condiciones estudiadas el anticuerpo poli-
clonal obtenido presenta reconocimiento especifico contra la pro-
teina recombinante fabricada.

Se pudo evidenciar que el anticuerpo policlonal obtenido permiti6
el reconocimiento mediante Western blot de una banda ubicada
aproximadamente entre 14 y 15 KDa en los lisados bacterianos y
fracciones obtenidas en todas las concentraciones proteicas utili-
zadas en este ensayo (figura 6); sin embargo, se observo el recono-
cimiento inespecifico a masas moleculares menores, posiblemente
debido a la degradacion de la proteina recombinante o a un recono-
cimiento inespecifico del mismo. No hay que olvidar que el méto-
do de extraccion y purificacion por cromatografia de afinidad de la
proteina que se inoculd a los conejos se evidencid por electroforesis
PAGE, pudo contener trazas de otros antigenos del mismo peso mo-
lecular.

Finalmente, el anticuerpo policlonal dirigido contra la proteina
6xHis-SNCA-G51D permiti6 el reconocimiento de la proteina de
interés en el control de calidad (tabla 4) en dilucion 1:128 y se se-
lecciond un punto de corte que maximizara la sensibilidad y especi-
ficidad de la prueba ELISA de 2,1.

Tabla 4. Prueba de control de calidad para el anticuerpo purificado.

Anticuerpo Dilucién validada | S/valor C.O Estandar
Anti SNCA S/C.O>=1
G51D 1:128 1,82/1,28 C.0.=2,1T*NC.
S: valor de OD de la muestra.
C.O: valor limite de OD = 2,1
NC: Control negativo
Conclusiones

El estudio consisti6 en la obtencion y caracterizacion parcial de la
proteina humana mutante SNCA G51D y de su anticuerpo policlo-
nal. Se identificaron las mejores condiciones de expresion, purifi-
cacion y caracterizacion de la proteina recombinante 6xHis-SNCA
G51D. Se establecieron escenarios para la obtencion del anticuerpo
de tipo policlonal, dirigido hacia el antigeno 6xHis-SNCA G51D. Se
llevo a cabo la optimizacion para la clonacion del gen de estudio
mediante la utilizacion del vector pET30a, el cual nos brind6 la
mayor solubilidad in silico. La proteina obtenida posibilito la obten-
cion de un anticuerpo policlonal antiproteina mutada 6xHis-SNCA
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G51D, lo cual fue una herramienta inmunoldgica relevante en la
confirmacion de la existencia de proteinas mutantes en relacion con
la SNCA. Ademas, con la realizacion del estudio in vitro, se ha logra-
do demostrar la mayor agregacion de la proteina mutante obtenida.
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Adsorption of Brilliant blue
FCF (B1) and Allura Red
(R40) colorants on cocoa
shell: kinetics of the process

Abstract

The use of dyes in food industrial proces-
ses is limited due to significant pollution
in aquatic receptors from their wastewa-
ter. To address this issue, this study fo-
cused on evaluating the adsorption of
dyes Allura Red (R40) and Brilliant blue
FCF (B1) using cocoa shells (CS) as an ab-
sorbent. To achieve this, a pre-treatment
was applied, which involved washing,
grinding and drying at a temperature of
80 °C for 24 h, followed by a sieving pro-
cess. The effect of the adsorbent dose
was then analyzed and it was calculated
that the optimal dose was 4 g/L. Addi-
tionally, the effect of contact time was
studied through a kinetic analysis, all
tests were carried out at a pH level of 2.
The obtained data were fitted to kinetic
models, which allowed us to conclude
that the adsorption kinetics fit two di-
fferent models depending on the initial
solution conditions, in a range from O to
0.1512 mmol/L. Specifically, the Pseudo
Second-Order (PSO) model fitted R40,
while the Elovich model was appropriate
for B1. In summary, CS was found to be a
viable adsorbent for dyes in contamina-
ted waters.
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sorption; batch adsorption; cocoa shell.
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Adsorcién de los colorantes
azul brillante FCF (B1) y rojo
allura (R40) en cascara de
cacao: cinética del proceso

Resumen

El uso de colorantes en procesos indus-
triales alimentarios es limitado debido a
la considerable contaminacion que gene-
ran en los cuerpos acuaticos que son re-
ceptores de sus efluentes residuales. Con
el objetivo de abordar esta problematica,
se llevo a cabo un estudio enfocado en la
evaluacion de la adsorcion de los colo-
rantes Rojo allura (R40) y azul brillante
FCF (B1), utilizando cascara de cacao (CS)
como adsorbente. Para lograrlo, primero
se aplicé un pretratamiento que com-
prendié diversas etapas, tales como lim-
pieza, trituracion, lavado y secado a 80 °C
durante 24 h, seguido de un proceso de
tamizado. Después se procedid a analizar
el efecto de la dosis de adsorbente y se
determind que la dosis 6ptima del adsor-
bente era de 4 g/L. Asi mismo, se estudi6
el efecto del tiempo de contacto a través
de un estudio cinético, todos los ensayos
se llevaron a cabo a un nivel de pH de 2.
Los datos obtenidos fueron ajustados a
modelos cinéticos, lo que permitié con-
cluir que la cinética de adsorcion se ajus-
ta a dos modelos distintos dependiendo
de las condiciones de la solucién inicial,
en un intervalo que va desde O hasta
0,1512 mmol/L. Especificamente, el mo-
delo de pseudo segundo orden (PSO) se
ajusto al colorante R40, mientras que el
modelo de Elovich fue el adecuado para
el colorante B1. En resumen, la CS fue
viable como adsorbente para colorantes
en aguas contaminadas.

Palabras clave: Rojo allura; azul brillante;
adsorcion; adsorcién por lotes; cascara
de cacao.
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Adsorcao dos corantes azul
brilhante FCF (B1) e vermel-
ho allura (R40) na casca de
cacau: cinética do processo

Resumo

O uso de corantes em processos indus-
triais de alimentos é limitado devido a
consideravel contaminacdo que geram
nos corpos aquaticos receptores de seus
efluentes residuais. Com o objetivo de
abordar este problema, foi realizado um
estudo focado na avaliagdo da adsorgio
dos corantes vermelho allura (R40) e azul
brilhante FCF (B1), utilizando casca de
cacau (CS) como adsorvente. Para isso,
foi inicialmente aplicado um pré-trata-
mento que incluiu varias etapas, como
limpeza, moagem, lavagem e secagem a
80 °C durante 24 h, seguido de um pro-
cesso de peneiramento. O efeito da dose
do adsorvente foi entdo analisado e de-
terminou-se que a dose ideal do adsor-
vente era de 4 g/L. Da mesma forma, o
efeito do tempo de contato foi estudado
através de um estudo cinético, todos os
testes foram realizados em um nivel de
pH de 2. Os dados obtidos foram ajusta-
dos a modelos cinéticos, o que permitiu
concluir que a cinética de adsorcdo se
ajusta a dois modelos diferentes depen-
dendo das condicdes da solucdo inicial,
num intervalo que varia de 0 a 0,1512
mmol/L. Especificamente, o modelo de
pseudo-segunda ordem (PSO) ajustou-se
ao corante R40, enquanto o modelo
Elovich foi adequado ao corante B1. Em
resumo, o CS mostrou-se viavel como
adsorvente de corantes em aguas conta-
minadas.

Palavras-chave: vermelho allura; azul
brilhante; adsorcdo; adsor¢do em lote;
casca de cacau.
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Introduction

Artificial colorants are widely used in the food industry due to their
high stability and low cost. However, their use is increasingly res-
tricted due to the potentially toxic effects they can have on human
health [1]. Industrial wastewater is often discharged with treat-
ments that do not remove the colorants present in these matrices
[2]. The concentration of colorants can reach up to 200 ppm, as
approximately 15% of the utilized colorants are wasted [3].

Many studies have been conducted to evaluate the toxic effects of
these colorants, with particular emphasis on Brilliant blue FCF (B1),
Tartrazine and Allura Red (R40), which are among the most com-
mon ones. According to Oyewole and Oladele, prolonged exposu-
re to these colorants can lead to impairment of cardiac and renal
functions and genetic modifications [4]. The main environmental
impact, as stated by Lellis et al., is the inhibition of photosynthetic
processes that occur on the underwater surface due to the disrup-
tion of normal light penetration [5].

Various research efforts have been made to mitigate the pollution
caused by colorants, including technologies such as advanced oxida-
tive processes [6], microbiological degradation [7] and adsorption
[8]. Significant progress has been achieved with these technologies.
However, the costs and operational time remain a significant cha-
llenge that has yet to be overcome. Adsorption, despite being one
of the more traditional methods, stands out as one of the most at-
tractive approaches, particularly when using bioadsorbents, which
minimize operational costs and facilitate handling [9-11].

Bioadsorbents of agroindustrial origin have good chemical stabili-
ty and great adsorbent performance. It has generally been taken as
waste from processes where it had not been taken advantage of and
entailed a final disposal problem. Among the most used agroindus-
trial residues, with or without chemical treatment are rice husk and
ash [12], corn cob [13], husk nuts [11], sugarcane bagasse ash [14],
among others.

Cocoa shells (CS) show a good performance in the removal of con-
taminants, however, studies to remove dye mixtures are scarce. Due
to its properties and massive generation, the use of the CS can con-
tribute as an interesting alternative to environmental management
in the food industry [15].

According to Tkaczyk et al., contamination by dyes such as B1 ne-
gatively affects aquatic ecosystems [16]. This study focuses on
assessing the adsorption efficiency of B1 and R40 dyes within CS,
proposing it as an alternative for treating both agroindustrial was-
te and effluents. The primary objective is to mitigate dye-induced
pollution in wastewater by presenting a sustainable and efficient
solution for pollutant removal. The utilization of CS, as a natural
and renewable material, underscores the study's commitment to
providing an environmentally friendly alternative for the treatment
of industrial wastewater.

Materials and methods

Preparation and characterization of the adsorbent and
standard solutions

Waste CS were utilized, which had undergone pretreatment invol-

ving a size reduction stage. Subsequently, particles ranging between
0.595 to 0.841 mm in size were carefully selected. The chosen
material was thoroughly washed with distilled water to elimina-
te impurities, starches, and natural colors. Finally, it was dried for
24 hatatemperature of 80 °C and stored in plastic bags to prevent
moisture absorption. The moisture content at the end of the drying
process was measured to be 6.5%.

The reagents B1 and R40 were obtained from Sigma Aldrich. Di-
fferent synthetic solutions for B1 and R40 were prepared daily, as
explained in table 1 and stored in amber flasks. Quantification was
performed using a Thermo Scientific 60S Evolution UV/VIS spectro-
photometer at A,,,,0f 502 nm for R40 and 629 nm for B1, using a
calibration curve in a linear concentration range from 5 to 30 ppm
for B1 and from 10 to 80 ppm for R40.

The concentrations of the dyes were quantified at the beginning and
end of the adsorption experiment, using a Thermo Scientific 60 S
Evolution UV/VIS spectrophotometer at A, of 592 nm, by means
of a calibration curve in a linear concentration range between 20
and 140 mg/L of standard B1.

Point of zero charge

The pH at which the surface charge of the materials becomes neu-
tral and reaches equilibrium is known as the point of zero charge
denoted as pHzc [17]. To determine the pHzc of the adsorbent,
the methodology described by Villa was followed [18]. A volume
of 50 mL of distilled water was measured and placed into 100 mL
Erlenmeyer flasks. Subsequently, the pH of each solution was adjus-
ted within a range between 2, 4, 6, 8, and 10 units by adding either
0.1 M HCl or 0.1 M NaOH. Then, 0.5 g of the adsorbent material
sample was introduced into each of these solutions and covered
with aluminum foil. Following a 48 h period, during which the so-
lutions were continuously agitated at room temperature, the solu-
tions underwent filtration, and the final pH values of the filtrates
were reevaluated. The disparity between the initial pH values and
the final pH values was plotted against the initial pH values. The
point of intersection of the resulting curve with the x-axis, where
this disparity equates to zero, unequivocally denotes the point of
zero charge [19].

Adsorption assays

The dose of the adsorbent and the contact time were evaluated
through the kinetic study. All the experiments were carried out in
250 mL Erlenmeyer flasks, where 100 mL of B1 and R40 dye solu-
tions were placed. Aluminum foil covers were used over the flasks
to prevent photodegradation. To improve the solution's contact
with the adsorbent, an orbital shaker (Thermo Scientific) was used
at a speed of 300 rpm as Andrade et al. reported [9].

All assays were carried out in triplicate at room temperature (25 °C),
and pH 2, due to there are many studies reporting this pH as opti-
mal for achieving the maximum percentage of removal [20, 21]. The
dose of the adsorbent was evaluated using a solution with an initial
concentration of 0.1512 mmol/L for both dyes. Different doses of
CS from 0.2 to 2.0 g at 0.2 g intervals were tested over 24 h. The
temperature for all tests was set at 298 K. For the investigation of
contact time, seven mixture solutions with varying concentrations

Table 1. Composition of mixtures for adsorption assays.

Initial colorants concentrations in each mixture (mmol/L)
Colorants M1 M2 M3 M4 M5 M6 M7
R40 0.1512 0.1422 0.0708 0.1427 0 0.0690 0
B1 0.1514 | 0.0745 0.1455 (0] 0.1549 0 0.0748
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were used for each dye: mixture one (M1), mixture two (M2), mix-
ture three (M3), mixture four (M4), mixture five (M5), mixture six
(M6) and mixture seven (M7), as shown in table 1.

To determine the best contact time, capacity, and percentage remo-
val, Eq. (1) and Eq. (2) were used.

(Cp—Cp)

W

Q.= vV )

_ (Cy—C)
%R = —‘# 100 @

Where, Q. (mmol/g) is the adsorption capacity, Cy (immol/L) is

the initial concentration of adsorbate, C, (mmol/L) is the concen-
tration of the adsorbate at time t (min), V (mL) is the volume of the
solution, and w (g) is the mass of the adsorbent. R is the percentage
removal.

Kinetic study

Kinetic assays were conducted under the previously established
conditions, including a solution volume of 50 mL, 4 g/L of adsor-
bent, and concentrations ranging from 0 to 0.01512 mmol/L, with
contact times from 1 to 360 min (1, 5, 10, 15, 20, 30, 45, 60, 90,
120, 180, 240, 300, 360 min). The data obtained was fitted to non-
linear mathematical models using R Software. The kinetic models
are presented in table 2.

Table 2. Nonlinear kinetic models.

Models Equation Adjustment parameter

Pseudo Q. maximun adsorption
First-Order | @ = @.(1 —exp (k;t) capacity

(PPO) k;: First-Order adsorption

rate constant

Pseudo I a2t Q. maximun adsorption
Second-Order Q; = _ Qe capacity

(PSO) 1+ kyQ,t k,: Second-Order adsorp-

tion rate constant

1 a: chemisorption rate
Elovich Q. =—=In(1+ alt) constant
B B: surface coverage extent

k,: Bangham adsorption
rate constant
1/m: adsorption density
intensity

Bangham Qt — krtl’!m

Intraparticle kiq: intraparticle diffusion
diffusion Q; = kid t1/2 +C rate constant
(ID) C: diffusion constant

Results and Discussion
Adsorbent Dose Effect

There is a direct relationship between the amount of adsorbent and
the removal of both dyes (figure 1). As there is a higher dose of
adsorbent, the number of active sites increases, therefore there are
more spaces where these molecules can be retained [22].

This effect occurs similarly for both dyes since they are at the same
concentration. It is notorious that B1 adsorbs more than R40, which
can be attributed to the distinct chemical structures of both dyes.
B1 possesses three sulfonate groups, a charged nitrogen and a ni-
trogen with a lone pair of electrons. These functional groups are
prone to experiencing stronger intermolecular interactions with the
adsorbent [23, 24].

Rev. Colomb. Quim., vol. 52, no. 2, pp. 11-19, 2023

0.025 100
o
e & & & o o o
* : o & & & o o o
0.020 * - 80
=}
@ o
0.015 - 60
E * o °\°
H . =
Y a
< 0.010 o - 40
o
o
o
o
0.005 B g . L 20
B g
0.000 T T T T 0
0.0 0.5 1.0 1.5 2.0
Absorbent dose (g)

Figure 1. Adsorbent dosage effect on R40 and B1 adsorption onto cocoa shells.

In contrast, the R40 molecule features two sulfonate groups, and
its nitrogens are part of an azo compound. These groups exhibit
greater steric hindrance due to the aromatic rings, thereby impe-
ding a strong interaction with the functional groups of the adsor-
bent [25-27]. The %R increased faster until the dose of 4 g/L, then
variation was minimal and almost constant, for this reason, it was
established as a dose of adsorbent.

Material characterization

Fourier-transform infrared (FT-IR) spectroscopy was employed to
identify potential functional groups responsible for adsorption. As
a result, a broad signal in the range of 3200 to 3600 cm™ was ob-
served (figure 2A), corresponding to hydrogen bonding interactions
in -OH groups. Additionally, the presence of aliphatic C-H bonds
was evidenced by the signal at 2918 cm™. Vibrations of aromatic
ring C=C bonds were observed at 1601 cm™'. Furthermore, signals
recorded at 1024 cm™ correspond to angular deformations in the
C-0 bond. Taken together, these findings lead to the conclusion
that the material possesses phenolic groups, which are responsible
for the adsorption processes.

Point of zero charge

The obtained values are presented in figure 2B. The calculated pHzc
value was 7.5, this value indicates a state of charge equilibrium on
the adsorbent material, whereby pH levels above 7.5 result in a ne-
gatively charged surface, while pH levels below 7.5 lead to a posi-
tively charged surface. Notably, at pH 2.0, B1 exhibits a negative
charge in its sulfonate group, whereas R40 does not possess any
negative charges. This observation allows us to deduce that B1 is
adsorbed in larger quantities than R40.

Effect of contact time

The concentration decreased rapidly during the first few minutes,
reaching equilibrium at 120 min for M1-R40, M1-B1, M2-R40,
M2-B1, M3-R40, M3-B1 (figure 3) and for M4-R40, M5-B1, M6-
R40, M7-B1 (figure 4). In the case of M5-B1, equilibrium was rea-
ched at 150 min (figure 4B).

In the case of M1 (figures 3A and 3B), the concentrations of R40 and
B1 were equal (0.1512 mmol/L), resulting in an equal distribution
of active sites and similar maximum adsorption values (0.01248
and 0.01280 mmol/g). Both dyes showed an affinity for the adsor-
bent; however, B1 exhibited a superior adsorption capacity.

For M2 (figures 3C and 3D), the concentrations used were 0.1512
and 0.0746 mmol/L for R40 and B1, respectively. In this case, the
adsorption capacity was higher for the component with a higher ini-
tial solution concentration (R40, 0.01469 mmol/g > B1, 0.00773
mmol/g). This can be attributed to the fact that a higher number
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Figure 2. A: FTIR spectra of cocoa shells and B: point of zero charge of cocoa shells (pH at surface charge neutrality).

Figure 3. Kinetic models fitted to experimental data: Pseudo First-Order (PPO)
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Figure 4. Kinetic models fitted to experimental data: Pseudo First-Order (PPO)
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M: mixtures, R40: Allura Red, B1: Brilliant blue. A: M1-R40; B: M1-B1; C: M2-R40; D: M2-B1; E: M3-R40; and F: M3-B1.

of molecules leads to stronger interactions between the adsorbate
and adsorbent.

The same effect is observed in M3 (figures 3E and 3F), where the ad-
sorption capacity was higher for B1(0.01429 mmol/g) compared to
R40 (0.00635 mmol/g). This is because B1 concentration (0.1512
mmol/L) in M3 was higher than R40 (0.0746 mmol/L).

In assays M4 (figure 4A) and M6 (figure 4C), where only the R40 dye
was used at concentrations of 0.1427 mmol/L and 0.690 mmol/L,
respectively, the reported adsorption capacity is not significantly di-
fferent from that shown in trials M2 (figure 3C) and M3 (figure 3E),
despite the latter two being in competition with B1. This demons-
trates that the adsorption capacity of R40 is not strongly influenced
or compromised when combined with B1.

Finally, in assays M5 (figure 4B) and M7 (figure 4D) concentrations
of B1 dye at 0.1549 mmol/L and 0.0748 mmol/L were used, respec-
tively, which are similar to those employed in trials M2 (figure 3D)
and M3 (figure 3F). In these trials, a higher adsorption capacity was
evidenced. This improvement in adsorption capacity is attributed to
the presence of a single dye in each trial, which avoids competition
for active sites on the adsorbent, allowing for greater efficiency in
the adsorption process.

In figure 5 it can be observed that B1 consistently shows higher
adsorption capacity than R40 in all cases. Assay M7 shown a higher
dye removal for B1, assay M6 had a better dye removal for R40, and
the assay M2 shown a better dye removal when dyes were mixed.

Kinetic study
The fitting parameters of the Pseudo First-Order (PPO), Pseudo Se-

100 =
_Total
H R40
90 4
g 804
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: 20
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Figure 5. Comparative boxplot assays dyes removal (%).

cond-Order (PSO), Elovich, and Bangham and Intraparticle Difus-
sion (ID) kinetic models used are shown in table 3, table 4, figure
3, figure 4, figure 6 and figure 7. The goodness of fit was evaluated
using the Residual Standard Error (RSE) and the model with the
lowest RSE indicates the best fit.

The experimental data did not fit the PPO or Bangham models, as
the calculated values had higher errors (table 3). The intraparticle
diffusion model was applied to gain a deeper insight into the ad-
sorption mechanism. A proper fit of this model indicates the predo-
minant adsorption mechanism.

Rev. Colomb. Quim., vol. 52, no. 2, pp. 11-19, 2023
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Table 3. Kinetic constants of R40 and B1 dye adsorption on cocoa shells.

M1 M2 M3 M4 M5 M6 M7
R40 B1 R40 B1 R40 B1 R40 B1 R40 B1
Qe,exp (mmol/g) 0.0125 0.0128 0.0147 0.0077 0.0064 0.0143 0.0141 0.0154 0.0069 0.0084
PPO

Qe,cal (mmol/g") 0.0113 0.0124 0.0136 0.007 0.0061 0.0133 0.0134 0.0142 0.0068 0.0081
K; (min™") 0.0535 0.0247 0.0933 0.0639 0.0572 0.0415 0.0719 0.0312 0.1314 0.0433
R? 0.9034 0.9703 0.9654 0.9466 0.9819 0.9657 0.9692 0.9527 0.9536 0.9728

x> 1.54x10-6 | 6.25x10-7 | 8.78x10-7 | 3.68x10-7 | 9.66x10-8 8.87x10-7 6.88x10-7 | 1.29x10-6 | 2.39x10-7 | 2.40x10-7

PSO

Qe,cal (mmol/g) 0.0126 0.0148 0.0149 0.0078 0.0068 0.0152 0.0146 0.0162 0.0072 0.009
K> (g/mmol.min) 5.786 1.878 9.168 11.126 11.165 3.342 7.349 2.406 33.17 6.481
R? 0.9537 0.9852 0.9941 0.986 0.9955 0.9901 0.9883 0.985 0.987 0.9897

X? 7.39x10-7 | 3.12x10-7 | 1.50x10-7 | 9.63x10-8 | 2.42 x 10-8 | 2.57 x 10-7 | 2.60x10-7 | 4.09x10-7 | 6.72x10-8 | 9.06x10-8

Elovich

o (g/mmol.min) 0.003 0.0007 0.0073 0.0019 0.0013 0.0016 0.0073 0.0013 0.0198 0.0014
B (g/mmol) 454.8 287 413.6 713.4 789.3 316.3 450 3024 1128.4 610.7
R? 0.9869 0.9902 0.9718 0.9917 0.9745 0.9889 0.9684 0.9968 0.9466 0.9805

X2 2.09x10-7 | 2.06x10-7 | 7.17x10-7 | 5.71x10-8 1.36x10-7 2.87x10-7 7.05x10-7 | 8.66x10-8 | 3.30x10-6 | 1.72x10-7

Bangham

K, (g mmol/ g.min) 0.0032 0.0017 0.0051 0.0021 0.0017 0.3156 0.005 0.0028 0.0035 0.0021
A (g/mmolmin) 0.2597 0.3868 0.2131 0.2553 0.266 0.0028 0.2024 0.3155 0.1431 0.266
R? 0.9852 0.9746 0.9203 0.9553 0.9236 0.9546 0.9283 0.9815 0.9066 0.9431

x> 2.36x10-7 | 5.35x10-7 | 2.02x10-6 | 3.08x10-7 | 4.08x10-7 1.18x10-6 1.60x10-6 | 5.07x10-7 | 4.81x10-7 | 5.01x10-7

PPO: Pseudo First-Order
PSO: Pseudo Second-Order
Qe,exp: maximum adsorption capacity
Qe,cal: maximum adsorption capacity
K: First-Order adsorption rate constant
Kz: Second-Order adsorption rate constant
a: chemisorption rate constant
BB: surface coverage extent
K:: Bangham adsorption rate constant
A: adsorption density intensity
R% coefficient of determination

X2 Chi square

The graphical representation of the model Weber-Morris in func-
tion of time (t) (Qt vs. t0.5) displays three regions with linear re-
lationships (figure 6 and figure 7). This suggests that when some
stages intersect at the origin, the process is solely governed by
intraparticle diffusion. However, if the experimental data exhibits
multilinearity, it indicates that the adsorption process may be con-
trolled by multiple steps or a combination of them. Nevertheless, in
our study, none of the three stages passes through the origin. This
finding is crucial as it suggests that intraparticle diffusion does not
serve as the limiting stage in the adsorption process.

The kinetic data for R40 had a better fit to the PSO model, while B1
showed a better fit to the Elovich model. This means that both dyes
are adsorbed differently, and it could partially explain the higher
affinity of B1 for the adsorbent. However, the type of adsorption
varies depending on the initial concentrations of each dye.

On the one hand, the fact that the kinetics fit the PSO model indica-
tes that at pH 2, in R40, there are no charges present, and adsorp-
tion occurs through electrons donated by nitrogen atoms. On the
other hand, in B1, there are formal charges on the sulfonate group
that can exhibit a strong electrostatic attraction with the material.
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If it fits the Elovich model, it indicates that the process involves
chemisorption and depends on the bonds formed between the ad-
sorbate and the adsorbent. Both models are related to the type of
adsorption occurring in the process, which explains why the kinetic
data fit differently when the initial concentrations of the dyes are
changed.

Furthermore, the Elovich model is related to the heterogeneity and
activation energy of the CS surface. The parameter {3, which is re-
lated to the extent of surface coverage and activation energy [9],
showed an inverse relationship with the initial concentration of B1
in the presence of higher concentrations of R40. Thus, the presence
of a higher proportion of R40 saturates the active sites of the ad-
sorbent, preventing the accommodation of B1 molecules present in
lower amounts. This explains why the adsorption capacity is higher
for the dye with a higher concentration.

The parameter a is related to the adsorption rate and is therefore
related to the K, constant of the PSO model. Observing its values
(table 4), it can be seen that they have a direct relationship with
the initial concentrations of the dyes. Additionally, these values in-
crease even more when the dye of interest is present at a higher
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Figure 6. Weber-Morris intraparticle diffusion model adjusted to experimental data. M: mixtures, R40: Allura Red, B1: Brilliant blue. A: M1-R40; B: M1-B1; C: M2-R40; D: M2-BT;

E: M3-R40; and F: M3-B1.

concentration and with the presence (low concentration) of the
other dye. Despite the equal distribution of active sites for both
dyes, the adsorption process occurs competitively. The results ob-
tained indicate that the presence of aliphatic or aromatic OH groups
is responsible for the adsorption process. The B1 molecule, which

carries a positive charge at the tested pH levels, is favored in the ex-
periments. This preference is attributed to the interaction between
the unshared electron pairs of oxygen and the positively charged

regions in the dye’s structure.

Table 4. Kinetic constants for Weber-Morris Intraparticle Diffusion model in R40 and B1 dye adsorption on cocoa shells.

M1 M2 M3 M4 M5 M6 m7
R40 B1 R40 B1 R40 B1 R40 B1 R40 B1
Stage 1
K;s (mmol/g.min0.5) 0.00179 0.00109 0.00313 0.00137 0.00082 0.00124 0.00216 0.00160 0.00136 0.00101
C (mmol/g) 0.00039 0.00016 -0.00064 | -0.00026 | -0.00014 | -0.00015 0.00034 0.00005 0.00040 0.00007
R? 0.91472 0.99357 0.92499 0.93408 0.94341 0.97314 0.99069 0.99930 0.96632 0.97781
Stage 2
Kis (mmol/g.min0.5) | 0.00073 0.00000 0.00093 0.00043 0.00045 0.00091 0.00081 0.00085 0.00023 0.00047
C (mmol/g) 0.00381 0.01280 0.00615 0.00279 0.00195 0.00361 0.00652 0.00392 0.00504 0.00324
R? 0.95329 1.00000 0.94986 0.96825 0.92214 0.97851 0.99365 0.99555 0.89229 0.93245
Stage 3
Kis (mmol/g.min0.5) | 0.00017 0.00000 0.00018 0.00000 0.00003 -0.00001 0.00009 0.00022 -0.00005 0.00006
C (mmol/g) 0.0102 0.00000 0.01212 0.00771 0.00045 0.01443 0.01257 0.01168 0.00782 0.00736
R? 0.79127 0.00000 0.86688 1.00000 0.77771 1.00000 0.70422 0.97596 0.86903 0.85109

Kiq: intraparticle diffusion rate constant
C: diffusion constant
R%: coefficient of determination
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Figure 7. Weber-Morris intraparticle diffusion model adjusted to experimental data. M: mixtures, R40: Allura Red, B1: Brilliant blue. A: M1-R40; B: M1-B1; C: M2-R40; D: M2-B1;

E: M3-R40; and F: M3-B1.

Conclusions

It was determined that the adsorption behavior of both dyes was
influenced by their concentration. The well-fitting kinetic data with
the PSO and Elovich models suggests that the adsorption process
occurs through chemical mechanisms. This highlights the crucial
influence of each dye’s chemical structure on its adsorption capa-
city and affinity. Notably, B1 showed higher adsorption than R40 at
the same concentration, attributed to distinct chemical structures.
Both dyes exhibited similar adsorption behavior when their initial
concentrations were equal, indicating that the process occurs equa-
Lly for both. Despite this similarity, remarkably high percentages of
adsorption were achieved for the dye mixture.

This study showed that the adsorption capacity of dyes is usually
higher in single-component systems compared to two-component
systems. This is due to the different affinities presented by the dyes
with the adsorbent, resulting in competition between them and
affecting the efficiency of removal. Furthermore, it is observed that
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removal in two-component systems is influenced by the individual
percentages of the dyes in the mixtures to be treated. However, in
this study and under the specific experimental conditions emplo-
yed, it was observed that the differences in removal percentages
between single-component and two-component systems were not
as pronounced as anticipated.
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Nanocompésito basado
en microesferas de
quitosano/CF/CN como
promisorio inactivador de
Escherichia coli

Resumen

La presente investigacion plantea la
produccion de un material compuesto
basado en las nanohojas de nitruro de
carbono grafitico (g-CN) recubiertas con
nanoparticulas de ferrita de cobalto,
CoFe,0, (CF), y embebidas en quitosano
entrecruzado, con la finalidad de aplicar-
lo en procesos de inactivacion fotocata-
litica de cuerpos de agua contaminados
con bacterias, asi como en la degradacion
oxidativa de ibuprofeno, utilizando una
fuente de radiacion de 400 nmy 10 W.
El g-CN fue obtenido por descomposi-
cion térmica de melaminao ureay la CF a
partir de FeCl2.4HZO y Co(N03)2.6H20 en
medio alcalino y en presencia de g-CN. El
material obtenido fue dispersado en so-
lucion acética de quitosano y se formaron
perlas por goteo sobre solucion de NaOH
2M. Los materiales sintetizados fueron
caracterizados por difraccion de Rayos
X (DRX), espectroscopia infrarroja con
transformada de Fourier (FTIR) y micros-
copia electronica de barrido por emision
de campo (FESEM).

Elcompoésito final (quitosano/1CF5g-CN_m)
alcanzé un valor cercano al 51% de efi-
ciencia de degradacion fotocatalitica oxi-
dativa de ibuprofeno en solucién acuosa.
En cuanto a las pruebas de inactivacion
bacteriana de Escherichia coli, se alcanz6
una disminucion de hasta dos 6rdenes de
magnitud, correspondiente a un 21% al
final del proceso fotocatalitico.

Palabras clave: nanocompésitos; quito-
sano; ferrita de cobalto; nitruro de carbo-
no; fotocatalisis; inactivacion bacteriana.

Nanocomposite based on
chitosan/CF/CN beads as

a promising inactivator of
Escherichia coli

Abstract

This research proposes the production
of a composite material consisting of
nanosheets of graphitic carbon nitride
(g-CN) coated with cobalt ferrite nano-
particles (CF) and embedded in cross-
linked chitosan. The aim of the work was
to apply this material in photocatalytic
inactivation processes of water bodies
polluted with bacteria, as well as in the
oxidative degradation of ibuprofen, using
a400 nm and 10 W radiation source.
The g-CN was obtained through the ther-
mal decomposition of melamine or urea,
and CF was produced from FeCl,.4H,0
and Co(N03)2.6H20 in an alkaline me-
dium in the presence of g-CN nanosheets.
The resulting material was dispersed in an
acetic chitosan solution, forming beads
by dripping the mixture onto 2M NaOH
solution. The synthesized materials were
characterized using X-ray Diffraction
(XRD), Fourier Transform Infrared Spec-
troscopy (FTIR), and Field Emission Scan-
ning Electron Microscopy (FESEM).

The final composite (chitosan/1CF5g-CN_m)
achieved a yield close to 51% for the oxi-
dative photocatalytic degradation effi-
ciency of ibuprofen in aqueous solution.
Regarding bacterial inactivation tests of
Escherichia coli, a reduction of up to two
orders of magnitude, corresponding to
21% at the end of the photocatalytic pro-
cess, was attained.

Keywords: nanocomposites; chitosan;
cobalt ferrite; carbon nitride; photoca-
talysis; bacterial inactivation.

Nanocompésito baseado
em microesferas de
quitosana/CF/CN como
um promissor inativador
de Escherichia coli

Resumo

A presente pesquisa propde a producao
de um material composto baseado em
nanofolhas de carbono grafitico (g-CN)
revestidas com nanoparticulas de ferrita
de cobalto, CoFe,0, (CF), e incorporadas
em quitosano reticulado, com o objetivo
de aplica-lo em processos de inativacio
fotocatalitica de corpos d’agua conta-
minados com bactérias, assim como na
degradacdo oxidativa de ibuprofeno, uti-
lizando uma fonte de radiagdo de 400 nm
e10W.

O g-CN foi obtido por decomposicio
térmica de melamina ou ureia, e a CF a
partir de FeClz.4HZO e Co(NO3)2.6HZO
em meio alcalino na presenca de g-CN. O
material obtido foi disperso em solugdo
acética de quitosano, e pérolas foram
formadas por gotejamento sobre uma
solu¢do de NaOH 2M. Os materiais sinte-
tizados foram caracterizados por difragao
de raios-X (DRX), espectroscopia infra-
vermelha com transformada de Fourier
(FTIR) e microscopia eletronica de varre-
dura por emissao de campo (FESEM).

O composito final (quitosano/1CF5g-CN_m)
atingiu um valor proximo a 51% de efi-
ciéncia na degradagio fotocatalitica oxi-
dativa de ibuprofeno em solugdo aquosa.
Quanto aos testes de inativagdo bacte-
riana de Escherichia coli, observou-se uma
reducdo de até dois ordens de magnitude,
correspondendo a 21% no final do pro-
cesso fotocatalitico.

Palavras-chave: nanocompdsitos; quito-
sana; ferrita de cobalto; nitreto de car-
bono; fotocatalise; inativagao bacteriana.
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Nanocompdsito basado en microesferas de quitosano/CF/CN como promisorio inactivador de Escherichia coli

Introduccién

La contaminacién microbiana de agua potable es considerada un
enemigo silencioso porque causa la muerte de millones de perso-
nas en el mundo, esto se debe principalmente a la exposicion de
estas aguas a secreciones humanas [1]. Por ejemplo, la presencia
de la bacteria Escherichia coli en el agua potable es evidente, en ma-
yor medida, en zonas rurales donde el sistema sanitario es deficien-
te, por lo que se contaminan los rios que luego son usados para
el riego agricola, pues no existe conciencia sobre el uso de estas
aguas [2]. También se evidencia este problema en asentamientos
humanos (poblaciones recién constituidas informalmente), donde
las cargas bacterianas podrian estar contenidas en camiones cister-
na que movilizan agua a las zonas mas alejadas, en donde los siste-
mas de agua y desagiie ain no han sido implementados. Ademas,
implementar estrategias de prevencion para mantener la calidad del
agua potable no es una prioridad politica, razén por la cual algunos
investigadores desarrollan sistemas de tratamiento de agua como
irradiacion UV [3-5], cloracion [6, 7] y ozonizacion [8-10]; sin em-
bargo, se presentan ciertas limitaciones por la resistencia natural de
ciertos patogenos a dichos tratamientos, lo que ocasiona que los
tratamientos queden incompletos [11-13]. Frente a ello, se hacen
esfuerzos por innovar en tecnologias de desinfeccion y remediacion
que permitan procesos eficientes, robustos y viables econdémica y
medioambientalmente.

El incremento exponencial de la capacidad de adsorcion de mate-
riales a escala nanométrica permite su uso como una ruta alterna-
tiva en la inactivacion de bacterias. Como ejemplo se puede citar
el nanocompuesto Fe,0,/Ag, las propiedades antibacterianas de las
nanoparticulas de plata (NP-Ag), complementadas con la capacidad
de recuperacion magnética de la magnetita (Fe,0,), fueron estudia-
das frente a las bacterias Enterobacter aerogenes y Enterococcus faeca-
lis, con eficiencias al 100% [14]. A su vez, Linklater et al. estudiaron
un modelo biofisico de las interacciones entre nanoparticulas y la
membrana bacteriana y demuestran que una mayor afinidad inte-
ractiva (superficial) permite el colapso de la capa lipidica debido un
mayor estiramiento y ruptura de la membrana [15]. Por otro lado,
evaluar nanomateriales que presenten, ademas, propiedades foto-
cataliticas, incrementaria el rendimiento del tratamiento de aguas,
lo cual evitaria el uso de sustancias quimicas que produzcan, a su
vez, sub productos de mayor toxicidad. Con ello se pretende que los
procesos sean ecoamigables.

El quitosano es un biopolimero con carga positiva, obtenido por
desacetilacion parcial de la quitina (componente estructural del
exoesqueleto de los crustaceos), y constituido principalmente por
unidades de aminopolisacaridos [16, 17]. Sus caracteristicas fisico-
quimicas y estructurales le confieren una serie de propiedades ta-
les como su biocompatibilidad, biodegradabilidad y no toxicidad al
momento de formar materiales que se pueden aplicar en transporte
y liberacion de farmacos [18] y aditivo textil antimicrobiano [19].
En la literatura cientifica se ha reportado su accion antimicrobia-
na y elevada capacidad como adsorbente [20, 21]. Por ejemplo, se
observo que el quitosano presenta actividad antimicrobiana contra
patogenos gastrointestinales como Salmonella spp. y E. coli [22]. Es-
pecificamente, Ke et al. reportan la accién extracelular del quito-
sano como un proceso en el que este actlia como un quelante de
metales, evitando la absorcion de estos como nutrientes, ademas de
alterar la permeabilidad celular [23]. Estas dos propiedades combi-
nadas hacen que este material sea idoneo para la descontaminacién
de aguas con ingente carga bacteriana.

Sin embargo, las propiedades mecanicas de este biopolimero no son
las adecuadas para su reutilizacion, debido a que suelen ser afecta-
das por fenémenos de hinchamiento y ruptura. Para mejorar dichas
propiedades, se suelen agregar cargas solidas a las formulaciones,
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con la finalidad de conferir una mayor rigidez y durabilidad. Estas
cargas pueden presentar, incluso, otras propiedades que poten-
cien los efectos antimicrobianos. De este modo, la utilizacion de
materiales de carga como el nitruro de carbono grafitico (CN) y las
ferritas, con probada actividad fotocatalitica antimicrobiana [24],
potencian la actividad en el composito.

Sanmugam et al. plantean la adicion del quitosano para formar un
compésito con éxido de grafeno (OG) y diéxido de cerio (CeO,) que
exhibe excelentes propiedades antibacteriales frente a Staphylococ-
cus aureus y Escherichia coli [25]. A su vez, Su et al. adicionan NP-Ag
para formar un compésito quitosano/NP-Ag/OG que permite la ge-
neracion especies reactivas de oxigeno que desestabilizan el poten-
cial de la membrana plasmatica [26]. Por otro lado, Elemike et al.
analizan la fotodegradacion del colorante azul de metileno con un
composito a base de quitosano y 6xido de zinc (ZnO) cuyo resultado
es un aumento del 72 al 78% con la incorporacion del quitosano.
Ademas, un composito triple mejoraria un proceso de recombina-
cion del par electron-hueco, tal como lo evidencian D. Arikal y A.
Kallingal con la formacion del compésito quitosano/dxido de tita-
nio (Ti02)/6xido de magnesio (MgO) para la degradacién de colo-
rantes azo y antraquinona que fue monitoreado por espectroscopia
UV-Vis [27].

A diferencia de otros materiales fotocataliticos clasicos, como el
TiO2 o0 ZnO, las ferritas y el nitruro de carbono poseen una energia
de banda prohibida en la region del espectro visible, lo que hace que
los procesos fotocataliticos sean posibles con un menor gasto ener-
gético, utilizando luz solar o artificial. EL nitruro de carbono (g-CN)
ha atraido amplia atenciéon como material robusto, libre de metales
y activo en la luz visible; ademas, se obtiene de elementos de bajo
costo y abundantes en la tierra. Existen diversas aplicaciones foto-
cataliticas, por ejemplo, para la produccion de hidroégeno a partir de
la descomposicion del agua, para reduccion del didxido de carbono,
para degradacién de contaminantes y, recientemente explorado, la
propiedad antimicrobiana por Zhang et al. [28].

Por otro lado, las nanolaminas coloidales 2D derivadas de com-
puestos en capas tienen una morfologia de alta relacion de aspecto
con un gran tamaio lateral y un espesor ultrafino en tamafio mole-
cular. En cuanto a la actividad fotocatalitica de los materiales, las
nanolaminas 2D tienen ventajas (nicas, como una gran superficie
para proporcionar una alta densidad de sitios activos y una corta
distancia para la difusion de carga a la superficie. Por ejemplo, Yang
et al. investigaron el método de exfoliacion liquida de g-CN, a gra-
nel para obtener nanohojas en 2D [29].

El presente trabajo plantea la produccién de materiales compues-
tos basados en hidrogeles de quitosano, los cuales son embebidos
con particulas de ferrita de cobalto (CF) y nitruro de carbono gra-
fitico (g-CN), con aplicaciones en remediacion de cuerpos de aguas
contaminados con bacterias (E. coli) e ibuprofeno (contaminante
emergente) mediante proceso fotocatalitico. Se ha planteado la ac-
cion sinérgica que puede producir la aplicacion conjunta de los tres
materiales indicados. El aporte del trabajo de investigacion se basa
en la necesidad de buscar materiales biocompatibles y ambiental-
mente amigables que permitan descontaminar las aguas que llegan
a las zonas rurales de las ciudades, evitando dejar particulas sus-
pendidas del mismo material utilizado, que puedan contaminar, de
algtin modo, las aguas que pretendemos potabilizar.

Materiales y métodos
Sintesis de materiales
Sintesis de nitruro de carbono grafitico (g-CN)

La sintesis g-CN fue realizada mediante el método de conden-
sacion térmica, de acuerdo con lo reportado por Bao et al. y Fang
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et al. [30, 31]. Se utilizaron como precursores melamina (1,3,5-
triazina-2,4,6-triamina) y urea, ambos al 99% de pureza (MERCK).
La sintesis del nitruro de carbono a partir de la urea (CN-bulk_u) se
Llevd a cabo en una mufla donde se sometid a un calentamiento gra-
duado, teniendo como rango de temperatura de 250 y 350 °C hasta
que llegd a los 550 °C con una rampa de 2 °C min™" por 5 h, esto con
la finalidad de asegurar la polimerizacion. De forma similar la sinte-
sis del nitruro de carbono (CN) a partir de la melamina (CN-bulk_m)
se calcin6 a 550 °C con una rampa de 3 °C min™ por 3 h. Luego de la
calcinacion, el polvo amarillo que corresponde al nitruro de carbono
se lavo con una solucion de HNO, al 0,1% en peso y agua destila-
da para eliminar residuos alcalinos provenientes de la pirolisis de,
por ejemplo, el amoniaco, tal como Yang et al. lo mencionan [29]. A
continuacién, podemos mostrar un esquema donde se evidencia lo

expresado lineas arriba.
NH,

o

|| Calor Cond ion y adicion » N X N
/C\NH2 _NH3 > nucleofilica | )\
HoN
Urea P
; . HN N NH,
520°C-550°C 500°C-580°C 2
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Nitruro de carbono grafitico
(g-C3Ny)

Figura 1. Rutas para obtener el nitruro de carbono grafitico (g-CN).

Tabla 1. Condiciones para la calcinacion de los precursores de g-CN.

Sustrato Temperatura Tiempo Rampa de calentamiento
°0 (h) (°C min™)
Melamina 550 4 3
Urea 250 1 2
350 2
500 2

Finalmente, la obtencion del material g-CN se llevd a cabo mediante
un tratamiento alcalino de acuerdo con lo reportado por Yao et al.,
donde se utilizé un sistema de reflujo [32]. Para ello, se adicionaron
2 g de CN suspendidos en 100 mL de solucion acuosa de NaOH a
0,2 mol Ly la solucioén se llevd a una temperatura de 100 °C por
11 h. Después de enfriar a temperatura ambiente se lavo con agua
ultrapura y se centrifugd a 8000 rpm durante 10 min para retirar el
bulk de nitruro que no reaccioné. Los productos coloidales obteni-
dos se denominan g-CN_u y g-CN_m obtenidas de los CN de bulk_u
y bulk_m, respectivamente.

Sintesis del material ferrita de cobalto/nitruro de
carbono (CF/g-CN)

La formacion del material en mencion se llevé a cabo utilizando re-
laciones en peso CF/g-CN de 1/1y 1/5, identificadas como 1CF1g-
CN_m y 1CF5g-CN_m, respectivamente. Para la obtencion de
1CF1g-CN_m se siguio el método acuoso previamente reportado,
con algunas modificaciones [33]. Se disolvieron en agua cantidades
adecuadas de FeCl,.4H,0 y Co(NO,),.6H,0, se mezclaron y se com-
pletaron hasta un volumen final de 250 mL para obtener concentra-
ciones molares de 0,32 y 0,16 mol L-1, respectivamente. Se prepa-
raron 250 mL de solucién de KNO3 1,6 mol L™, la cual se transfirid a
un matraz de 1 Ly se afiadieron 2,9 g de g-CN_m. El sistema se so-
nico en 3 ciclos de 10 min al 30% de potencia. Ambas soluciones se
mezclaron en un matraz de tres bocas durante 5 min burbujeando
nitrégeno constantemente. Posteriormente se adicion6 gota a gota
solucion de KOH 2 mol L™ hasta obtener un pH de 12. El matraz se
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cerré herméticamente y se realizé un proceso térmico por 24 h a
95 °C. Las particulas se enjuagaron ocho veces con agua destilada
utilizando un iman de hierro para separar las particulas. Finalmente,
se seco en un horno de conveccion a 40 °C durante 24 h.

Para la sintesis de 1CF5g-CN_m se realizé el mismo proceso;
pero se redujeron a la quinta parte las cantidades de FeCl,.4H,0,
Co(NO,),.6H,0 y KNO,, manteniendo la misma masa de g-CN_m, y
se redujo, también, la concentracion de KOH a 1 mol L. Se toma el
producto 1CF5g-CN_m como material para la obtencion del com-
posito final.

SINTESIS DEL COMPOSITO PROCESO CATALITICO

Quitosano 2% Catalizador
Ac. Acético 1% CF/CN N
B
e >

Formacion<
de perlas

Acetona
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glutaraldehido

2M NaOH-

oo
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Figura 2. Formacion del nanocompésito quitosano/CF/g-CN.

Formacion de perlas del nanocompdsito fotocatalizador
quitosano/1CF5g-CN_m

Para la formacién de las perlas de quitosano se dispersaron 0,2 g de
1CF5g-CN_m en 100 mL de una solucién al 2% de quitosano previa-
mente disuelto en acido acético al 1% (v/v), luego se utilizé un bafio
ultrasénico por 15 min para la homogenizacion. Esta dispersion co-
loidal se adicion6 con goteo constante a 500 mL de una solucion de
NaOH 2 mol L™ para la formacion de las perlas, las cuales fueron se-
paradas de la solucién basica por filtracion. Posteriormente, las per-
las obtenidas fueron sumergidas en una solucion acetona:agua (2:1)
que contenia 1 mL de glutaraldehido, con la finalidad de entrecruzar
el material polimérico y conferirle mejores propiedades mecanicas.

Degradacion fotocatalitica del fadrmaco ibuprofeno

Para las pruebas de degradacion se utilizo una fuente de radiacion
que consta de dos leds de 10 W (marca CHANZON) con longitud
de onda proxima a 420 nm. En cada experimento se tomaron 0,2 g
del fotocatalizador y se mezclaron con 250 mL de solucién acuosa
de 15 ppm de ibuprofeno. Después de agitar durante 30 min hasta
alcanzar el equilibrio de adsorcion, la solucion se irradié bajo luz
visible para la degradacion fotocatalitica. Durante este proceso,
cada hora se tomaron 3 mL de solucién hasta culminar las 4 h, y se
us6 un filtro de membrana de 0,45 um para obtener una solucion
clarificada, para luego analizarlo con un espectrofotometro UV- VIS
(UV-1280, SHIMADZU) en la region de longitud de onda de 190-
320 nm.

Inactivacion de la Escherichia coli

Para la evaluacion de las propiedades antibacterianas del nanocom-
posito sintetizado, se cultivaron bacterias de E. coli en medio de cre-
cimiento, en un caldo de cultivo (100 mL) a 37 °C durante 16 h con
agitaciony se recogieron mediante centrifugacién (4000 rpm duran-
te 10 min). Después del lavado con una solucion de NaCl al 0,9%, las
células de E. coli se resuspendieron en una solucion salina de NaCl
(0,9%) y se obtuvo una densidad celular inicial de 10° UFC mL™. Lue-
go se anadieron 0,001 g del fotocatalizador a 10 mL de solucion de
bacterias (10° UFC mL™). La solucion mixta se agit6 a temperatura
ambiente bajo la irradiacion de luz visible (420 nm) mediante una
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ldmpara LED. Después de 0, 15, 30, 45 y 60 min de irradiacion, se
extrajo 0,1 mL de la solucidn, seguido de dilucion en serie con la so-
Lucién de NaCl (0,9%). Luego, la muestra diluida se diseminé unifor-
memente en placas Petri con un agar nutritivo y, después de incubar
a 37 °C durante 18 h, se determiné el recuento de células viables
mediante conteo visual. Todos los experimentos de desinfeccion
fotocatalitica se realizaron por triplicado.

Caracterizacién de los materiales sintetizados
Difraccién de Rayos X (DRX)

Para el analisis de DRX se utiliz6 un difractémetro de rayos X Bruker
(Bruker-8Advance, Alemania, 2017). Las condiciones de trabajo del
DRX fueron: configuracion del generador en 10 mA y 30 kV; tipo
de difractometro: Theta/Theta; material del anodo: Cu, K-Alpha1
1,54060 A; y por un lapso de 0,500 s de escaneo.

Espectroscopia Infrarroja por Transformada de Fourier (FTIR)

Se utilizé un espectrofotémetro Perkin Elmer, modelo Alpha, por
el método de reflectancia total atenuada (ATR). Por medio de esta
caracterizacion se observaron las bandas caracteristicas del g-CN
para la comparacion de los dos precursores (melamina y urea). A su
vez, realizamos una comparacion del quitosano y el nanocompésito
quitosano/1CF5g-CN_m para determinar las interacciones que se
forman.

Microscopia Electrénica de Barrido de Emisién de
Campo (FESEM)

Se utiliz6 un Microscopio Electronico de Barrido de Emision de
Campo Hitachi Su8230 (HITACHI, Japén, 2017). Las imagenes se
observaron a 3 kV utilizando un WD = 3,3 mm. Se disperso aproxi-
madamente 1 mg de CF en 25 mL de agua pura utilizando un ultra-
sonicador Branson, Ultrasonic Water Bath (EEUU), a 50 Hz durante
10 min. Después de eso, una gota de las particulas dispersas se co-
loco sobre una cinta de carbon adherida al soporte de aluminio y se
dejo secar en un desecador durante 1 h a temperatura ambiente.

Resultados y discusion
Caracterizacién de materiales sintetizados
Difraccién de rayos X

En la figura 3 se muestran los difractogramas de CN bulk sintetiza-
do a partir de dos diferentes precursores: melamina y urea (bulk-M
y bulk-U respectivamente). En ambos difractogramas (figura 3A) se
evidencian los planos de crecimiento (002) y (100) bajo los angulos
de 27,6 y 13,01° respectivamente, que corresponden a planos cris-
talino-hexagonales [34]. Seglin Tong et al., los picos con 13y 27,5°
corresponden a unidades de triazina y al apilamiento aromatico
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Figura 3. Difractograma de rayos X de A: CN de precursor melamina (bulk-M) y urea
(bulk-U); B: comparacion bulk-M y g-CN; y C: el compésito 1CF5g-CN_m.
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entre capas respectivamente [34]. En la figura 3B se muestran los
difractogramas de g-CN en comparacion con el CN bulk_m, de igual
forma se evidencia los planos (002) y (100). El pico que correspon-
de al plano (002), con angulo de 27,3°, es un reflejo de apilamiento
de las capas caracteristico de sistemas aromaticos [29]; ademas, en
la figura 3B se evidencia una disminucion en la intensidad del pico
en g-CN frente a Bulk-M, lo que demuestra claramente que la exfo-
liacion fue exitosa, hecho que se puede comprobar en la figura 5A,
que corresponde a la micrografia SEM.

El difractograma de rayos X del material 1CF5g-CN_m muestra los
picos cristalinos de la estructura ciibica centrada en las caras (FCC)
de espinela inversa (PDF Card 22-1086). Los principales picos 26
son: 30,1° (220), 35,4° (311), 43,1° (400), 53,4 (422), 56,9° (511)
y 62,5° (440). De acuerdo con la ecuacion Debye-Sccherrer el tama-
fio promedio de la cristalita es de 15 nm, este valor es calculado a
partir de la amplitud de la mitad del pico mas intenso (311), concor-
dante con el ensanchamiento de la amplitud de los picos cristalinos
resultantes, en virtud de que un pico de difraccion fino se relaciona
a tamanos mas grandes de las nanoparticulas.

Espectroscopia infrarroja por transformada de Fourier

En el espectro de CN sintetizados a partir de melamina y urea
(bulk_m y bulk_u) se identificaron bandas entre 1650 a 800 cm
que corresponden a las vibraciones de estiramiento de los enlaces
C=N y C-N pertenecientes a anillos heterociclicos, asi como una
banda a 804 cm™ que se atribuye al modo de vibracion de las unida-
des de triazina que conforman al CN [35, 36]. Aleatoriamente, utili-
zamos el CN sintetizado a partir de melamina (CN bulk_m) porque
presento las mismas caracteristicas espectroscopicas que el CN sin-
tetizado a partir de urea (CN bulk_u). Por lo tanto, no existen dife-
rencias entre las nanohojas sintetizadas a partir de melaminay urea.
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Figura 4. Espectro de FTIR de A: CN bulk_m (precursor melamina) y CN bulk_u (pre-
cursor urea); y B: quitosano y quitosano/1CF5g-CN_m.

En la figura 4B se presenta el analisis espectroscopico para el com-
posito quitosano/CF/CN en comparacion al quitosano puro. El pico
alrededor de 3445 cm se atribuye a la vibracion de estiramiento de
los grupos amino (-NH,) e hidroxilos (-OH) presentes en el quito-
sano. La disminucién en la intensidad de este pico, en el nanocom-
posito quitosano/1CF5g-CN_m, se debe a la reaccion de los grupos
amino (-NH,) del quitosano con el grupo carbonilo del glutaraldehi-
do (figura 6B), hacia la formacion de enlaces imina (N=C) presentes
alrededor de 1640 cm™ [37]. El pico en 2877cm™ corresponde al
enlace C-H presente en el biopolimero. Los picos alrededor de 1591
y 1654 cm™' se atribuyen a los grupos amino del quitosano. Final-
mente, en 1067 cm™ se atribuye a la vibracion de estiramiento del
grupo C-O-C [20, 38].

Por otro lado, el analisis espectroscopico del compoésito muestra
un mayor predominio de los picos de intensidad correspondientes
al nitruro de carbono [39]. Los dos picos alrededor de 1232y 1430
cm-1 al estiramiento de los grupos C-N presentes en los anillos
aromaticos, mientras que a 808 cm™ pertenece al modo anillo de
la triazina que corresponde al heterociclo condensado de CN [40].

Microscopia electrénica de barrido

La figura 5 muestra las imagenes SEM de los materiales formados.
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En la figura 5A se observan las nanohojas de g-CN_m en forma de
escamas que previamente se exfoliaron con NaOH. La figura 5B fo-
caliza las nanoparticulas esféricas de la ferrita de cobalto (CF) (las
cuales estan soportadas sobre las nano hojas de g-CN_m) con un
tamaiio promedio de 94,5 + 10 nm. Finalmente, en las figuras 5C y
5D se muestra la morfologia del material TCF5g-CN_m en dos mag-
nificaciones diferentes y se evidencia la presencia de los dos mate-
riales con eficiente interaccion entre ellos.

oy

BRSO ' ' ' iGohm b 1 oy *500 .~j
Figura 5. Micrografia SEM de A: nano hojas de g-CN_m; B: nanoparticulas de CoFe,O

(CF) (soportadas sobre g-CN_m); y Cy D: material 1CF5g-CN_m.

4

La figura 6A muestra las perlas formadas del fotocatalizador pro-
piamente dicho, el nanocomposito final: quitosano/1CF5g-CN_m,
en comparacion con las de quitosano puro. La formacion de las
perlas se da por la capacidad de entrecruzamiento del quitosano
en presencia de glutaraldehido, mediante la formacion de enlaces
iminas o también llamados base de Schiff entre una amina prima-
ria, presente en el quitosano, y un grupo aldehido proveniente del
glutaraldehido (figura 6B) [41, 42]. Esta formacion permite que las
cadenas poliméricas se entrecrucen y formen armazones esféricos
(perlas) que permiten la retencion de materiales en su interior y en
la superficie. Esta capacidad fue utilizada para poder incorporar a la
mezcla el material TCF5g-CN_m.
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Figura 6. A: imagen a escala milimétrica de las perlas de quitosano y nanocompésito
quitosano/1CF5g-CN_m. B: proceso de entrecruzamiento de las unidades polimé-
ricas.
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Aplicaciones fotocataliticas

Degradacién fotocatalitica de fdrmaco ibuprofeno

La actividad fotocatalitica se realizé por fotodegradacion del ibu-
profeno. La figura 7A muestra la fotdlisis del ibuprofeno para veri-
ficar la posible degradacion debida a la radiacion visible (a partir de
400 nm). Se observa una leve disminucion de los picos de absorcion
que sugieren una degradacion casi despreciable. Esto hace inferir
que el ibuprofeno puede considerarse bastante estable bajo la luz
visible (420 nm). De manera similar al sistema anterior, se probd la
fotocatalisis (figura 7B), donde se muestra la fotodegradacion del
ibuprofeno empleando las nanohojas de g-CN_m, se observa un au-
mento ligero en la degradacion del farmaco, pero aln resulta poco
significativa. Esto puede deberse a que, a pesar de que el nitruro de
carbono puede absorber luz en el rango visible (a partir de 400 nm),
también presenta algunas desventajas, tales como la recombinacion
del par electron-hueco fotogenerados, ademas de presentar un band
gap (2,7 eV) estrecho [28].
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Figura 7. Espectros de absorbancia UV- Visible del ibuprofeno. A: sin catalizador,
B: con nanohojas de g-CN_m, y C: quitosano/1CF5g-CN_m después de diferentes
tiempos de irradiacion.

De manera similar al sistema anterior, se probd con el nanocom-
posito fotocatalizador quitosano/1CF5g-CN_m irradiando con luz
visible (420 nm) donde se muestra las absorbancias en la figura 7C,
alcanzando un valor de hasta 51% de degradacion del contaminante
emergente. El significante porcentaje de degradacion se debe a la
mejora en la separacion del par electron-hueco que se da en la inter-
faz de g-CN_m y CF. Esto permite, ademas, que los electrones y hue-
cos generados puedan ser transferidos en ambos materiales, aumen-
tando la eficiencia de los radicales generados (OH y 02—) [28,43,44].

Para determinar el porcentaje de mineralizacion se realizaron medi-
das del carbono organico total (TOC) con un analizador TOC-LCPH/
CPN (Shimadzu). El porcentaje de mineralizacion se calculo de
acuerdo con la siguiente ecuacion:

[coT], — [cOT],
[coT],
Donde [COT ], (mg L™") es el carbono organico total de la solucion
inicial y [COT ], (mg L") es la concentracion de carbono organico al

tiempo t de reaccion.

x 100 (M

% de mineralizacion =

En la figura 8 se puede mostrar la comparacion del porcentaje de
degradacion del ibuprofeno empleando la técnica espectroscopica
UV-Vis con las medidas del carbono organico total (TOC).
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Figura 8. Porcentaje de degradacion y mineralizacion empleando la técnica espec-

troscopica UV-Vis y mediciones del carbono organico total (TOC), respectivamente.

A diferencia de lo reportado por Wang et al., que solo alcanza a de-
gradar un 20% después de 4 h de irradiacion UV-Vis, empleando
solo como fotocatalizador al nitruro de carbono (CN) bulk [46], en
la figura 8 se puede evidenciar que la degradacion del ibuprofeno
alcanza un 50% donde se empleo el nanocompdsito fotocatalizador
quitosano/1CF5g-CN_m. Segun lo reportado por Chen et al. esta
amplia diferencia en la degradacion se debe a que las nanohojas
de nitruro de carbono (CN) presentan una mayor area superficial
especifica que el nitruro de carbono (CN) bulk, lo que genera un
aumento de los sitios activos y, a su vez, exhibe una mayor transfe-
rencia de carga permitiendo una mejor eficiencia en la degradacion
del farmaco acorde con lo reportado [45]. Ademas, en otro estudio
realizado por Wang et al., logran una heterounién de nitruro de car-
bono con nanohojas de Bi,WO,, logrando degradar ibuprofeno alre-
dedor del 95% por 1 h [46]. El fotocatalizador sintetizado a base de
quitosano/1CF5g-CN_m mostré un efecto positivo en la mejora de
la degradacion comparado al nitruro de carbono bulk.

Inactivacion fotocatalitica de la bacteria E-coli

Los resultados del recuento de UFC en placas de agar, después de
18 h de incubacién y 60 min de iluminacion, muestran que el nd-
mero total de bacterias sobrevivientes en las muestras tratadas se
reduce notablemente a aproximadamente dos 6rdenes de magnitud
(figura 9). En comparacion con el estado inicial, el porcentaje de
células viables disminuye gradualmente tras la iluminacién durante
30, 45 y 60 min, lo que da como resultado un 21% al final del pro-
ceso. La tendencia puede mejorar a lo largo del tiempo, aun usando
la ldampara LED de baja intensidad con potencia de 50 W y longitud
de onda cercana a 420 nm.
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Figura 9. A y B: iméagenes de formacion de colonias obtenidas del control y 90 min
después de la irradiacion con la lampara LED y el nanocompésito fotocatalizador
quitosano/1CF5g-CN_m; C: concentracion de E-coli como funcion del tiempo du-
rante la fotocatalisis; y D: pseudo cinética de primer orden del nanocompésito
quitosano/1CF5g-CN_m.

Segun la literatura, los compdsitos utilizados pueden producir una
serie de especies reactivas para inactivar bacterias como electrones,
huecos y especies reactivas del oxigeno (ROS) que incluyen O,-, OH
y H,0, a través de la transformacion de O, en una via reductora en
condiciones aerdbicas [47, 48]. Esto explicaria la eficiencia en la in-
activacion de E. coliy degradacion fotocatalitica oxidativa de ibupro-
feno. Adicionalmente a las actividades de CF en la separacion del par
electrén-hueco mencionados anterioremente, se hainformado espe-
cificamente que los nanomateriales g-CN pueden presentar especies
que afectan la degradacién de acuerdo al siguiente orden de especies
oxidativas: huecos > aniones superoxidos > electrones [49, 50, 51].

Conclusiones

Se logro sintetizar los materiales que conforman el nanocomposito
quitosano/1CF5g-CN_m y caracterizarlos a través de técnicas como
DRX, SEM, FTIR. La DRX dio cuenta de los picos principales de di-
fraccion, se encontré que la estructura corresponde con la ferrita
de cobalto (espinela inversa) y obtuvimos un tamafio de cristalita
de 15 nm. El material compuesto obtenido presenta caracteristicas
fotocataliticas con potencial aplicacion para procesos de remedia-
cion y recuperacion, debido a las propiedades magnéticas que le
confiere la ferrita de cobalto. En cuanto a la actividad fotocatalitica
del material, a longitudes de onda cercanas al visible (420 nm), pre-
senta promisoria eficiencia para la remocion y tratamiento de con-
taminantes. La inactivacion de bacterias present6 una cinética muy
favorable de pseudo-primer orden al trabajar con una lampara de
mediana intensidad (50 W) durante 60 min, se observd una dismi-
nucion de hasta dos 6rdenes de magnitud, llegando hasta un 21%.
Las pruebas cataliticas frente al farmaco ibuprofeno alcanzaron
hasta un 50% de degradacion en las primeras 4 h. Estos resultados
nos sugieren una aplicacion potencial in situ para el tratamiento de
aguas residuales para su posterior uso en zonas rurales, las cuales
pueden presentar una carga bacteriana alta, y de aguas residuales
de hospitales que presentan una elevada carga de medicamentos,
donde el ibuprofeno es uno de los mas utilizados.
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Conocimiento de enferme-
dades virales terapéuticas:
aplicacion de SWCNT en la
administracion de farmacos

Insight therapeutic viral
diseases: application of
SWCNT in drug delivery
method

Conhecimento de doencas
virais terapéuticas: aplicacao
de SWCNT na administracao
de medicamentos

Resumen

Abstract

Resumo

En este trabajo se ha evaluado el farmaco Nir-
matrelvir para tratar el coronavirus utilizando
como método de administracion de farmacos
la adsorcion en la superficie de nanotubos de
carbono de pared simple (SWCNT), debido
al principio de transferencia directa de elec-
trones, la cual ha sido estudiada mediante el
método de la teoria funcional de la densidad
(DFT). Por lo tanto, se ha implementado el mé-
todo CAM-B3LYP/6-311+G (d,p) para estimar
la susceptibilidad de los SWCNT para adsorber
Nirmatrelvir mediante resonancia magnética
nuclear y parametros termodinamicos. Ade-
mas, el modelo de Onsager ha influido en los
datos de resonancia magnética nuclear y en
el blindaje quimico de los 4tomos de carbono
(C), nitrégeno (N), oxigeno (O) y flior (F) en
el complejo Nirmatrelvir-(5,5) sillon SWCNT.
También se ha delineado el potencial eléctrico
de resonancia cuadripolar nuclear para algunos
atomos de C, N, O y F en el proceso de adsor-
cién de Nirmatrelvir en el (5,5) sillon SWCNT
que ha sido calculado por CAM-B3LYP/EPR-III,
6-311+G (d,p). Este estudio sugiere que la
combinacion de nanotubos de carbono (CNT) y
Nirmatrelvir puede ofrecer una féormula viable
para la administracion de farmacos, respalda-
da por calculos de mecanica cuantica y propie-
dades fisicoquimicas de la resonancia cuadru-
polar nuclear (RCN), la resonancia magnética
nuclear (RMN), el infrarrojo (IR) y enfoques
ultravioleta/visibles (UV-VIS). En este trabajo,
se emplearon farmacologia en red, analisis de
metabolitos y simulacion molecular para di-
lucidar la base bioquimica de los efectos pro-
motores de la salud del Nirmatrelvir en la ad-
ministracion de farmacos con CNT. Los datos
explican que la viabilidad de utilizar SWCNT
y Nirmatrelvir se convierte en la norma en el
sistema de administracion de farmacos, lo que
se ha logrado mediante célculos cuanticos de-
bido a las propiedades fisicoquimicas.

In this work, the drug Nirmatrelvir has been
evaluated to treat coronavirus by adsorption
on the surface of single-walled carbon nano-
tube (SWCNT) as a drug delivery method due
to the principle of direct electron transfer,
which has been studied by density functional
theory (DFT) methods. Therefore, the theo-
retical level CAM-B3LYP/6-311+G (d,p) has
been achieved to estimate the susceptibility of
SWCNT to adsorb Nirmatrelvir using nuclear
magnetic resonance and thermodynamic para-
meters. Furthermore, Onsager’s model has in-
fluenced nuclear magnetic resonance data and
the chemical shielding of carbon (C), nitrogen
(N), oxygen (0), and fluorine (F) atoms in the
Nirmatrelvir-(5,5) armchair SWCNT complex.
Moreover, the nuclear quadrupole resonance
electric potential has been outlined for some
C, N, O and F atoms in the adsorption process
of Nirmatrelvir on the (5,5) armchair SWCNT
which has been calculated by CAM-B3LYP/
EPR-IIl, 6-311+G (d,p). This study suggests
that combining carbon nanotube (CNT) and
Nirmatrelvir may offer a viable formula for
drug delivery, supported by quantum me-
chanics computations and physicochemical
properties of nuclear quadrupole resonance
(NQR), nuclear magnetic resonance (NMR),
infrared (IR), and ultraviolet/visible (UV-VIS)
approaches. In this work, network pharma-
cology, metabolite analysis, and molecular
simulation were employed to elucidate the
biochemical basis of the health-promoting
effects of Nirmatrelvir in drug delivery with
CNT. The data explains that the feasibility of
using SWCNT and Nirmatrelvir becomes the
norm in the drug delivery system, which has
been achieved by quantum calculations due to
the physicochemical properties.

Neste trabalho, o medicamento Nirmatrelvir
foi avaliado para tratar o coronavirus atra-
vés da adsor¢do na superficie de nanotubos
de carbono de parede (nica (SWCNT) como
método de administragdo de medicamentos,
devido ao principio da transferéncia direta
de elétrons, que foi estudado usando méto-
dos da teoria da densidade funcional (DFT).
Portanto, o método CAM-B3LYP/6-311+G
(d,p) foi implementado para estimar a susce-
tibilidade do SWCNT para adsorver o Nirma-
trelvir usando ressonancia magnética nuclear
e parametros termodindmicos. Além disso, o
modelo de Onsager influenciou os dados de
ressondncia magnética nuclear e a blindagem
quimica dos 4tomos de carbono (C), nitrogénio
(N), oxigénio (O) e fltior (F) no complexo Nir-
matrelvir-(5,5) armchair SWCNT. O potencial
elétrico de ressonancia quadrupolo nuclear foi
delineado para alguns dtomos de C, N, O e F
no processo de adsor¢ao de Nirmatrelvir na
armchair (5,5) SWCNT que foi calculado por
CAM-B3LYP/EPR-III, 6-311+G (d,p). Este es-
tudo sugere que a combina¢ao de nanotubos
de carbono (CNT) e Nirmatrelvir pode ofere-
cer uma formula vidvel para administragao
de medicamentos, apoiada por calculos de
mecanica quéantica e propriedades fisico-qui-
micas de ressondncia quadrupolo nuclear
(RQN), ressonancia magnética nuclear (RMN),
infravermelho (IV) e abordagens ultravioleta/
visivel (UV-VIS). Neste trabalho, farmacologia
de rede, analise de metabdlitos e simulagao
molecular foram empregadas para elucidar a
base bioquimica dos efeitos promotores da
salide do Nirmatrelvir na administracao de
medicamentos com CNT. Ou seja, os dados
explicam que a viabilidade do uso de SWCNT
e Nirmatrelvir passa a ser a norma no sistema
de entrega de medicamentos, o que tem sido
alcancado por calculos quanticos devido as
propriedades fisico-quimicas.

Palabras clave: Nirmatrelvir; COVID-19;
nanotubo de carbono de pared simple;
(5,5) nanotubo de sillon.

Keywords: Nirmatrelvir; COVID-19; sin-
gle-walled carbon nanotube; (5.5) arm-
chair CNT.

Palavras-chave: Nirmatrelvir; COVID-19;
(5.5) armchair CNT.
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Conocimiento de enfermedades virales terapéuticas: aplicacion de SWCNT en la administracién de farmacos

Introduccién

La aparicion de un nuevo coronavirus, conocido como SARS-CoV-2,
condujo a la pandemia de COVID-19. Desde el primer caso repor-
tado en Wuhan, China, en diciembre de 2019, nuevas pruebas des-
cubiertas por médicos e investigadores de todo el mundo han ayu-
dado a arrojar algo de luz sobre la patogénesis de la enfermedad y
la naturaleza del virus en si [1-7]. Posteriormente, la disponibili-
dad de nueva informacion impulsé cambios en las estrategias para
prevenir la transmision del virus, asi como al desarrollo de vacunas
preventivas y candidatos a farmacos terapéuticos [8-17]. El distan-
ciamiento fisico obligatorio, la higiene de manos y, posiblemente,
el uso adecuado de equipo de proteccion personal, incluido el uso
de una mascarilla quirtrgica, siguen siendo la forma mas efectiva
de controlar la propagacion de la enfermedad, y la mayoria de los
paises que adoptaron tales medidas informaron cierto éxito en fre-
nar la propagacion de la enfermedad [18-21]. Actualmente existe
un tratamiento o vacuna no confiable disponible para combatir el
SARS-CoV-2 [22-39].

El Nirmatrelvir (PF-07321332), con férmula CisH1sF3N20s, es un
inhibidor de la proteasa oral que es activo contra la M"*°, una pro-
teasa viral que desempefia un papel esencial en la replicacion del
COVID-19 al escindir sus dos poliproteinas virales [40-49].

La nanomedicina en la administracion de farmacos tiene como ob-
jetivos lograr una mejor administracion de farmacos insolubles en
agua, la administracion de farmacos de macromoléculas grandes a
los sitios de accion intracelulares, y la administracion conjunta de
dos o mas farmacos o agentes terapéuticos para un remedio com-
binado [50-54].

Los nanotubos con sus propiedades intrinsecas se han considera-
do candidatos potenciales para la administracion de farmacos. Los
extremos tapados de los nanotubos pueden abrirse mediante oxi-
dacion, lo que permite la insercion de moléculas de interés dentro
del nanotubo. Los nanotubos de carbono (CNT) pueden penetrar
facilmente en las células y liberar medicamentos directamente al
citoplasma o al nucleo. Los nanotubos se ajustan a una posicion
perpendicular a la membrana celular durante la absorcion, perfo-
rando y difundiendo a través de la bicapa lipidica para ingresar al
citoplasma [55-63].

Nirmatrelvir

Figura 1. Adsorcion de Nirmatrelvir sobre la superficie del (5,5) sillon SWCNT en
medio acuoso.
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En esta investigacion nos hemos centrado en el farmaco Nirmatrel-
vir adsorbido en la superficie de un (5,5) nanotubo de carbono de
pared simple (SWCNT) tipo sillén, en medio acuoso, para prevenir la
actividad de COVID-19 (figura 1).

La estructura de Nirmatrelvir se ha investigado en este estudio como
unfarmacorelativamenteestable paralaadsorcionenlasuperficiedel
(5,5) sillon SWCNT (figura 1) [64, 65]. Por lo tanto, se han implemen-
tado una serie de enfoques teoricos cuanticos que incluyen métodos
de la teoria funcional de la densidad (DFT) para encontrar la coor-
dinacion optimizada del complejo Nirmatrelvir-(5,5) sillon SWCNT
utilizando el programa Gaussian 16, Revision C.01 (figura 1) [66].

Con la creciente importancia de las plataformas de biodeteccion
basadas en nanotecnologia en la practica clinica, los estudios que
demuestran la aplicabilidad y utilidad en el diagnoéstico de virus de
ARN han aumentado sustancialmente. En este articulo se puede
observar que estos biosensores basados en nanotecnologia segura-
mente desempefaran un papel indispensable en el diagnéstico efi-
ciente y conveniente de la infeccion por SARS-CoV-2. Se prevé que
estos dispositivos biomédicos, al ser confiables y econdomicamente
viables, brinden conjuntos de herramientas rapidas, convenientes y
faciles de usar masivamente.

Materiales y métodos

La DFT demuestra ser un método ventajoso para predecir siste-
mas quimicos y para comprender sus similitudes y diferencias con
otros métodos computacionales empleados [67-70]. En este estu-
dio, la coordinacion geométrica se ha optimizado en el marco de
la DFT utilizando el intercambio de Becke de tres parametros [71]
y la correlacion funcional no local de Lee-Yang-Parr [72], general-
mente conocido como método CAM-B3LYP y conjunto de bases de
6.-311+G(2d,p). Luego se ha descrito la estructura electronica del
(5,5) sillon SWCNT adsorbido por Nirmatrelvir para medir propie-
dades fisico-quimicas (figura 1).

En esta investigacion se ha logrado el modelo de Onsager desa-
rrollado por Frisch, Wong y Wiberg que utiliza cavidades esféricas.
Aunque esto implica una descripcidon menos precisa de la interfaz
soluto-disolvente, esta aproximacion simplifica la evaluacion de
formativos de energia en optimizaciones geométricas y analisis de
frecuencia. Ademas, Cramer y Truhlar mejoraron este modelo a nivel
de dipolo [73-77]. De hecho, una cavidad debe tener un sentido fi-
sico como el modelo de Onsager, y tener una capacidad matematica
como suele suceder en otras descripciones de impactos de solven-
tes [78]. Por otro lado, la cavidad tiene que mantener fuera al disol-
vente e incluir sus fronteras como la parte de mayor probabilidad de
la distribucion de carga del soluto [79-81].

Los CNT se destacan en los métodos de administracion de medi-
camento porque pueden transportar diversas biomoléculas como
anticuerpos, proteinas y ADN. Esto permite un objetivo particular
para transferir tejidos, rganos o células especiales. Los CNT pue-
den penetrar facilmente en las células y administrar medicamentos
directamente al citoplasma o al nucleo. Los sistemas de administra-
cion de farmacos mejoran el perfil farmacoldgico y terapéutico y la
eficacia del farmaco y reducen la aparicion de objetivos no deseados
[82].

Para esta investigacion se ejecutaron un grupo de métodos teoricos
cuanticos para explorar algunas propiedades fisicas y quimicas de
la estructura optimizada del Nirmatrelvir adsorbido en la superfi-
cie del (5,5) sillon SWCNT. Entre ellos se incluye la distribucion de
carga, algunos calculos termodinamicos y el andlisis de resonancia
magnética nuclear para disefiar un modelo de administracion de far-
macos utilizando el programa Gaussian 16, Revision C.01 [66, 83].
Ademas, se ha adoptado el calibre que incluye orbitales atémicos
(GIAO) para resolver el problema del calibre en el calculo del blin-
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daje magnético nuclear para el complejo Nirmatrelvir-(5,5) sillon
SWCNT, utilizando el calculo de la DFT.

La pandemia de COVID-19 ha puesto de relieve la urgencia de con-
tar con terapias antivirales eficaces contra el SARS-CoV-2. Dirigirse
a la proteasa principal del virus (3CLpro) ha surgido como un enfo-
que prometedor, y el Nirmatrelvir (PF-07321332), el componente
activo del farmaco oral Paxlovid de Pfizer, ha demostrado una efi-
cacia clinica notable. Sin embargo, la apariciéon de mutaciones de
resistencia plantea un desafio para su éxito continuo. Dado que,
actualmente, el Nirmatrelvir se utiliza ampliamente para tratar la
COVID-19, esta investigacion tiene implicaciones importantes para
el desarrollo de antivirales.

Resultados y discusion
Estudio DOS y PDOS

Las estructuras electrdnicas del Nirmatrelvir adsorbidas en la su-
perficie del (5,5) sillon SWCNT se han analizado para simplificar la
discusion posterior sobre las propiedades electronicas interfaciales
utilizando conjuntos de bases CAM-B3LYP/6-311+G (d,p).

Las figuras 2Ay 2B muestran la densidad de estados (DOS) y la den-
sidad proyectada de estados (PDOS) del Nirmatrelvir-(5,5) sillon
SWCNT, respectivamente. La aparicion de los estados energéticos
del fliior (F) de Nirmatrelvir aumentan la reactividad del sistema.
Durante la adsorcion de moléculas en el (5,5) sillon SWCNT, hay
una contribucion significativa de 4tomos de F en el nivel desocupa-
do. Con base en el analisis de poblacion y DOS, se puede concluir
que los atomos F de Nirmatrelvir permanecen en el enlace con (5,5)
sillon SWCNT y aceptan mas electrones de otros atomos. Por lo tan-
to, el grafico de PDOS ha ilustrado que los estados de la adsorcion
de dtomos de F- en el (5,5) sillon SWCNT son dominantes a través
de la banda de conduccion (figura 2A y 2B). Ademas, la existen-
cia de enlaces covalentes para el complejo Nirmatrelvir-(5,5) sillon
SWCNT ha mostrado la misma cantidad de energia y figura del PDOS
para los orbitales p de los atomos de carbono (C), nitrogeno (N),
oxigeno (O) y F (figura 2Ay 2B).
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Figura 2. Propiedades electronicas de A: DOS y B: PDOS para Nirmatrelvir adsorbido
en el (5,5) silldén SWCNT.

Las figuras 2A y 2B muestran que los estados de Nirmatrelvir, res-
pectivamente, en el (5,5) sillon SWCNT tienen mas contribucion en
el medio de la banda de conduccién entre -5y -15 eV, mientras que
la contribucion de los estados de C e hidrégeno (H) se expande y
se acercan entre si, los estados de F y N tienen aproximadamente
las mismas contribuciones. Por lo tanto, los resultados anteriores
muestran que las caracteristicas dominantes del grupo y un cierto
grado de covalencia pueden ilustrar el aumento de la banda prohi-
bida semiconductora directa de Nirmatrelvir que absorbe en el (5,5)
sillon SWCNT.

La proteasa principal del SARS-CoV-2 se encuentra entre las dia-
nas mas atractivas para el desarrollo de intervenciones terapéu-
ticas para la COVID-19. Los agentes candidatos exitosos basados
en PDOS no solo poseeran una potente actividad frente al SARS-
CoV-2 M™° sino también una polifarmacologia minima frente a las
cisteinas proteasas humanas. Este punto de vista explora el perfil de
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actividad del primer inhibidor de la M"*° del SARS-CoV-2 aprobado
(Nirmatrelvir) frente a un panel de cisteina proteasas y considera las
implicaciones terapéuticas de los datos (figuras 2A y 2B).

Espectroscopia de RMN

Se han estimado los datos de la resonancia magnética nuclear
(RMN), del desplazamiento quimico isotrépico (oiso 0 CSI), del des-
plazamiento quimico anisotropico (Oanisc 0 CSA) y de los valores
propios del desplazamiento quimico, incluidos 011, 022, 033 (ppm)
para Nirmatrelvir adsorbido en la superficie del (5,5) sillon SWCNT,
respectivamente (tabla 1). Los resultados calculados han indicado
el tensor de blindaje magnético SCF GIAO en ppm para C, N, Oy
F, explorando el sitio activo del compuesto Nirmatrelvir como far-
maco para el tratamiento de la enfermedad de la viruela simica.
Los calculos se han realizado con base en el nivel teérico CAM-
B3LYP/6-311+G (d,p), utilizando el programa Gaussian 16, Revision
C.01 [66], y se muestran en la tabla 1.

El complejo Nirmatrelvir-(5,5) sillon SWCNT ha demostrado el des-
plazamiento quimico que incluye 011, 622, 633 y CSI, CSA (ppm) para

Tabla 1. SCF GIAO tensor de blindaje magnético (ppm) para Nirmatrelvir adsor-
bido sobre la superficie del (5,5) sillon SWCNT en ppm usando el método CAM-
B3LYP/6-311+G (d,p).

Atomo on 022 033 csl CSA
C1 184,19 194,74 233,97 204,30 44,51
c2 176,90 192,79 239,12 202,94 54,27
c3 173,89 190,18 238,89 201,00 56,85
c4 155,55 181,15 212,32 183,01 43,97
N5 167,19 210,58 296,28 224,68 107,39
Cc6 163,64 181,18 194,22 179,68 21,81
c7 36,68 159,14 179,12 124,98 81,20
N8 160,87 240,65 295,95 232,49 95,19
c9 173,06 188,13 203,94 188,38 23,35
Cc10 62,08 74,22 292,52 14294 224,36
N11 54,52 41,00 303,76 69,42 351,51
Cc12 189,78 197,30 211,96 199,68 18,42
C13 191,22 199,53 205,54 198,76 10,16
c14 36,32 146,51 188,28 123,70 96,87
N15 152,87 230,67 310,80 23145 119,03
16 169,93 182,40 208,29 186,88 32,12
c17 176,63 204,32 217,10 199,35 26,63

018 454,94 106,67 446,01 38,53 726,82
019 532,18 127,73 412,51 82,46 742,47

C20 37,67 156,06 179,42 124,38 82,55
021 552,75 133,40 431,00 85,05 774,07
c22 160,22 184,59 198,82 181,21 26,41
c23 187,31 191,98 203,33 194,21 13,68
c24 187,65 196,78 224,10 202,85 31,88
c25 192,50 197,17 225,94 205,20 31,10
C26 194,58 199,90 226,26 206,91 29,02
N27 150,77 240,83 278,33 223,31 82,53
c28 36,18 169,57 177,67 127,81 74,79
029 523,35 121,84 428,28 72,30 750,88
C30 113,95 153,77 160,83 142,85 26,97
F31 345,70 405,82 422,92 391,48 47,16
F32 365,84 42291 428,65 405,80 34,27
F33 355,35 409,40 415,52 39343 33,15
C34 188,69 199,38 227,90 205,32 33,86
35 200,00 208,10 226,06 211,40 22,00
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varios atomos C, N, oy F en los sitios activos de la molécula a través
de los datos de RMN. Las mayores fluctuaciones se han observado
en los atomos de N11,018,019, 029y F31, F32, F33 (tabla 1).

Los tensores de desplazamiento quimico se obtienen mediante cal-
culos quimicos cuanticos en el sistema de ejes principales para esti-
mar el CSl'y el CSA con base en las Ec. (1) y (2) [84-86]:

CSI (ppm) = (033+ 022 + G11)/3 (1)
CSA (ppm) = 033-(022 + 011)/2 (2)

Ademas, el modelo de Onsager ha influido en los datos de resonancia
magnética nuclear y el desplazamiento quimico de los atomos de C,
N, Oy F en el complejo Nirmatrelvir-(5,5) sillon SWCNT (tabla 1).
De hecho, la tabla 1 representa la brecha de proteccion quimica en-
tre diferentes elementos en el sitio activo de Nirmatrelvir y CNT. Por
lo tanto, se podria plantear que el recambio de electrones admiti-
dos por los dtomos adsorbidos de Nirmatrelvir en la superficie del
CNT indica la potencia del enlace covalente a través de C, N, Oy F

Tabla 2. El potencial eléctrico (Ep/a.u.) y la carga de Bader (Q/e) para los elementos
de C, N, Oy F del complejo Nirmatrelvir-(5,5) sillon SWCNT por
CAM-B3LYP/EPR-III, 6 -31 + Calculo G(d,p) extraido del método RCN.

Valores propios del gradiente de

Aromo Q) Er campo eléctrico
Cc1 0,011 -14,51 -323,32 -323,08 -322,85
Cc2 -0,01 -14,52 -323,46 -323,28 -322,89
Cc3 -0,00 -14,52 -323,50 -323,31 -322,93
(@ 0,13 -14,47 -323,24 -322,99 -322,94
N5 -0,25 -18,04 -529,65 -529,60 -527,29
C6 0,10 -14,47 -323,35 -323,12 -323,01
Cc7 0,24 -14,44 -323,86 -323,66 -323,47
N8 -0,10 -18,03 -529,60 -529,46 -527,13
c9 0,15 -14,41 -323,04 -322,88 -322,67
Cc10 0,07 -14,54 -325,30 -324,94 -324,93
N11 -0,19 -18,10 -534,66 -534,63 -534,25
C12 0,056 -14,50 -323,26 -323,14 -323,10
c13 -0,00 -14,51 -323,21 -323,17 -323,10
C14 0,23 -14,46 -323,92 -323,72 -323,53
N15 -0,11 -18,05 -529,48 -529,37 -527,09
Cc16 0,11 -14,47 -323,23 -322,96 -322,95
c17 0,02 -14,52 -323,22 -323,17 -323,11
018 -0,25 -22,05 -812,30 -811,79 -809,21
019 -0,24 -22,03 -812,35 -811,97 -809,21
C20 0,23 -14,45 -323,88 -323,67 -323,46
021 -0,24 -22,04 -812,31 -811,94 -809,18
C22 0,11 -14,48 -323,40 -323,12 -323,04
C23 0,04 -14,51 -323,15 -323,07 -323,06
C24 -0,00 -14,55 -323,20 -323,15 -323,13
C25 0,00 -14,55 -323,17 -323,12 -323,10
C26 -0,00 -14,56 -323,17 -323,12 -323,08
N27 -0,10 -18,04 -529,62 -529,57 -527,29
Cc28 0,20 -14,45 -323,95 -323,77 -323,55
029 -0,23 -22,04 -812,39 -811,93 -809,26
C30 0,34 -14,33 -323,30 -323,28 -323,04
F31 -0,11 -26,14 -1173,91 -1169,43 -1169,28
F32 -0,10 -26,13 -1173,83 -1169,37 -1169,25
F33 -0,11 -26,14  -1173,95 -116940 -1169,28
C34 0,02 -14,53 -323,11 -323,02 -323,01
C35 0,01 -14,53 -323,08 -323,00 -322,98
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para la administracion de farmacos. Ademas, se observaron los gra-
ficos notables que rodean estos elementos a través de la adsorcion
en la nanosuperficie; sin embargo, hay algunas fluctuaciones en los
tratamientos de proteccion quimica de los pardmetros isotropicos/
anisotropicos.

Andlisis con resonancia cuadrupolar nuclear (RCN)

En esta investigacion se ha calculado la resonancia cuadrupolar nu-
clear (RCN), o el extracto de especificaciones RCN, de las propieda-
des electrostaticas para Nirmatrelvir adsorbido en la superficie del
(5,5) sillon SWCNT hacia la formacion del Nirmatrelvir-(5,5) sillon
SWCNT. Complejo que depende de los resultados del momento
cuadrupolar nuclear, una caracteristica del niicleo, y el gradiente de
campo eléctrico (GCE), en las proximidades del nicleo [87].

Como el GCE en la cita del ntcleo en Nirmatrelvir es asignado por
los electrones de valencia retorcidos en la union particular con los
ntcleos cercanos de la nanohoja BN, la frecuencia RCN a la que ocu-
rren las transiciones es particular para el complejo Nirmatrelvir-
(5,5) sillon SWCNT (tabla 2).

En este trabajo de investigacion se evalud el potencial eléctrico
como la cantidad de energia de trabajo, a través del transporte de la
carga eléctrica de una posicion a otra en la esencia del campo eléc-
trico, para el complejo Nirmatrelvir-(5,5) sillon SWCNT, utilizando
el nivel teérico CAM-B3LYP/EPR-III,6-31+G(d,p) (tabla 2). En la
tabla 2 se ha esbozado el potencial eléctrico de resonancia cuadru-
polar nuclear para algunos dtomos de C, N, Oy F en el proceso de
adsorcion de Nirmatrelvir sobre el (5,5) sillon SWCNT que ha sido
calculado mediante CAM- B3LYP/EPR-III, 6-311+G (d,p).

En la tabla 2 se representa la fluctuacion de la distribucion de carga
de todos los atomos en Nirmatrelvir para comprender qué atomos
exhiben una mayor tendencia a donar electrones en la union al CNT,
destacando los cambios en el potencial eléctrico del C, N, Oy F en
el sitio activo de adsorcion de Langmuir. Los elementos de N5, N8,
N11,N15,018,019, 021, F31, F32 y F33 actlian como donantes y
poseen orbitales de alta energia con uno o mas electrones. Mientras
tanto, los atomos de C en los CNT se consideran aceptores y tienen
orbitales de baja energia con una o mas vacantes (tabla 2). La tabla 2
ilustra el enlace entre N, O, F (N5, N8, N11, N15, 018, 019, 021,
F31, F32, F33) con C en el CNT durante la adsorcion de Nirmatrel-
vir, basado en datos de Ep de Espectroscopia RCN. La capacidad del
(5,5) sillon SWCNT de detectar Nirmatrelvir esta influenciada por
su selectividad y sensibilidad, lo que indica la utilidad potencial de
estos materiales como detectores efectivos.

Método de infrarrojos

Los calculos del espectro infrarrojo (IR) se han realizado para Nirma-
trelvir adsorbido en la superficie del (5,5) sillon SWCNT utilizando
el método CAM-B3LYP y el conjunto de bases 6-311+G(d,p) para
atomos que incluyen C, N, O y F para obtener parametros geométri-
cos de equilibrio, propiedades termodinamicas y datos mas precisos
para cada una de las estructuras determinadas. El espectro IR del
farmaco Nirmatrelvir se ha observado en el rango de frecuencia de
500 a 2500 cm', aproximadamente (figura 3). Se observa que los
picos mas fuertes permitidos con mayor frecuencia ocurren alrede-
dor de 1479,22; 1536,66; 1592,15; 1600,58; 1638,01; 1640,49;
2116,32;2122,43y 2190,99 cm', respectivamente (figura 3).

La perspectiva de la figura 3 recomienda la razon por la que exis-
ten varias frecuencias de resultados observadas del complejo Nir-
matrelvir-(5,5) sillon CNT que presentan la posicion de los sitios
activos de C, N, O y F marcados en esta estructura del farmaco que
transfieren la carga de electrones en Nirmatrelvir polar en agua ha-
cia la superficie de un (5,5) CNT. Los calculos de las frecuencias ar-
monicas relativas y las intensidades de IR en varios modos normales
para el complejo Nirmatrelvir-(5,5) sillon CNT utilizando el método
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Figura 3. Espectro IR del farmaco Nirmatrelvir adsorbido en la superficie de un (5,5)
sillon SWCNT utilizando el calculo 6-311+G(d,p).

CAM-B3LYP/6-311+G(d,p), se presentan en la tabla 2 y la figura 3.
Ademas, las propiedades termodinamicas de adsorcion del comple-

jo Nirmatrelvir-(5,5) sillon CNT consisten en AE®as = -109,5208 x
10* (kcal.mol™), AHds = -109,5207x 10 (kcal. mol™), AG®aqs =
-109.5255 x 10* (kcal.mol™), S°us = 161,835 (Cal. K".mol"),
momento dipolar = 4,6795 debye.

En particular, incluir funciones de polarizacion en el conjunto de ba-
ses practicas mejora significativamente las técnicas tedricas cuan-
ticas. El analisis de pozos de potencial armdnico a través de estos
modos normales proporciona informacion sobre el movimiento de
todos los elementos en el mismo periodo en el momento de vibra-
cion, lo que contribuye a una descripcion intrinseca de la vitalidad
molecular. Nuestros hallazgos sugieren que el Nirmatrelvir, adheri-
do aun CNT en una caja periddica de moléculas de H:0, esta influen-
ciado por cambios en la polarizacion del medio ambiente debido a
la constante dieléctrica del agua. Estos hallazgos también indican
que un aumento en la constante dieléctrica mejora la resistencia y
eficacia de este medicamento en el tratamiento de la enfermedad
viral COVID-19.

Andlisis HOMO y LUMO

La ionizacién provocod una energia de orbital molecular ocupado
(HOMO) mas alta y la afinidad electrénica produjo la energia de or-
bital molecular desocupado (LUMO) mas baja. HOMO/eV, LUMO/
eVy la brecha de energia de banda (AE/eV) presentaron la explica-
cion pictorica de los orbitales moleculares fronterizos y sus respec-
tivas zonas positivas y negativas, que fueron factores importantes
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Figura 4. EL HOMO (EHOMO), el LUMO (ELUMO) y la brecha energética de la ban-
da (AE/eV) para el farmaco Nirmatrelvir adsorbidos en la superficie del (5,5) sillon
SWCNT.
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para identificar las caracteristicas moleculares de los compuestos
eficaces en el medicamento Nirmatrelvir adsorbido sobre la super-
ficie del (5,5) sillon SWCNT (figura 4). La brecha energética entre
HOMO y LUMO distinguid los atributos del transporte eléctrico mo-
lecular [83].

Los resultados de las observaciones anteriores sugieren fuerte-
mente que el Nirmatrelvir adsorbido en la superficie del (5,5) sillon
SWCNT, con el método CAM-B3LYP/6-311+G(d,p) en un disolven-
te acuoso, es posible debido a funciones del conjunto de bases que
son inducidas por un cambio en la polaridad del medio ambiente.
Esta claro que un aumento de la constante dieléctrica aumenta
la estabilidad y eficacia de este farmaco para el tratamiento de la
enfermedad COVID-19. Se ha observado que las funciones de po-
larizacion en la base aplicada establecida en los calculos siempre
indican un logro significativo en los métodos de simulacién y mo-
delado de niveles tedricos. Se han explorado los modos normales
del espectro IR de pozos de potencial arménico mediante métodos
analiticos que mantienen el movimiento de todos los atomos al
mismo tiempo en la escala de tiempo de vibracion, lo que lleva a
una definicion natural de las vibraciones moleculares.

Ademas, se han observado los cambios de potencial eléctrico del C,
N, Oy F en el sitio activo de adsorcion de Langmuir. De hecho, se
ha observado el efecto de la unién entre C, N, O, F con Cen el (5,5)
silléon SWCNT durante la adsorcion de Nirmatrelvir a través del po-
tencial eléctrico resultante mediante analisis RCN. Es evidente que
la capacidad del (5,5) silldn SWCNT para detectar Nirmatrelvir varia
segln su selectividad y sensibilidad, lo que puede explicar la efi-
ciencia de los nanotubos de carbono como sensores prometedores.

Conclusiones

En este trabajo se ha estudiado el efecto del farmaco Nirmatrelvir
en el tratamiento de la enfermedad por coronavirus (COVID-19)
mediante la adsorcion sobre la superficie del (5,5) sillon SWCNT, al
nivel teérico CAM-B3LYP/6-311+G (2d,p) y en medio agua, como
método de administracion de farmacos. Nirmatrelvir ha atraido mu-
cha atencion para el tratamiento clinico de la enfermedad por coro-
navirus (COVID-19) mediante la adsorcion en la superficie del (5,5)
sillon SWCNT, que introduce un sistema eficiente de administracion
de farmacos mediante anélisis de datos de RMN e IR en la estruc-
tura optimizada. Ademas, su utilidad también se puede extrapolar
para detectar otros virus de ARN respiratorios y sistémicos, con su-
ficiente calibracion y modificaciones basadas en el fluido biologico
utilizado para las pruebas. Con mas investigacion y desarrollo, es-
tos biosensores podrian presentar una vision realista de los diversos
nanomateriales y enfoques nanotecnolégicos basados en interfaces
para detectar el SARS-CoV-2 en diversos fluidos biologicos.
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Methylene blue
degradation using chi-
tosan-Fe,0, composite
and photo-Fenton

Abstract

This study aims to study the photodegra-
dation process of methylene blue using
a synthetic chitosan-Fe,0; composite
and their characterization. Based on the
characterization material synthetic, chi-
tosan-Fe,0; (1:1) composite showed the
best material with the smallest crystal
size (1.13 nm), the surface morphology
was lumpy and had an uneven shape with
the composition of the constituent (Car-
bon (C) 42.88%, Oxygen (O) 48.68%, and
Iron (Fe) 29.90%), and showed the sma-
llest energy band gap (1.41 eV) which led
us to conclude that the formation of the
chitosan-Fe,0; composite can reduce the
energy band gap of Fe,0s. The best com-
posite material then was used to evaluate
the activity in degrading methylene blue.
The optimum condition in degrading was
reached at a contact time of 180 min and
pH 9 with a percentage decrease in me-
thylene blue concentration of 90.00%.
The effect of concentration variations
occurred at 5 ppm with a decrease of
89.62%. Total organic carbon analysis
showed that the decrease in methyle-
ne blue concentration reached 92.20%.
Based on that, it is concluded that the
chitosan-Fe,O; composite could be a
potential alternative material to degrade
methylene blue.

Keywords: chitosan-Fe,O;; methylene
blue; chitosan; total organic carbon; pho-
todegradation.

Degradacién de azul de
metileno usando material
compuesto de quitosa-
no-Fe,0, y foto-Fenton

Resumen

Este estudio tiene como objetivo estudiar
el proceso de fotodegradacion del azul
de metileno utilizando material sintético
compuesto de quitosano-Fe,0; y su ca-
racterizacion. Con base en la caracteriza-
cion del material sintético, el compuesto
quitosano-Fe,0; (1:1) mostr6é el mejor
material con el tamafio de cristal mas
pequeiio (1,13 nm), la morfologia de la
superficie era grumosa y tenia una forma
desigual con la composicion del constitu-
yente (carbono (C) 42,88%, oxigeno (O)
48,68% y hierro (Fe) 29,90%), y mostro6 la
banda prohibida de energia mas pequefia
(1,41 eV), lo que indica que la formacion
del compuesto de quitosano-Fe,0; puede
reducir la banda prohibida de energia de
Fe,0s. Luego se utilizo el mejor material
compuesto para ver su actividad en la de-
gradacion del azul de metileno. La condi-
cion optima en la degradacion se alcanzo
con un tiempo de contacto de 180 miny
pH 9 con una disminucion porcentual en
la concentracion de azul de metileno del
90,00%. El efecto de las variaciones de
concentracion se present6 a 5 ppm con
una disminucién del 89,62%. El anélisis
de carbono organico total mostré que la
disminucion en la concentracion de azul
de metileno alcanzé el 92,20%. Con base
en esto, se concluyé que el compuesto
quitosano-Fe,0; podria ser un material
alternativo potencial para degradar el
azul de metileno.

Palabras clave: quitosano-Fe,0s; azul de
metileno; quitosano; carbono organico
total; fotodegradacion.

Degradacdo de azul de
metileno usando com-
posto de quitosana-Fe,0,
e foto-Fenton

Resumo

Este trabalho tem como objetivo estu-
dar o processo de fotodegradagio do
azul de metileno utilizando material
sintético compdsito quitosana-Fe,0; e
sua caracterizagdo. Com base na carac-
terizacdo do material sintético, o com-
posito quitosana-Fe,0; (1:1) apresentou
o melhor material com o menor taman-
ho de cristal (1,13 nm), a morfologia da
superficie era granulosa e apresentava
formato irregular com a composicio
do constituinte (Carbono (C) 42,88%,
Oxigénio (O) 48,68% e Ferro (Fe) 29,90%),
e apresentou o menor gap de energia
(1,41 eV) o que conclui que a formagdo do
composito quitosana-Fe,0; pode reduzir
o band gap de energia de Fe,0;. O melhor
material compdsito usado para ver sua
atividade na degradacao do azul de meti-
leno. A condi¢do 6tima de degradacdo foi
alcangada com tempo de contato de 180
minutos e pH 9 com diminuicdo percen-
tual na concentragdo de azul de metile-
no de 90,00%. O efeito das variagdes de
concentragao ocorreu a 5 ppm com dimi-
nui¢do de 89,62%. A andlise do carbono
organico total mostrou que a diminuicao
da concentracdao de azul de metileno
atingiu 92,20%. com base nisso, concluiu
que o compdsito quitosana-Fe,0; pode-
ria ser um potencial material alternativo
para degradar o azul de metileno.

Palavras-chave: quitosana-Fe,0;; azul de
metileno; quitosana; carbono organico
total; fotodegradagao.
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Introduction

Dyes are one of the important components in various industries
such as paper, textiles, and cosmetics. Massive production from the
rapid textile industry will certainly increase the magnitude of dye
liquid waste. Therefore, they are feared to be one of the main con-
tributors to water pollution [1]. The textile industry produces the
largest amount of synthetic dye waste and produces around 50 to
200 mg/L dyes that could not be degraded entirely [2]. The type of
dye that is widely used in the textile industry in Indonesia is me-
thylene blue (MB) because it is a basic dye and has excellent solubi-
lity [3]. In the industry, only 5% of MB is bound, while the remaining
95% becomes waste; hence, its distribution in the aquatic environ-
ment is extensive [4]. Synthetic dyes are extremely hazardous to the
environment and living creatures due to their poisonous, mutagenic,
and carcinogenic qualities. The presence of a small number causes a
decrease in water transparency and affects photosynthesis, as well
as microbial activity of submerged organisms [5]. Cationic dyes are
substantially more poisonous than their anionic counterpart becau-
se they can easily interact with negatively charged cell membranes,
producing severe health issues [6]. MB, as one of the main cationic
dyes, has been very worrying because, in high concentrations, it has
a significant negative impact on various health problems [7].

Several methods, such as adsorption, biodegradation, and advanced
oxidation process (AOP), have been studied extensively to reduce
dye waste [8]. Among numerous treatment techniques of large-sca-
le industrial wastewater containing persistent organics, the adsorp-
tion method is exceptional due to simple operations, low cost, and
little secondary pollutions [9]. In recent years, several techniques
are investigated to remove organic contaminants for wastewater re-
mediation among which photocatalysis showed large opportunities
due to the low energy consumption, complete decomposition of
organic pollutants, and high stability [10, 11]. AOP methods, such
as photo-Fenton, have attracted attention because they show exce-
Llent ability and activity in reducing dye concentration. Additionally,
this method can degrade harmful compounds through an oxidation
process with the help of Fenton reagent in the form of hydrogen
peroxide and ultraviolet light [12]. The photo-Fenton process com-
bines hydrogen peroxide and a catalyst to produce +OH radicals
that decompose MB dye into molecules, such as CO2, and water
[13]. The transformation reaction takes place on the semiconductor
material induced by ultraviolet light. The types often used for this
process are iron semiconductors derived from the oxide, sulfide,
carbide, and composite groups [14].

Fe,Os is one of the semiconductors that have the potential to be
used in dye degradation. A small bandgap makes this possible sin-
ce the excitation energy required to move electrons from valence
to conduction band is not excessive. However, the Fe,0; semicon-
ductor has a weakness in the separation process from the solution
system because it is easily dispersed into water and tends to ag-
glomerate and block the interaction with ultraviolet radiation [15].
One way to overcome this problem is by embedding Fe,0; into a
porous material such as chitosan. Chitosan is an adsorbent found
in nature because it can be extracted from the shell waste of crus-
taceans such as shrimp and small crabs through the deacetylation
process of chitin compounds [16]. As an adsorbent, chitosan has a
functional group that acts as a ligand, making it more effective at
the adsorption of polluting waste [17].

Research on composites doped with other compounds such as me-
tals has developed a lot and has influenced the progress of research
in the environmental field. Composite doped has been reported is
chitosan-Al,0; for thorium (IV), Pb (1) and Cd (1) adsoprtion [18,
19]. Heterogeneous photocatalysis is based on the absorption of
radiant energy by semiconductor materials, causing redox reactions
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and promoting organic degradation of pollutants. The most com-
monly used photocatalyst is a metal oxide as in this study was used
Fe;0, [20]. Based on research data that when a material is added Fe
metal oxide compounds have an efficiency of almost 80%, provides
a basis for the use of Fe;O, material to be used as a photocatalyst
[21, 22]. Other composite, chitosan-Fe;0,, resulted in a metroni-
dazole removal efficiency of up to 100% [14]. Based on literature
studies, there are no reports on the photodegradation of MB using
chitosan-Fe,0;. In this study, chitosan-Fe,0; composite with va-
rious mass ratios of (1:1), (1:2), and (1:3) was synthesized using the
sol-gel method. The photo-Fenton system will then decompose MB
using the composite under the optimal circumstances. Additionally,
the effect of irradiation time and initial MB concentration was stu-
died. The chitosan-Fe,0; composite was characterized using X-ray
diffraction (XRD), scanning electron microscopy-energy dispersive
X-ray (SEM-EDX), and ultra violet-diffuse reflectance spectroscopy
(UV-DRS), and the product of photodegradation was tested quanti-
tatively using total organic carbon (TOC).

Materials and Methods
Materials

The materials used in the synthesis of chitosan-Fe,0; composite are
FeCl; (Merck), demineralized water (pure H,0), NH,OH (Merck), chi-
tosan powder (Sigma Aldrich), and NaOH (Merck). For the pH point
zero charge and MB degradation procedures, NaNO; (Merck), NaOH
(Merck), HCL 37% (Merck), and synthetic MB were used as materials.

Synthesis of Fe,0,

Fe,O; was synthesized using the co-precipitation method. Initially, a
solution of Fe3* precursor was prepared by dissolving 1.46 g of FeCl,
in 100 mL of pure water. Furthermore, it was added with 12% of
NH,OH and constantly stirred until a Fe,O; precipitate was formed
at pH 10. The precipitate formed was washed and filtered several
times before heating in an oven at 100 °C for 2 h, followed by calci-
nation at 300 °C for 4 h.

Synthesis of chitosan-Fe,0; composite

Chitosan-Fe,0; was synthesized using the sol-gel method [19].
Initially, 0.24 g of the chitosan powder was dissolved in 30 mL of
2% acetic acid and constantly stirred until a gel was formed. The
mixture was added with 30 mL of 0.1 M FeCl; solution followed by
1 M NaOH until the pH reached 11.2 and stirred at a speed of 520
rpm at 90 °C for 4 h. After forming a reddish-brown product, it was
then left for 24 h. The precipitate was decanted, centrifuged, and
washed five times with pure water before drying in an oven for 2 h
and 30 min at 110 °C. This was followed by calcination at 300 °C for
4 h. The same procedure was conducted on different mass ratios of
chitosan and Fe,0s, namely (1:2) and (1:3) (w/w). The solids were
then characterized using XRD (Shimadzu), SEM-EDX (PhenomProX
Desktop), and UV-DRS (Analytic Jena). The best results of the syn-
thesis were used for the photodegradation of MB.

Determination of pH point zero charge (pH,,.)

About 30 mL of 0.01 NaNO; solution was put into each container
set at a pH range of 2 to 12 using HCL or NaOH. Furthermore, 0.03
g of the composite was added and stirred using a shaker at 32 °C
for 2 h. The mixture was then left for two days, and the final pH was
measured using a pH meter from each solution. The pH,, value was
obtained from the intersection point between the initial and final
curves.

MB degradation study

The MB degradation study was conducted in batches using a 10-
watt UV lamp at pHpzc conditions. Briefly, 30 mL of MB with con-
centrations of 1, 2, 3, 4, and 5 ppm were added with 1 mL of 30%
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(v/v) H,0,. About 0.03 g of chitosan-Fe,O; was then added and
stirred using a magnetic stirrer at 450 rpm and a temperature of
90 °C into the UV reactor, with an irradiation time of 30, 60, 120,
and 180 min. The mixture was centrifuged for 10 min, and the ab-
sorbance of the filtrate was measured using a UV-Vis spectropho-
tometer (Orion™ AquaMate 8000) at a wavelength of 665 nm and
analyzed using TOC (Torch Combustion Analyzer, Teledyne tekmar).
The percentage (%) of MB degradation can be calculated using the
following equation:

Degradation MB (%)= XJT"“ x 100% Q)
0

where X, is the initial concentration dye before irradiation and X; is
the concentration dye after irradiation. TOC calculation based on
Eq. (1) is as follows:
TOC Degradation (%) = 2= x 100% )
1}

where C, is the initial concentration carbon (before degradation
process) and C.is the final concentration carbon (after degradation
process).

Results and Discussion

Material chitosan-Fe,0, composite characterization

Chitosan-Fe,0; composite with various mass ratios of (1:1), (1:2),
and (1:3) was characterized using XRD, SEM-EDX, and UV-DRS. The
best result was applied to the photodegradation of MB. The photo-
catalyst diffractogram of chitosan, Fe,0s, and chitosan-Fe,0; com-
posite is shown in figure 1. Figure 1A shows that the typical diffrac-
tion peak of chitosan appears at an angle 26 of 19.95°. Foroughnia
et al. stated that the typical diffraction peak ranges from 10 to 20°
[16], which is consistent with other findings [18]. Furthermore, fi-
gure 1B shows the diffraction peak at an angle 26 of 24.13, 33.15,
54.09, 57.59, 62.41, 63.99 and 72.26° with field indexes of (012),
(104),(110),(113), (024), (116),(018), (214), (300) and (119), indi-
cating the presence of Fe,0; compound (JCPDS card No. 33-0664).
The diffraction peaks are consistent with previous reports [23].
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Figure 1. Diffractograms of A: Chitosan, B: Fe.Os, C: Chitosan-Fe,O; Ratio 1:1,

D: Chitosan Fe,0s Ratio 1:2, and E: Chitosan-Fe,0s Ratio 1:3.

Figure 1C shows that the diffraction peaks of the chitosan-Fe,0;
(1:1) composite appear at an angle 26 of 24.1, 33.2, 62.2, and
74°. The diffractogram of the chitosan-Fe,0; (1:2) composite in
figure 1D shows the presence of a peak angle 26 at 34.5,57.4, 64.9
and 75.1°. Furthermore, the peaks at an angle 26 of 16.9, 32.2,
54.5, and 74.7° appear on the diffractogram of the chitosan-Fe,0;
(1:2) composite, as shown in figure 1E. Chitosan-Fe,0; (1:1), (1:2),
and (1:3) composite did not specifically indicate the presence of
chitosan peaks. This is probably due to a decrease in intermolecular
hydrogen bonds since Fe,0; dominates. This condition indicates a
good interaction between Fe,0; and the structure of chitosan [24].
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The angle 26 and the intensity peak of each composite are shown
in table 1. The composite with a mass ratio of (1:1) showed the hi-
ghest intensity. Based on the Debye-Scherrer equation, the crystal
size of the chitosan-Fe,0; composite with mass ratios of (1:1), (1:2),
and (1:3) was 1.13, 2.82 and 8.83 nm, respectively. Therefore, the
Fe,0;-composite (1:1) was selected for the MB photodegradation
application. This is because of its smallest crystal size, high intensi-
ty, and the 20 peak closest to JCPDS card No. 33-0664.

Table 1. 28 value, peak intensity and crystallite size of chitosan-Fe,0; composite.

Material 20 (degree)|Peak intensity (cps)| Crystallite size (nm)
Chitosan-Fe,0; (1:1)|  33.2 522 1.13
Chitosan-Fe,05(1:2) 34.5 90 2.82
Chitosan-Fe,0s (1:3) 32.2 173 8.83

Characterization using UV-Vis DRS aims to determine the energy
band gap of Fe,0; and chitosan-Fe,0; composite. The bandgap is
defined as the distance from the valence to the conduction band
of a semiconductor. Table 2 shows the UV-Vis DRS analysis re-
sults. The energy band gaps of Fe,O; and chitosan-Fe,0; are 1.93
and 1.41 - 1.64 eV. Vayssieres et al. stated that the energy band
gap of pure Fe,0; ranges from 1.93 to 2.20 eV depending on the
crystal state and the preparation method [25]. Table 2 shows that
the energy band gap of Fe,0; decreases after forming the composite
with chitosan. Similar findings have been reported by other studies
[26]. According to Fauzi et al., the decrease was associated with a
smaller crystal size of the photocatalyst [27]. This leads to an in-
crease in the orbital overlap between the valence and conduction
bands. Furthermore, the energy band gap can inversely affect the
photocatalytic effectiveness [28].

Table 2. Analysis bandgap energy of composites.

Material Eg (eV)
Fe,0; 1.93
Chitosan-Fe,0s (1:1) 1.41
Chitosan-Fe,0s (1:2) 1.50

The size of the band gap energy value in a composite greatly in-
fluences the degradation effect of a dye. The smaller the bandgap
energy value, the better the dye degradation effect of the compo-
site because it allows the formation of a large number of charge
carriers under light irradiation [29]. A small band gap also provi-
des less relaxation time for recombining electron and hole pairs, so
that photodegradation carried out by composites with a small band
gap is more favorable for degrading dyes [30]. Based on XRD and
UV-DRS characterization, best composite we had is chitosan-Fe,0;
(1:1) and was carried out to SEM characterization to see the surface
morphology of the composite. The surface morphology of chitosan
and chitosan-Fe,0; composite is shown in figure 2.

WOSmm 5537 X780 20pm  — SEI  20MV WO10men 5530
Figure 2. SEM Micrographs of A: Chitosan and B: Chitosan-Fe,Os.

It shows flakes or sheets that have pores with a magnification of
750x. The surface morphology of the chitosan-Fe,0; composite
shows the distribution and aggregation of Fe,0; in chitosan. Many
pores and folds are found in the composite, which can support pho-
tocatalytic activity. Similar morphology features were reported by
Mendis et al. at synthetic material chitosan-ilmenite sand which

Rev. Colomb. Quim., vol. 52, no. 2, pp. 36-42, 2023
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was used to photodegradation of MB dye with presenced aggrega-
ted spherical nanoparticles [31]. The EDX analysis results of chito-
san and chitosan-Fe,0; composite are shown in Table 3. It can be
seen that the element Fe increases from O to 29.96% after forming a
composite with chitosan. This indicates that Fe,0; has successfully
modified chitosan.

Table 3. Elemental analysis by EDX.

904 —=—UV+H,0,
—e— Without UV + Without H,0,
—a— Without UV + H,O,

Dye removal (%)
~
(=]

W (=]
L] o
1 1

(4.
o
Il

— B RS T

Element Atomic (Wt%)
Chitosan Chitosan-Fe203
c 42.88 27.19
0 48.68 25.27
Na 8.44 9.03
cl B 7.49
Fe - 29.96
Zn - 1.06

The pH,,. is a surface state of neutral charge, pH,,. greatly affects
the adsorption of the dye with the catalyst surface on photodegra-
dation [32]. The resulting pH,,. data will be used in the MB photo-
degradation process. The pH,,. of chitosan-Fe,O; (1:1) composite
can be seen in figure 3, which shows that the pHpzc of the chito-
san-Fe,0; (1:1) composite is at pH 8. The catalyst's surface will be
negative when pH>pH,,. hence it can degrade cationic dyes and vice
versa [33]. In this study, MB dye is cationic, and its pH is set abo-
ve pH,,. before the photodegradation process is conducted. Since
the composite surface is negative at high pH, it attracts the catio-
nic dyestuff due to electrostatic interaction and the dye is adsorbed
onto the composite surface.

T M T v T T T v T T T T T T T M T T
20 40 60 80 100 120 140 160 180 200
Irradiation time (min)
Figure 4. Effect irradiation time on methylene blue removal.

Control studies involving the degradation of MB without UV irradia-
tion and without adding H,0, (comparator |, red line) and without
UV irradiation but adding H,0, (comparator Il, blue line) were ca-
rried out. Based on figure 4, the adsorption process without H,0,
(red line) showed the lowest percentage of decrease in MB concen-
tration as compared to the UV irradiation process with H,0, (blue
line). The comparator | showed a degradation of 61.07%, while the
comparator |l was 68.26%. The difference between comparator ||
and photodegradation in the presence of H,0, was 21.74%. This in-
dicates that the addition of H,0, greatly affects the MB degradation
process.

The effect of the initial MB concentration on the decrease in MB
concentration at an irradiation time of 180 min is shown in figure 5.
It shows that the percentage decrease in MB concentration increa-
sed as the initial MB concentration increased. According to Shaban
et al., the addition of H,0, is very influential in photodegradation
because it is a reactant that produces -OH radicals for degrading
dyes [36]. The -OH radicals produced are directly proportional to
the amount of degraded MB dye. Furthermore, the combination of
H,0, with Fe**, which acts as a homogeneous Fenton catalyst, can
form -OH radicals. The Fenton oxidation reaction can be written ba-
sed on Eq. (3) as follows:

124 —= Initial pH'
—e— Composite
104
I 84
(=5
©
-
w 64
4 4
2+
T T el T

2 4 6

T - T T

8 10 12

Fe?+ + H,0, —» Fe* + OH™ + *OH

(3)

Initial pH
Figure 3. pHpzc of chitosan-Fe,O; (1:1).

MB photodegradation

MB degradation in this research was done using composite chito-
san-Fe,0; (1:1). This chitosan-Fe,0; composite (1:1) was used be-
cause the characterization is the best result from the three com-
posite generated materials. According to Zhang et al., as the band
gap energy is smaller in semiconductors, they can capture more
photons for adsorption, so the theory will give the best result for
chitosan-Fe,0; composite on degradation of MB [34]. The effect of
irradiation time on the decrease in MB concentration at a dye of
5 ppm is shown in figure 4. It shows that the highest and lowest
percentage of decrease in MB concentration was achieved at an irra-
diation time of 180 and 30 min by 90.00 and 76.84% (gray line).
Observations with a similar trend have been reported by Fassi et al.
in a comparative study on the photodegradation of bromocresol
green using Fe(l1)/H,0, and UV [35]. This condition shows that the
degradation time is directly related to the contact between the pho-
ton rays and the chitosan-Fe,0; composite, leading to a greater de-
crease in MB concentration. The presence of H,0, acts as a reactant
capable of producing hydroxyl radicals (-OH) which can degrade MB
more effectively [12].
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The percentage of decrease in MB concentration was also achieved
in comparator | through an adsorption process. The concentration
of the dye determines the amount adsorbed on the surface of the
composite [37]. A considerable increase in dye drop was also obser-
ved in the photodegradation trial without H,0, (comparator II) at
the initial MB concentration of 1 to 2 ppm. However, at the initial
MB concentration of 3 ppm, the decrease of MB dye did not oc-
cur effectively. According to Jesse et al., the higher the dye concen-
tration, the more molecules are adsorbed on the catalyst's surface
[38]. Consequently, they will inhibit the interaction between the
catalyst and UV light. The formation of hydroxyl radicals on the ca-
talyst's surface becomes constant and tends to act as an adsorbent
at high concentrations.

Based on figure 5, the initial MB concentration of 5 ppm shows
equilibrium with the adsorption and photodegradation processes
without H,0, of 55.28% and 69.60%, respectively. A significant di-
fference in the percentage of decrease was observed with the ad-
dition of H,0,. The photodegradation process is higher than the
adsorption because the UV light used has a role in producing -OH
radicals, which can degrade MB. Without UV irradiation, the dye can
only undergo the adsorption process [39]. Therefore, the effective-
ness of photodegradation will increase with the addition of H,0, to
produce -OH radicals. In conclusion, the addition of H,0, can affect
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the effectiveness of photodegradation under the influence of the
initial MB concentration. This is based on the photo-Fenton pro-
cess, there are two reactions, namely Fenton and photocatalysis,
where both reactions produce -OH radicals.

904 —=— UV +Hy02
—&— Without UV + Without HpO5
—4— Without UV + Ho02

Dye removal (%)
W
o
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Initial dye concentration (ppm)
Figure 5. Effect of initial dye concentration on methylene blue removal.
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Figure 6. Schematic of photo-Fenton mechanism.

In figure 6 there are two reactions at once, the one where Fe?* ions
reacts with H,0, using additional UV light to obtain Fe** ions and
+OH radicals, and the other one where these -OH radicals will degra-
de MB dye. When there is electron excitation due to the photoca-
talyst reaction, there is a gap that can be entered by fenton radicals.
The photocatalyst process also produces -OH radicals which results
in an increase in the number of radicals obtained, so that degraded
MB also increases along with increasing the number of radicals. Af-
ter degradation of MB, the adsorption process occurs by chitosan
as an adsorbent.

TOC analysis was conducted to determine the quantitative degra-
dation of organic compounds based on absorbance. Figure 7 shows
the test results before and after MB photodegradation. The decrea-
se in absorbance was due to the decomposition process using chi-
tosan-Fe,0; (1:1) composite, directly related to C concentration in
MB from 0.6493 to 0.0506 ppm (table 4). Based on these results,
it shows that the composite could degrade MB and the percentage
of degradation is 92.24%. Fe,0; attach to chitosan improves the de-
gradation activity of MB. Selpiana et al. in their research on the pho-

0,8 -
0,7
0,6 -
0,5

0,4 A

Conc. TOC (ppm)

03
0,72

0,1

0 -
Before After
Figure 7. TOC Analysis of before and after degradation of MB with composite.
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tocatalytic effect of MB degradation using Fe,0; on heterojunction
composite, state that Fe,O; increases the capacity of the composite
as a dye degrader by synergizing with other composites to reduce
the energy band gap, so that photons will be captured more [40].

Table 4. TOC data and the concentration of total carbon.

Methylene blue Adjust (Abs) Concentration (ppm)
Before degradation 48.89 0.6493
After degradation 47.15 0.0506

Conclusions

Chitosan-Fe,0; composite with mass ratios of (1:1), (1:2), and (1:3)
has been successfully synthesized. XRD characterization showed
that the chitosan-Fe,0; (1:1) composite produced the smallest crys-
tal size of 1.13 nm. Meanwhile, the UV-DRS analysis reported that
Fe,0; experienced an energy bandgap reduction after forming the
chitosan-Fe,0; composite. This was achieved in the chitosan-Fe,0;
(1:1) composite of 1.41 eV. SEM-EDX characterization showed the
surface of chitosan in flakes with pores and chitosan-Fe,0s, which
tended to form lumps. The best condition for reducing MB concen-
tration was achieved at an irradiation time of 180 min with an ini-
tial dye of 5 ppm and a percentage of decrease in MB at 90.00 and
89.62%. TOC analysis showed that the percentage of MB degrada-
tion obtained was 92.20%. Therefore, the chitosan-Fe,0; composite
has the potential as a photocatalyst to degrade MB.
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Modelamiento y simulacion
de reactores fotocataliticos
de pelicula descendente: uso
de la dindmica computacional
de fluidos (CFD) para analisis
del sistema multifasico

Modeling and simulation of
falling film photocatalytic
reactors: use of computa-
tional fluid dynamics (CFD)
for multiphase system
analysis

Modelagem e simulacio de
reatores fotocataliticos de
filme descendente: uso da
dindmica de fluidos computa-
cional (CFD) para anélise de
sistemas multifasicos

Resumen

La dindamica computacional de fluidos
(CFD) se perfila como una herramienta
apropiada para el modelamiento de pro-
cesos fotocataliticos heterogéneos, pues
permite considerar simultaneamente los
diferentes fendémenos fisicos trascen-
dentales de los procesos. En el presente
estudio se empled el software COMSOL
Multiphysics para modelar el régimen de
flujo y determinar la distribucion de las
particulas de catalizador en un reactor
fotocatalitico de pelicula descendente,
hecho relevante para determinar la efi-
ciencia del reactor. Las simulaciones del
reactor fueron realizadas con el moédulo
de Mezclas de COMSOL, en un régimen
de flujo turbulento empleando el enfo-
que de RANS. Se detectaron siete zonas
definidas con un perfil particular de con-
centracion de catalizador en toda el area
de la pelicula, para las cuales se estimo
la absorcion foténica en el reactor con el
modelo de seis flujos (SFM). De ello se
obtuvo que existe una diferencia de mas
del 20% entre el mayor y el menor valor
del promedio de la absorcion fotdnica
en el area reactiva, con lo que se puede
esperar que la variacion en la degrada-
cion de los contaminantes en estas zonas
oscile entre el 10 y el 20%, lo cual debe
tenerse en cuenta para la aplicabilidad de
la tecnologia.

Palabras clave: fotocatalisis; CFD;
reactor de pelicula descendente; sistema
multifase.

Abstract

Computational fluid dynamics (CFD)
is emerging as an appropriate tool for
modeling heterogeneous photocatalytic
processes, since it allows simultaneous
consideration of the different physical
phenomena involved in the processes. In
the present study, COMSOL Multiphysics
software was used to model the flow re-
gime and to determine the distribution of
catalyst particles in a falling film photo-
catalytic reactor, which is relevant to de-
termine the reactor efficiency. The reac-
tor simulations were performed with the
COMSOL Mixture module in a turbulent
flow regime using the RANS approach.
Seven defined zones were detected ha-
ving a particular catalyst-concentration
profile over the entire film area, for which
the photonic absorption in the reactor
was estimated with the six-flux model
(SFM). From this it was obtained that
there is a difference of more than 20%
between the highest and the lowest va-
lue of the average photonic absorption
in the reactive area, so it can be expected
that the variation in the degradation of
pollutants in these zones ranges between
10 and 20%, which should be taken into
account for the applicability of the tech-
nology.

Keywords: photocatalysis; CFD; falling
film reactor; multiphase system.
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Resumo

A Dindmica de Fluidos Computacional
(CFD) surgiu como uma ferramenta ade-
quada para modelar processos fotoca-
taliticos heterogéneos, pois permite que
os diferentes fendmenos fisicos dos pro-
cessos sejam considerados simultanea-
mente. No presente estudo, o software
COMSOL Multiphysics foi usado para
modelar o regime de fluxo e determinar
a distribuicdo de particulas de catalisador
em um reator fotocatalitico de filme des-
cendente, o que é relevante para determi-
nar a eficiéncia do reator. As simulagdes
do reator foram realizadas com o médu-
lo COMSOL Mixtures, em um regime de
fluxo turbulento usando a abordagem
RANS. Sete zonas definidas com um perfil
especifico de concentragdo de catalisador
foram detectadas em toda a area do fil-
me, para as quais a absor¢ao fotdnica no
reator foi estimada com o modelo de seis
fluxos (SFM). A partir disso, verificou-se
que ha uma diferenca de mais de 20%
entre o valor mais alto e o mais baixo da
absorgdo fotdnica média na area reativa,
de modo que a variagdo na degradacdo de
poluentes nessas zonas pode variar entre
10 e 20%, o que deve ser levado em conta
para a aplicabilidade da tecnologia.

Palavras-chave:  fotocatalise;  CFD;
reator de filme descendente; sistema
multifasico.
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Introduccién

La fotocatalisis heterogénea se ha mostrado como una tecnolo-
gia promisoria para la degradacion de contaminantes emergentes
presentes en aguas residuales, que son de alto riesgo para la sa-
lud pablica mundial [1]. La aplicacion de esta tecnologia es efectiva
gracias a que genera y usa especies altamente oxidantes, las cuales
son muy reactivas, no selectivas y capaces de degradar componen-
tes nocivos [2]. Este proceso también es aplicable a la remediacion
ambiental, a la sintesis organica, a la produccion de hidroégeno, entre
otras [3-5]. Para llevar a cabo la aplicacion a gran escala de esta
tecnologia con mayor precision y confiabilidad, se han hecho esfuer-
zos ingentes en el modelado de los sistemas fotocataliticos [6-9].
Es importante realizar un modelamiento del sistema en el que se
consideren los fendmenos fisicos trascendentales del proceso, es-
pecialmente para aquellos reactores con presencia de catalizador
particulado no soportado, los cuales presentan la dificultad de que
las particulas producen efectos complejos asociados a la dispersion
de la luz y a la transferencia fotonica y de masa [1, 5].

La dinamica computacional de fluidos (CFD) se ha estado perfilando
como una herramienta util para el modelamiento y simulacion de
sistemas complejos [10], en los que intervienen simultaneamente
varios procesos fisicos, como lo es el presente caso de estudio. Al-
gunos trabajos relacionados con el modelamiento de los reactores
fotocataliticos tienen en cuenta ciertos supuestos, entre los que
se destaca que hay una distribucion isotropica del material solido
catalitico en los reactores [11], que se pueden evitar al aplicar las
herramientas de CFD. Por otra parte, se tiene la aplicacion de las he-
rramientas CFD para diferentes tipos de reactores, como se muestra
en la figura 1, entre los cuales también se hace necesario incluir el
reactor de pelicula descendente, el cual tiene por ventaja que puede
aprovechar la luz solar [11] y el oxigeno en campo abierto. Entender
como se distribuyen las particulas del catalizador a lo largo y ancho
de la placa de este tipo de reactores, por medio de herramientas
CFD, permitiria tomar decisiones importantes asociadas al diseiio
y operacion del reactor a escalas mayores, especialmente cuando
algunos fendmenos presentes en el proceso son dificiles de analizar
experimentalmente [10].

Aiio Titulo del trabajo

Multiphysics computational fluid dynamics

by photocatalytic oxidation on Fe-TiO2/N-
_J TiO2 thin films microreactor

(CFD) modelling of diclofenac amide removal

Photocatalytic degradation of ethylene in
TiO2: Mathematical modeling with

using computational fluid dynamics
simulations

Se empled un reactor cilindrico convencional y un reactor
tubular microreactor coated with thin-film of cilindrico anular. Se encontré que cambiar la geometria del

experimental validation and geometry analysis optimizacion. El modelo desarrollado permiti6 simular la

CFD + DoE optimization of a flat plate
photocatalytic reactor applied to
_J NOx abatement

mediante CFD y DoE. Se simul la distribucion de la luz en

Three-dimensional CFD modelling of a
photocatalytic parallel-channel microreactor

Datos destacados

Se empleo un reactor de micro-rrendija.
Se predijo la constante adsorcion y la constante cinética
aparente.

reactor afecta el proceso cuando se desea un escalado u
degradacion del etileno y obtener informacion sobre
conversion y selectividad.

Se realizo la optimizacion de un reactor de placa plana

el reactor de placa plana.

Se empled un micro-reactor de canales paralelos. Se
estimaron la constante cinética y de adsorcion.

Figura 1. Trabajos mas recientes de dindamica computacional de fluidos (CFD) aplicada a sistemas fotocataliticos.

En el presente trabajo se considerd como tema de estudio la distri-
bucion de las particulas de catalizador en un reactor fotocatalitico
de pelicula descendente. Este reactor es de gran utilidad para el
tratamiento de muchos contaminantes, dado que es de facil cons-
truccion, bajo costo y tiene una zona alta de iluminacién con alta
relacion de superficie por unidad de volumen [11], lo que favorece
el desarrollo de todas las reacciones claves del proceso. En la lite-
ratura se muestra que este tipo de reactor es atractivo para aplica-
ciones relevantes y actuales en la descontaminacién de aguas [8,
12-16]. Por su parte, en la literatura se reporta cada vez mas que el
uso de las herramientas CFD para el modelado de sistemas fotoca-
taliticos heterogéneos es util para la toma de decisiones asociadas
a la geometria del sistema, conversion, constantes cinéticas y otros
parametros importantes, que mejoran el rendimiento del proceso
(ver figura 1). De manera analoga, el analisis de reactores como el
de pelicula descendente con herramientas de la dinamica compu-
tacional de fluidos se considera pertinente, especialmente en la
prediccion de la distribucion de las particulas en el reactor, la cual
afecta la eficiencia de este.

En la figura 2 se muestra el reactor de pelicula descendente tomado
como base para realizar las simulaciones. Este reactor consta de una
placa plana alimentada por un sistema de tuberias que finaliza con
un distribuidor perforado. La suspension (contaminante + cataliza-
dor), expuesta al sol, recircula por el sistema hasta que se alcanza
cierto grado de degradacion del contaminante.

Placa plana donde se desarrolla
la pelicula descendente.
2. Distribuidor perforado.
3. Tanque receptor para
recirculacion

Figura 2. Componentes del reactor fotocatalitico solar de pelicula descendente de la
Universidad del Valle tomado para realizar las simulaciones.
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En las estrategias de modelado que aparecen en algunos trabajos
[17, 18], se supone que la concentracion del catalizador es homo-
génea dentro del sistema debido a las condiciones de turbulencia
en que suelen operar los reactores fotocataliticos. La concentracion
del catalizador afecta directamente el perfil de absorcion de fotones
en el reactor, el cual define en gran manera la velocidad de la reac-
cion fotocatalitica. De manera que, si no se estima correctamente la
distribucion del catalizador en el sistema, los parametros cinéticos
reportados no pueden ser definitivos a la hora de hacer el escala-
miento de la tecnologia.

En el presente trabajo se realizé la simulacion del flujo hidrodina-
mico de un reactor fotocatalitico de pelicula descendente, como el
mostrado en la figura 2, empleando el software COMSOL Multi-
physics. Este software tiene varios médulos que permiten simular
sistemas multifasicos como el que se tiene en el presente trabajo
(particulas de catalizador en agua), con lo cual se pudo estimar la
distribucion de las particulas de catalizador en la zona iluminada
del reactor. Se empleé el enfoque de mezclas para tratar el sistema
bifasico, el cual es adecuado para representar suspensiones forma-
das por particulas sélidas inmersas en un liquido. Finalmente, des-
pués de obtener el perfil de concentracion en la pelicula, se estimé
la absorcion fotédnica en el reactor de pelicula descendente median-
te el acople de las herramientas de CFD con el modelo de seis flujos
(SFM), el cual es nuestro objetivo principal.

Estrategia de modelado y simulacion

Modelado matematico del campo hidrodindmico

Dentro de los paquetes que ofrece COMSOL para el modelado de
sistemas multifasicos, se encuentran el médulo de Particle Tracing
(rastreo de particulas), el Mixture Module (médulo de mezcla) y el
Euler-Euler Module (modelo Euler-Euler). Como primera opcion
se optd por el médulo de Particle Tracing, con el cual se resolvid
la segunda ley de Newton para cada particula, teniendo en cuenta
las diferentes fuerzas a las que se someten en el sistema (enfoque
Lagrangiano). Sin embargo, debido a que el nimero de particulas
de catalizador en un sistema como el que aparece en la figura 2
suele ser extremadamente elevado (p. €], para 20 L de suspension
con una carga comun de 1 g/L de TiO,, se tienen aproximadamente
4,72 x 10" particulas), los tiempos computacionales para comple-
tar la simulacién también son muy altos. Como alternativa aparece
el modelo de tipo Euleriano, mediante el cual se consideran ambas
fases como fluidos continuos e interpenetrantes, y a partir del cual
se resuelven las ecuaciones de momento para cada una de las fases
empleando modelos analiticos y empiricos para la estimacion de la
viscosidad de la mezcla bifasica. De igual manera, se encuentra el
moédulo de mezcla (Mixture module), el cual es una versién sim-
plificada del modelo Euler-Euler. Este modulo tiene la ventaja de
que requiere menos recursos computacionales debido a que resuel-
ve una sola ecuacion de momento para la mezcla. Ademas, permite
determinar la concentracion promedio de cada fase en el sistema, lo
cual es uno de los objetivos del presente trabajo.

Para la simulacion se consideraron dos sistemas: el distribuidor per-
forado y la placa plana. Se encontraron los perfiles de velocidades
y de la concentracion de catalizador en la salida del distribuidor,
los cuales sirvieron como condiciones de entrada para la placa (ver
figura 2). Debido a que el régimen de flujo en ambos equipos (dis-
tribuidor y placa) fue turbulento, y a que se empled el modelo de
mezcla para el tratamiento multifasico, se emple6é el médulo de
mezcla-turbulento de COMSOL para realizar las simulaciones, el
cual permite emplear el enfoque RANS para calcular la contribucion
fluctuante asociada al flujo turbulento en cada una de las variables,
mediante el bien conocido modelo k-¢.

Con el enfoque del modelo de mezcla se resolvieron las ecuaciones
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de Navier-Stokes para determinar el momento de la mezcla [10];
la velocidad de la fase dispersa (sélida en nuestro caso) se describe
mediante un modelo de deslizamiento y los efectos de turbulencia
se modelaron con el bien conocido enfoque k-¢.

El modelo se basa en las siguientes suposiciones:
- La densidad de cada fase es aproximadamente constante.
- Ambas fases se encuentran bajo el mismo campo de presion.

- La velocidad relativa de ambas fases se determina asumiendo un
balance entre el gradiente de presion y el arrastre viscoso.

- EL tiempo de relajacion es corto comparado con la escala de tiem-
po del flujo macroscopico.

Debido a las propiedades de las particulas del TiO, (relacion de
la densidad de la fase dispersa respecto a la del medio continuo:
p,/p.~4,y diametro de las particulas (clusters): dg=1,1x10°m), se
espera que la longitud caracteristica de la aceleracion de la particula
en el agua sea varios 6rdenes de magnitud menor que las dimensio-
nes del sistema que estamos modelando (diametro de la tuberia:
2,8 x 10 m, espesor de la pelicula: 1 x 10 - 1,5 x 10’3, ancho de
la placa: 0,5 m, largo de la placa: 1,25 m) [19]. Esta condicion ga-
rantiza que se alcance un equilibrio local entre las fases en escalas
de longitud espacial cortas [19]. Por lo tanto, teniendo en cuenta
lo reportado por Ling et al., las asunciones del modelo de mezcla se
justifican completamente [19]./

La ecuacion de momento para la mezcla en condiciones de estado
estacionario es:

pluViu=-Vp—-V 1y, +F-V

: {F’Cd(:l —ca) (uslip - (lﬁﬁ Vd?d) (“sup

Dong Vd}d)T] M

T c))da

En donde u es el vector que representa la velocidad de la mezcla
promediada en la masa (m/s); p es la densidad (kg/m?); p es la pre-
sion (Pa); Tgy es la suma de los esfuerzos turbulentos y viscosos
(kg/(mxs?)); F representa a las fuerzas volumétricas adicionales en
el sistema, en este caso, se incluye la fuerza de la gravedad; c4 es
la fraccion masica de la fase dispersa (kg/kg); ug;, es el vector de
velocidad relativa entre las dos fases (m/s); ¢4 simboliza la fraccion
volumétrica de la fase dispersa (m*/m?); T indica la traspuesta del
vector; Dyq es el coeficiente de dispersion turbulentay V es el ope-
rador gradiente. Cabe anotar que, para el caso del distribuidor, la
fuerza de la gravedad se define de manera convencional; sin embar-
go, para el caso de la placa plana, debido a que esta cuenta con una
inclinacion respecto a la horizontal, la fuerza de gravedad por uni-
dad de volumen se escribe como pg sen6, en donde 6 es el angulo
de inclinacion de la placa respecto a la horizontal.

Por su parte, el vector u se define a su vez como:

q)cpcuc + q}dpdud

u= o ()

En donde u. es el vector velocidad de la fase continua; uy es el vec-
tor velocidad de la fase dispersa; ¢ simboliza la fraccion volumétri-
ca de la fase continua (m3/m3) y ¢4, como se anoto6 anteriormente,
representa la fraccion volumétrica de la fase dispersa; mientras que
Po Pa Yy p representan la densidad de la fase continua, de la fase
dispersa y de la mezcla, respectivamente.

Por su parte, la relacion entre las velocidades de las dos fases viene
dada por:

Dmd

Uy — U = Uy, — m“‘bd )
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En donde ug;, indica la velocidad relativa entre las dos fases y D g
es el coeficiente de dispersion turbulenta, el cual representa la difu-
sion adicional debida a los remolinos turbulentos.

La densidad (p)de la mezcla se expresa asi:

P =d.p. T Papg 4)
Mientras que la fraccion masica (cy) de la fase dispersa es:
¢ = PaPqg -
P
La suma de los esfuerzos viscosos y turbulentos (tg,,) es:
Tem = (0 + pp) [Vu+ VuT] 6)

En donde L es la viscosidad de la mezcla y iy es la viscosidad de
remolino, las cuales tienen unidades de Pa x s.

Por otra parte, teniendo en cuenta la suposicion del modelo de
mezcla de que las densidades de las fases son constantes, y consi-
derando la ecuacion de continuidad para la mezcla, la ecuacion de
transporte para la fraccion volumétrica de la fase dispersa es:

(pc - de[v (q}d(l - Cd)“slip - Dmdv‘t‘d)] + Pc (v “) =0 (7)

Por su parte, para estado estacionario, la velocidad relativa entre las
fases ug);, se puede estimar con la siguiente ecuacion:

3¢y

_ (p—pa)
24, e (

pclusllplusllp - —(I.'l' U)I.l+ g+§) (8)

En donde Cqes el coeficiente de arrastre, dq es el diametro de la par-
ticula (fase dispersa) y g es la gravedad. Esta ecuacion representa un
balance entre la fuerza de arrastre y empuje que acttian sobre la fase
dispersa. Ademas, el coeficiente de arrastre se puede estimar con
el modelo de Schiller-Naumann, el cual es adecuado para mezclas
bifasicas conformadas por particulas sélidas inmersas en un liquido,
en las cuales el numero de Re es elevado:

24
0.687
R—ep(l +0.15Re}*®7),  Re, < 1000

Ca= 9)

0.44, Re, = 1000

Donde Re,, es el nimero de Reynolds de la particula:

— ddpc |uslip|

R.eFI 0

(10)

Vale la pena mencionar que la correlacion de Schiller-Naumann
se ha empleado antes de manera satisfactoria en la simulacion de
reactores fotocataliticos que emplean particulas sélidas de TiO,
como catalizador [20]. Si bien el modelo de Morsi y Alexander es
mas completo para el coeficiente de arrastre [5], este no aparece
en las opciones de COMSOL y no siempre parece representar bien
los datos experimentales [21]. Por su parte, se han reportado me-
jores ajustes a los datos experimentales con la correlacién de Schi-
Ller-Naumann, con respecto a la de Haider y Levenspiel, en condi-
ciones bajas de fraccion volumétrica y velocidades de flujo [22], los
cuales, en el presente manuscrito, toman valores mucho mas bajos.

El modelo de mezcla es una version mas sencilla del enfoque Eule-
riano-Euleriano, en el cual se consideran ambas fases como fluidos
interpenetrantes. Sin embargo, en la literatura no se reportan da-
tos de viscosidades newtonianas para fluidos interpenetrantes. En
su lugar, se pueden encontrar modelos analiticos y empiricos para
estimar la viscosidad dinamica de la mezcla bifasica, los cuales apa-
recen en funcion de la fraccion volumétrica de la fase dispersa. Uno
de los modelos mas aceptados para la estimacion de la viscosidad
de la mezcla (u) es el enfoque de Krieger, el cual se muestra a con-
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tinuacion:

— L5 mix ne
P ) 1)

q}méx

En donde ¢4 es la concentracion maxima de empaquetamiento y

b= uf(l—

L es la viscosidad de la fase continua. Para particulas sélidas, ¢
y u* (el parametro adimensional del modelo) toman los valores de
0,62y 1, respectivamente.

Por otra parte, el fenémeno de la turbulencia se modela con el en-
foque k-¢, con el cual se resuelven dos ecuaciones adicionales, una
para la energia cinética turbulenta (k),con unidades de m2/s2,y la
otra para la velocidad de disipacion de la energia cinética turbulenta
(g), con unidades de m?/s3.

La ecuacion de variacion para « es:

1

pu-?x=?-((u+g—T)FK)+PH—p£ (12)
K

En donde V, como se menciond anteriormente, es el operador gra-

diente; iy es la viscosidad turbulenta o de remolino; 6, es el niume-

ro de Prandtl turbulento para k, que toma un valor de 1,0; mientras

que el término de produccion (P,) es:

o=t (Vs + (P - (7 w)?) ~Zpww (13)

Por su parte, la variacion de € se determina con:

Ve=" ( +“T)v +C, =P —C a
pu £= K o, € ElK K =2P K (14)
En donde o5 es el nimero de Prandtl turbulento para g, que toma
un valor de 1,3; mientras que C.; y C; son coeficientes empiricos del
modelo, cuyos valores son respectivamente 1,44y 1,92. Ademas, la
viscosidad turbulenta (ur) o de remolino, se estima con la siguiente
expresion:
K:
ur = pC, — (15)

En donde la constante C, toma el valor de 0,09.

Finalmente, el coeficiente de dispersion turbulenta (D,,q) se define
como:

Hr
D -
md por (‘| 6)
En donde o7 es el nimero de Schmidt turbulento de la particula,
para el cual se sugieren valores entre 0,35 y 0,7. Para la realizacion
de las simulaciones de este manuscrito, se empleé el valor prede-
terminado del software de 0,35 [23].

Modelado matematico del campo radiante

Por otra parte, para determinar la absorcion foténica dentro de la
placa plana, se debe resolver la ecuacion de transferencia radiante
(ETR) en el sistema:

dl (s )

. . 1 e .
e —kanlan(s Q) — o lanls Q) + EUMJ; p(0) = D)1 (s 0)d0’ 17)

En donde I representa la intensidad de radiacion fotonica en el in-
tervalo de longitudes de onda de interés, AA; s es la direccion y Q el
angulo a través de los cuales viaja el haz de fotones. Por su parte,
el primer sumando del lado derecho de la ecuacion representa la
cantidad de energia que se absorbe en el volumen de control, en el
intervalo de longitudes de onda de interés, siendo « el coeficiente
de absorcion; el segundo sumando indica la cantidad de energia que
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se disipa por el fenémeno de dispersion hacia fuera (o scattering)
del volumen de control, siendo oy, el coeficiente de dispersion en
el intervalo de longitudes de onda de interés; y el tercer sumando
indica la cantidad de energia que gana el sistema por la dispersion
hacia dentro del sistema, siendo p(€)’—=Q) una funcién de fase que
indica la probabilidad de incidencia de los fotones sobre el elemen-
to de direccion ds.

La ETR se puede resolver mediante el bien conocido método de los
seis flujos [24-26], el cual tiene los siguientes supuestos:

« El fluido no absorbe radiacion de la longitud de onda de interés.
« El sistema heterogéneo no emite fotones.

+ Solo ocurren fendmenos de absorcion y dispersion (scattering) al
momento de interactuar los fotones con las particulas de cataliza-
dor.

- La dispersion ocurre a lo largo de las seis direcciones del plano
cartesiano, de ahi el nombre de modelo de seis flujos (figura 3).

V4

Pri ght

Poack = po
Pforward = pf

X

Plett

Pdown

Figura 3. Direcciones de desviacion de los fotones de acuerdo al SFM (modelo de
seis flujos) para modelar el campo radiante. Pup, Paown, Pright, Pieft, Prorwara ¥ Phack repre-
sentan respectivamente las probabilidades de dispersion de los fotones hacia arriba,
abajo, derecha, izquierda, adelante y atras, conforme a las direcciones del plano car-
tesiano. Tomado de [24], con permiso de John Wiley and Sons.

Estos supuestos se han validado previamente de manera satisfac-
toria en el modelado global de reactores fotocataliticos de diferen-
tes configuraciones [7, 27] y, teniendo en cuenta el planteamiento
original del SFM, son especialmente validos para reactores de placa
plana como el que se estudia en el presente trabajo [24].

Las ecuaciones del SFM son:

Iy S a——— p
LVRPA=— % [ W,y — 1 +4/1 — w2, ) e rucorr
Rmcorrmcorr(l _-Y] ( sen corr)

(18)
+ Y(mcorr —1-4y1- mgorr) Ex"qmm”]

En donde LVRPA es la velocidad local de absorcién de fotones; I
(en unidades de W/m?) representa la intensidad de radiacion que
incide sobre la pelicula en la placa; Ao representa un tipo de lon-
gitud de extincion caracteristica; x es la coordenada de direccion
de los fotones entrantes; y w,r simboliza el albedo de dispersion
corregido, el cual se define como:

b
Wogrr = ; (19)
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Donde

40°p?

a=1— wpy;—
Pe T — wpf — wpy, — 2wp, (20)

4w’p}

b = wpy, 1)

i (1 - wpg— wpy, — 2wp,)
Donde w es el albedo de dispersion y se define por medio de la
Ec. (22); mientras que py, Pp Y Ps representan las probabilidades de
dispersion de los fotones hacia adelante, atras y hacia los lados en
el sistema, cuyos valores, respectivamente, se tomaron como 0,11;
0,710 y 0,045, considerando una funcién de fase del tipo esfera
grande con reflexion difusa.

a
o+ K

w= (22)

En donde o y k son los coeficientes masicos de dispersion y absor-
cion promediados en la zona del espectro electromagnético en la
que catalizador es activo (385-295 nm para el TiO, Aeroxide-P25),
los cuales tienen los siguientes valores: o = 1295,75 m?/kg,
K = 174,75 m2/kg [27]. y es un parametro adimensional, definido
por la Ec. (23), el cual resulta de la agrupacion de términos como el
albedo de dispersion y el camino optico aparente, en la solucion de
la ecuacion diferencial resultante del SFM:

= —
Y_l_\l'll_mEorrexp[: It ) 5
- - 3

1+ /11—l app (23)

corr

Los otros parametros del SFM se estiman como se muestra a con-
tinuacioén:

1
woorr — (24)
H(G + K) CearV 1 — Wggpy
_ f p
Tapp = aty 1 — wig, (25)
T = (0 +K)Cpa Ospm (26)

En donde C., es la concentracion del catalizador; Ty T,p, represen-
tan el espesor optico y el espesor Optico aparente; mientras que

Osem es el espesor de la pelicula liquida.

La LVRPA debe aparecer explicitamente en la ecuacion cinética
fotocatalitica, ya que la generacion de los radicales oxidantes res-
ponsables de la degradacion de los contaminantes, depende de la
absorcion foténica por parte del catalizador.

Geometria

En el modelo se consideraron dos sistemas: la tuberia y la placa pla-
na, ambos se ilustran en las figuras 4 y 5. La tuberia, de 1 pulgada
nominal de didmetro (0,028 m), incluia una seccién de entrada de
7 cm de largo, un codo de 90°, una seccion de tuberia de 14 cm de
largo ubicada después del codo, y una tuberia perforada de 50 cm,
la cual tenia diez agujeros de 1/4” de diametro (0,00635 m). Solo se
modelé medio sistema porque el plano xy es un plano de simetria
(ver figura 4).

Cabe mencionar que las perturbaciones que se generan por la pre-
sencia de un codo y una tee (T) en la seccion precedente al distribui-
dor perforado pueden afectar notablemente el campo de velocida-
des del fluido dentro del distribuidor. De esta manera, para modelar
acertadamente la distribucién del campo de velocidades en la en-
trada del mismo, fue necesario realizar un anélisis en tres dimen-

47



D. R. Castilla Caballero, A. del R. Medina Guerrero, F. Machuca Martinez y J. A. Colina Marquez

siones en donde se consideraron estos accesorios. Ademas, debido
a que al emplear un modelo de dos dimensiones se considera que la
tuberia es infinita en la direccion que va fuera del plano (fuera del
papel), se tendrian problemas de continuidad en los agujeros del
distribuidor, teniendo en cuenta que su area transversal es diferente
a la de la seccion de entrada del flujo.

Por otra parte, como el espesor de pelicula para la operacion de este
tipo de reactores generalmente esta entre 1y 1,5 mm [28], se de-
cidio hacer la simulacion de la placa en dos dimensiones, conside-
rando que, debido al flujo turbulento, las capas limites de velocidad
y concentracion que se encuentran de manera ortogonal a la placa
tendran un perfil mas plano; mientras que a lo ancho de la placa es
mas dificil lograr un mezclado completo. Se tuvo en cuenta, ade-
mas, que la velocidad y la fraccion volumétrica del catalizador no
son uniformes en los agujeros del distribuidor que alimentan a la
placa, como se puede constatar con los resultados obtenidos (ver,
por ejemplo, tabla 1).

Vale la pena mencionar que con la simulacién 2D no es explicita
la condicién de no deslizamiento en la superficie de la placa ni los
esfuerzos cortantes que pueda generar el viento encima de la pla-
ca. Sin embargo, como se menciond anteriormente, el régimen de
flujo turbulento hace que el perfil de velocidades en el eje y (aquel
asociado al espesor de la pelicula liquida) no tenga gradientes tan
pronunciados como en un perfil laminar, lo cual esta acorde con lo
reportado por otros investigadores [11, 29, 30]. De esta manera, y
teniendo en cuenta que existe una mayor fuente de perturbacion a
lo ancho de la placa debido a la presencia de agujeros en el distri-
buidor que alimenta el fluido a la placa, con su respectiva variacion
de flujo; la fisica a lo ancho de la placa se considera mas relevante.

Ahora bien, adicional al hecho de que con la simulacion 2D se aho-
rran muchos esfuerzos computacionales, otros investigadores que
han trabajado en peliculas descendentes han promediado la veloci-
dad en la direccién y (aquella ortogonal a la superficie de la placa)
y analizan el comportamiento de esta velocidad promediada a lo
ancho de la placa, debido a que existen mayores gradientes en tal
direccion [30]. Esto ocurre a pesar de que el mecanismo de alimen-
to del fluido a la placa es mas homogéneo en comparacion con el
nuestro, el cual tiene una distribucion a partir de tuberia perforada.
Por ello, en este trabajo el analisis de la velocidad es especialmente
importante a lo ancho de la placa. Finalmente, en cuanto a los es-
fuerzos cortantes del viento, vale la pena mencionar que se asume
una atmosfera estancada para la realizacion de las simulaciones,
condicion que ha sido aceptable en el modelado de reactores foto-
cataliticos [11].

Por lo tanto, la geometria para la placa plana consistio en una zona
rectangular de 50 cm de ancho y 1,25 m de largo. En la parte supe-
rior cuenta con diez segmentos de lineas por medio de las cuales
se asumio que ingresaba el fluido. En este caso, también se modeld
medio sistema porque en x = O se tenia una linea de simetria (ver
figura 5).

:;lllllllllllllll]

Salidas

|

Entrada
Plano de simetria

Figura 4. Geometria empleada para modelar el distribuidor perforado.
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Figura 5. Geometria empleada para modelar el reactor de placa plana.

Condiciones de frontera
+ Zona de entrada:

u=-—U;n (27)
3 ”
K= E (UDIT)_ (28)
C 3.-“4}{3.-"2
T}
E=——"r (29)
Lt
b3 = dgp (30)

En donde u, k y € simbolizan el vector velocidad, la energia ciné-
tica turbulenta y la velocidad de disipacion de la energia cinética
turbulenta, como se mencioné anteriormente; U, es la velocidad
promedio en la entrada de la tuberia o en cada una de las entradas
de la placa; n es el vector normal unitario; It y Lt representan la in-
tensidad de la turbulencia y la longitud de escala de la turbulencia,
las cuales se definen mas adelante; ¢4 es la fraccion volumétrica de
la fase dispersa y dq es la fraccion volumétrica en la entrada.

+ Zona de salida: para evitar dificultades en la convergencia, y te-
niendo en cuenta que para la condicion de frontera en la entrada
se especifico la velocidad; en el caso de la condicion de fronte-
ra en la zona de salida se especifico, por su parte, la presion. De
esta manera, la condicion es que el esfuerzo normal se aproxima
al valor de la presion, como se indica en la siguiente ecuacion.
Ahora bien, dado que la salida del fluido es hacia el ambiente ex-
terior, la presion en la zona de salida es la presion atmosférica, en
cuyo caso la presion manomeétrica es cero, como se muestra en la
Ec. 31):

o7 [~p1+ (ot ) (Va7 2 (9 w1 - Zput)|n=0 (31)

+ Zona de simetria: teniendo en cuenta la configuracion del sis-
tema, se afadioé esta condicion de frontera en la simulacion en
COMSOL, con la cual se garantiza la ausencia de penetracion y la
desaparicion del esfuerzo tangencial:

u-n=2=0 (32)
—n- (pyuy) =0 (33)
Vik-n=20 (34)
Verm=10 (35)

+ Paredes: en este caso, se empled la opcion “funciones de la
pared”, que aparece por defecto en el modelado hidrodinamico
turbulento con el modelo de mezcla. Por medio de esta opcion,
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se fija la condicion de no deslizamiento en la pared sélida y fun-
ciones de la pared para describir la zona delgada con gradientes
de flujo elevados en las zonas contiguas de la pared, asi como au-
sencia de flux de fase dispersa, como se muestra a continuacion:

u-n=20 (36)
2
[0+ ) (vt @0 -2 wi)| n= o w, 37)

Upe =0 —(u-njn (38)

Para el cumplimiento del objeto del presente trabajo, primero
fue necesario estimar la distribucion de la velocidad y de la con-
centracion de la fase dispersa (el catalizador) en los orificios del
distribuidor, la cual serviria como condicion de frontera de entra-
da para la pelicula descendente en la placa plana. Estas variables
corresponden respectivamente a los valores de u y ¢4, mostrados
anteriormente en el sistema de ecuaciones del modelo de mezclas

(Ec. (1)-(16)).

En el reactor de placa plana de la Universidad del Valle, que se tom6
como reactor real para analisis, se suele emplear un flujo de 20 L/
min para garantizar un régimen de flujo turbulento. Por lo tanto,
fue necesario emplear un médulo de COMSOL apropiado para este
régimen. La tuberia por la cual se conduce el fluido a la placa plana
es de 1 pulgada nominal (0,028 m de diametro real); por lo tanto,
el area de la seccion transversal es de 6,15 x 10 m? y la veloci-
dad promedio en la entrada se fij6 en 0,54 m/s. Se consider6 que
el perfil de la velocidad en la entrada del sistema estaba completa-
mente desarrollado debido a que la seccion de la entrada se ubico
aproximadamente a 50 cm del ultimo accesorio de la tuberia que
genera perturbaciones de flujo importantes (codo). Cabe recordar
que para tuberias circulares por las que circula un flujo turbulento,
la longitud de entrada es aproximadamente diez veces el didmetro
de la misma [31]; es decir, en nuestro caso, es de aproximadamente
28 cm. Por lo tanto, se puede esperar que en la zona de entrada el
perfil de velocidad esté completamente desarrollado.

Las propiedades del fluido se tomaron como las del agua a la tem-
peratura ambiente, debido a que la suspension estaba diluida. De
esta manera, la densidad se fijé en 1000 kg/m? y la viscosidad di-
namica en 1 x 10 kg/(m x s). Para tuberias, el nimero de Reynolds
(Rer) se calcula como sigue:

prom
LL

En donde V,;om es la velocidad promedio; p es la densidad; p es la
viscosidad y D es el diametro interno de la tuberia. Con la Ec. (40)
se obtuvo que el nimero de Re para la tuberia es de 15.157, el cual
esta dentro del rango de flujo turbulento.

pV D

Rep = (40)

Por otra parte, las propiedades de la fase dispersa (TiO, P-25) nece-
sarias para ejecutar la simulacion son: densidad: 3800 kg/m?y dia-
metro de particula: 1,1 x 10 m a pH neutro [32]. Cabe anotar que
este diametro corresponde a las particulas aglomeradas. Se empled
este valor para considerar los efectos de atraccion por fuerzas elec-
trostaticas y de Van Der Waals que ocurren entre las particulas de
TiO, [33]. Se considerd una carga inicial de TiO, de 1 g/L, aplicados a
20 L de la suspension, teniendo en cuenta las condiciones de carga
del catalizador en la seccion previa a la tuberia, de manera que la
fraccion volumétrica de la fase dispersa se tomé como 2,6316 x 10™.

Para lograr una convergencia mas rapida, primero se resolvio el pro-
blema de la tuberia perforada, considerando el flujo como homogé-
neo y laminar. Posteriormente, los resultados obtenidos con estas
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condiciones fueron usadas como valores de arranque (o iniciales)
para nuestro caso de interés (flujo turbulento bifasico).

Por otra parte, el valor de la escala de longitud de la turbulencia se
tomo como 1,96 x 1073, teniendo en cuenta que equivale al 7% del
diametro en una tuberia circular [34, 35]. Este parametro es una
cantidad fisica que describe el tamaiio de los remolinos que se ge-
neran en el flujo. De igual manera, la intensidad de la turbulencia,
definida como la relacion entre el promedio de las componentes
fluctuantes de la velocidad y la velocidad media, se fijo en 5%, como
se recomienda para flujos turbulentos [34]. Tanto la escala de la
longitud de la turbulencia y la intensidad de la turbulencia son uti-
les para estimar las propiedades de la turbulencia en las fronteras
de entrada, tales como la energia cinética turbulenta x y su disipa-
cion e.

Ademas, se hicieron varias simulaciones para determinar la inde-
pendencia de los resultados respecto al tipo de malla que se em-
pleo. Para ello, se analizaron tanto la velocidad de la mezcla como
la fraccion volumétrica del catalizador en la salida de cada uno de
los orificios del distribuidor. Se seleccionaron estas dos variables
para realizar este analisis de sensibilidad, porque el posterior estu-
dio de la placa dependia directamente del valor que alcanzaban en
los orificios. Vale la pena mencionar que el enmallado se hace mas
riguroso en zonas en donde la perturbacion del fluido era importan-
te, tales como los orificios en el distribuidor y la seccion de ingreso
del fluido en la placa.

Resultados y discusion
Distribuidor perforado

En la figura 6 se muestra el detalle de la malla empleada para mo-
delar el distribuidor perforado. El andlisis de sensibilidad mostro
que con una malla de 331.613 elementos la solucién era un 2,33%
diferente de la obtenida con una de 190.567 elementos de la mis-
ma clase. De esta manera, se tomaron los resultados de la malla de
331.613 elementos (conformada por 238.571 elementos tetraédri-
cos, 89.545 en forma de prisma y 3497 piramidales), para estable-
cer las condiciones de entrada de la placa plana.
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Figura 6. Detalle del enmallado del modelo del distribuidor perforado.

De esta manera, los perfiles de velocidad y distribucion del catali-
zador en la tuberia que se obtuvieron con el médulo de mezcla de
COMSOL fueron los descritos en las figuras 7 y 8, respectivamente.
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o 0.35
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Figura 7. Perfil de velocidades (m/s) en el distribuidor perforado obtenido con la
simulacion CFD.
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=107
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Figura 8. Perfil de fraccion volumétrica (adimensional) del catalizador en el distribui-
dor perforado obtenido con la simulacion CFD.

El promedio de la velocidad y la fraccién volumétrica del catalizador
que se alcanzo6 en la salida de cada agujero del distribuidor se mues-
tra en la siguiente tabla, en la cual el orificio uno es el que esta en el
borde derecho de la figura 7 (a la entrada del sistema), y el orificio
diez el que esta en el borde izquierdo (extremo final):

Tabla 1. Velocidad y fraccion volumétrica de catalizador en la salida de los orificios
del distribuidor.

Orificio Velocidad (m/s) Fraccién volumétrica x 10*
1 0,455 2,46
2 0,462 2,72
3 0,476 2,82
4 0,486 2,88
5 0,488 2,90
6 0,494 2,93
7 0,502 2,96
8 0,505 2,97
9 0,511 3,01

10 0,514 3,14

Como se nota en la figura 7, existe un gradiente pronunciado de la
velocidad en la entrada del distribuidor. Esto se debe a la presencia
del accesorio de bifurcacion ubicado justo antes del mismo. Vale
la pena anotar que con la geometria en 3D se obtuvieron valores
razonables de la velocidad de flujo a la salida de los orificios de los
distribuidores (ver tabla 1), de manera que se satisfizo la ecuacion
de continuidad. Esto se debe al principio de conservacion de la ma-
teria, dado que el flujo volumétrico total saliente de los orificios (y
el flujo masico, tomando la densidad constante) corresponde con
razonable aproximacion con el flujo de entrada al distribuidor. En
la aproximacion 2D que se realiz6 (resultados no presentados aqui),
los valores de la magnitud de la velocidad eran de varios 6rdenes
de magnitud menor. Sin embargo, como se nota en las figuras 7
y 8, la orientacion de los accesorios y los orificios de la tuberia no
permiten realizar una aproximaciéon completamente acertada a un
modelo 2D.

Ademas, de acuerdo con la tabla 1 y la figura 7, el porcentaje de
mala distribucién definido como la variacion porcentual del flujo
entre el primer y Gltimo orificio del distribuidor es de aproximada-
mente 13%. Para el disefio de este tipo de accesorios usualmente se
emplea un valor nominal de 5% para este parametro, con el fin de
que la distribucién sea lo suficientemente uniforme en el sitio de
interés [36]. De esta manera, se evidencia que deberia mejorarse el
disefo del mismo para aumentar la homogeneidad en el reactor de
placa plana.
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Placa plana

Después de haber resuelto el campo de velocidades y concentracion
del catalizador en la tuberia, se tomé el promedio de la velocidad de
la mezcla bifasica y la fraccion volumétrica del catalizador, en cada
uno de los orificios del distribuidor, como condiciones de frontera
de entrada para el estudio en la placa plana.

Para peliculas descendentes que fluyen a través de una placa, el nt-
mero de Reynolds (Re,) se calcula como sigue [36, 37]:

Re, =4 % (41)

au

En donde Q es el flujo volumétrico y a es el ancho de la placa (apro-
ximadamente 1 m). Por su parte, p y i simbolizan respectivamen-
te la densidad y la viscosidad, como se menciond anteriormente.
Aplicando la Ec. (41) se obtuvo que el nimero de Reynolds para
el caudal de trabajo es aproximadamente 1370. En la literatura se
muestra que con este valor el flujo se encuentra en régimen tur-
bulento [37]. Por lo tanto, para el estudio de la placa también se
empled el médulo de mezcla para flujo turbulento de COMSOL.

En este caso, para las entradas del sistema, la intensidad de la tur-
bulencia tuvo un valor de 5% y la escala de la longitud de la tur-
bulencia se fij6 en 0,09, tal como se recomienda para este tipo de
configuraciones [34].

De igual forma, se realiz6 un examen de sensibilidad respecto al
tipo de malla que se empled para resolver el sistema. Se analizo el
comportamiento del promedio de la concentracion del catalizador,
debido a que en el caso 2D esta era la variable de mayor interés.
EL promedio de la fraccion volumétrica se realizd sobre 11 lineas
de corte que se definieron en el modelo, las cuales atravesaban la
totalidad del ancho de la placa y estaban ubicadas a ciertas alturas
de la misma, como se indica en la figura 9.
275

—&— 605 elementos

1074 elementos

~
n
S

1596 elementos

(adimensional)
&

Fraccion volumétrica del
catalizador x 10*
~
8

175
0 0.2 0.4 0.6 0.8 1 12 14

Coordenada "y" de la linea de corte (m)
Figura 9. Anlisis de sensibilidad de la malla para la simulacion en la placa plana. Caso 2D.

Los resultados obtenidos con los tres tipos de mallas son similares
en cuanto a la forma de la curva; sin embargo, los valores de la frac-
cion volumétrica que arrojan las mallas de 1596 y 1074 elementos
triangulares son muy similares tanto en forma como en magnitud.
De hecho, la diferencia promedio entre los mismos es de 1,67%. De
esta manera, se emple6 la malla de 1596 elementos triangulares
para realizar los calculos subsiguientes. El detalle de la placa con el
enmallado se muestra en la figura 10. Por otra parte, en la linea de

1 1 1 1

1.37]
1.27|
1.17] [

1 L
0.97] [
0.87] [
0.77]
0.67|
0.57] [
0.47| [
0.37]
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o L
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Figura 10. Detalle del enmallado de la placa plana empleado en la simulacion.
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corte ubicadaeny = 1,25 se nota que la fraccién volumétrica es mu-
cho mas baja. Esto se debe a que en esta zona se encuentran varias
secciones que no son cubiertas por el catalizador, lo cual produce
un descenso en la concentracion promedio del mismo.

Los perfiles de velocidad y concentracion del catalizador en toda la
placa se muestran a continuacion, en los cuales se ha proyectado la
solucion hacia el extremo izquierdo de la placa, teniendo en cuenta
que en la linea x = 0 estaba la condicion de frontera de simetria.

1.4F = (m/s)

1.3F 4 0.1

0.07

0.06

0.05

0.04

-0.1F —
1 1 1 1 1
-0.4 -0.2 [o] 0.2 0.4

Figura 11. Perfil de velocidades en la placa de acuerdo con los resultados de la si-
mulacion CFD.
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Figura 12. Perfil de concentraciones (fracciones volumétricas) en la placa de acuerdo
con los resultados de la simulacion CFD.

(Adimensional)

%107
a.8

0.9

0.8F 4.5

0.7}
4.4
0.6

osk 4.3

0.4F

0.3

0.2

0.1F

L 1 L L L
-0.2 0 0.2 0.4 0.6

Figura 13. Placa con zonas de concentracion (fracciones volumétricas) de catalizador
similar delimitadas, de acuerdo con los resultados de la simulaciéon CFD.
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Tanto en la figura 11 como en la figura 12 se nota una zona en la
que la magnitud de las variables es baja. Esta zona aparece porque
justo en el plano central del distribuidor no hay agujeros; estos se
encuentran a partir de, aproximadamente, 2,4 cm después de la bi-
furcacion en la entrada del distribuidor.

En la figura 12 se evidencian varias zonas en las que la concentra-
cion del catalizador es diferente. En la figura 13 se muestran las
siete divisiones que a juicio de los autores representan las zonas
mas importantes en donde la concentracion del catalizador tiene
un valor similar.

Con la opcion de promedio sobre superficies de COMSOL, se cal-
cularon los promedios de las fracciones volumétricas de las zonas
que se muestran en la figura 13. Para ello, fue necesario definir un
nuevo componente en el modelo de COMSOL y usar la opcién “ex-
trusion general”, con el que se pudieron realizar los calculos sobre
la base de los resultados obtenidos en la figura 12. De esta manera,
las fracciones volumétricas correspondientes a las zonas demarca-
das de la figura 13 son:

Tabla 2. Concentracién promedio de la fraccion volumétrica en las zonas demarca-
das de la figura 13.

Fraccién volumétrica de

Zona Ancho (m) Largo (m) catalizador x 10°
1 0,322 1,18 4,8843
2 0,101 1,18 4,612
3 0,077 0,678 4,5317
4 0,077 0,322 4,4287
5 0,077 0,25 3,963
6 0,322 0,07 4,624
7 0,101 0,07 4,3886

Para cada una de esas zonas se calculé el promedio de la absorcion
de fotones que se tendria para ciertas condiciones de intensidad de
radiacion.

Cdlculo de la LVRPA

Después de haber determinado los perfiles de concentracion dentro
de la placa plana, se procedio a realizar la estimacion de la velocidad
local de absorcion de fotones (conocida como LVRPA por sus siglas
en inglés) en cada una de las zonas delimitadas en la figura 13. Para
ello, la ecuaciéon de transferencia radiante se resolvid mediante el
SFM en una rutina de simulacién con Visual Basic.

Queda para una posterior investigacion el acople simultaneo en
COMSOL de la determinacién de la distribucion del catalizador en
el reactor (resultados que se obtuvieron en el presente trabajo) con
la determinacion de la absorcion y dispersion de fotones (scattering)
dentro del sistema. Por lo pronto, para cumplir el objetivo del pre-
sente estudio fue satisfactorio emplear el SFM, con el cual se pue-
den obtener resultados comparables a los que arrojan otros mode-
los mas sofisticados [24, 38]. En este caso, por efectos de estudio,
se simulo solamente la componente de la radiacion directa, con una
intensidad de radiacion de 30 W/m?, la cual aparece como referen-
cia en la mayoria de trabajos sobre fotocatalisis solar heterogénea
[17, 27]. Por su parte, el valor de 8spy es aproximadamente un mi-
limetro, conforme a lo reportado por Colina-Marquez et al. [28],
dado que el flujo volumétrico considerado para el reactor de placa
plana analizado fue de 20 L/min.

El catalizador seleccionado fue TiO, Degussa P-25 (80% anatasa,
20% rutilo), para el cual se considera una funcion de fase del tipo
esfera grande con reflexion difusa, en la que las probabilidades de
dispersion son: p;= 0,11, p, = 0,710y p, = 0,045 [24, 27]. Cabe ano-
tar que en COMSOL se deben emplear polinomios de Legendre para
definir la probabilidad de dispersion anisotropica de las particulas
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del catalizador. No aparece la opcion explicita de esfera grande con
reflexion difusa.

De esta manera, se calculé tanto el promedio de la LVRPA como la
absorcion global de fotones (OVRPA) en cada zona demarcada de la
figura 13. Para ello, se hizo uso del SFM y de las siguientes defini-
ciones, en donde z es la longitud perpendicular a la placa plana del
reactor; mientras que Ayona Y Lzona, representan el ancho y el largo
de las zonas delimitadas de la figura 13:

prom

1 G
LVRPA, o = —— J LVRPA dz 42)
5'Sl'-':‘ri o

Zona

&
OVRPA =A,,,, X Lsz LVRPA dz (43)
o

Los resultados se muestran en la tabla 3.

Tabla 3. Valores de la absorcion fotdnica en el reactor de placa plana.

Zona LVRPA o (Wm3) OVRPA (W)
1 3944,66 1,50
2 374297 0,45
3 3683,07 0,19
4 3605,95 0,09
5 3253,29 0,06
6 375191 0,08
7 3575,83 0,03

Como se puede observar en la tabla 3, existe una diferencia porcen-
tual de mas del 20% entre el mayor y el menor valor del promedio
de la absorcion foténica en la placa. Debido a que el orden de la
velocidad de reaccion fotocatalitica respecto a la absorcion fotoni-
ca suele tomar valores entre 0,5 y 1 [39], se puede esperar que la
variacion en la degradacion de los contaminantes en estas zonas del
reactor oscile entre el 10y el 20%, lo cual implica que esta distribu-
cion afecta la eficiencia del reactor fotocatalitico.

Conclusiones

El disefio de distribuidor presentado en este trabajo, que simula un
reactor de pelicula descendente presente a escala piloto, produce
gradientes pronunciados de velocidad y concentracion de la fase
dispersa a lo largo de los orificios por los que sale el fluido. Debi-
do a ello, en el reactor se generan zonas con diferencias de hasta
el 20% en la absorcién fotonica; en las cuales, la degradacion de
los contaminantes puede variar entre el 10 y el 20%. Los focos de
concentracion observados en las diferentes zonas resultan de gran
interés para la toma de decisiones en cuanto al disefio de futuros
prototipos semejantes al simulado, de tal manera que al ponerlos
en marcha estos puedan alcanzar mayor homogeneidad y mejores
resultados de dispersion de las particulas suspendidas en el fluido.
Se obtuvo que la distribucion de particulas de catalizador en la pe-
licula formada sobre la placa del reactor no es homogénea, en con-
secuencia, se identificaron siete zonas especificas con concentra-
ciones similares. Para cumplir el objetivo del presente estudio fue
satisfactorio emplear el SFM, con el cual se pueden obtener resulta-
dos comparables a los que arrojan otros modelos mas sofisticados.

Las herramientas de dinamica de fluidos computacional mostraron
ser muy Utiles a la hora de estudiar este tipo de reactores fotoca-
taliticos. Para un futuro trabajo se puede considerar un analisis
paramétrico para determinar una configuracion mas eficiente para
operar los reactores fotocataliticos de pelicula descendente, asi
como el acople simultdneo en COMSOL de la determinacion de la
distribucion del catalizador en el reactor (resultados que se obtu-
vieron en el presente trabajo) con la determinacion de la absorcion
y dispersion de fotones (scattering) dentro del sistema.
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