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1. RESUMEN

Cada vez existe una mayor necesidad de disponer de herramientas analiticas que permitan
conseguir una adecuada caracterizacién de los nano materiales, debido a la gran popularidad
gue estos estan adquiriendo dentro de multitud de campos cientifico-tecnolégicos en los
ultimos afos. Dentro de todos los tipos de nano materiales se encuentran los nanoMOFs, un
tipo de estructuras metalorganicas porosas con creciente interés en el mundo de la medicina,
mayormente en el desarrollo de nuevos sensores quimicos y en aplicaciones relacionadas con

la liberacidn controlada de farmacos.

En esta linea de trabajo, en este trabajo de Fin de Mdster se propone el empleo de una
plataforma bioanalitica capaz de realizar una caracterizacidon exhaustiva de dos tipos de
nanoMOFs de cobre. Para abordar este objetivo, se ha optimizado un método de
fraccionamiento (separacién en flujo) de muestras conteniendo nanoMOFs en suspension
acuosa, basado en el empleo de la instrumentacién AF4 acoplado a los detectores MALS, UV-

Vis, fluorescencia e ICP-MS/MS como detector elemental.

En una primera etapa se realizd una caracterizacion off-line de las muestras conteniendo
dos tipos distintos de nanoMoFs, en donde se pudo constatar que los dos nanoMOFs bajo
estudio muestran unas caracteristicas espectroscépicas dispares, concluyendo asi la presencia
de dos compuestos con comportamiento muy diferente. En una segunda etapa se llevé a cabo
un estudio de las condiciones experimentales mas adecuadas para conseguir un
fraccionamiento eficaz, empleando un sistema de AF4. En este estudio se llevd a cabo el
acoplamiento del sistema de AF4 a un detector tipo ICP-MS/MS con objeto de estudiar la
extension en la formacion de una proteina corona, cuando los nanomateriales se incorporan
en un medio rico en BSA. El detector elemental permite cuantificar relaciones Cu:S,
especialmente utiles para determinar el nUmero de moléculas de BSA que se unen a la
superficie del nanoMOF, persiguiendo asi el poder tener una idea de las diferentes estructuras

y afinidades que muestran las estructuras estudiadas.



2. INTRODUCCION
2.1. MATERIALES FUNCIONALES DE NUEVA GENERACION EN BIOANALISIS

Gracias a los avances que se han dado en la ciencia década tras década, hoy en dia son
muchos los materiales que se encuentran disponibles para un uso rutinario en distintas
aplicaciones y tecnologias (incluyendo en quimica analitica). Aun asi, debido al rapido
desarrollo que se estd dando en los diferentes dmbitos tecnoldgicos y cientificos, se esta
continuamente investigando el disefio y sintesis de nuevos materiales para poder asi cubrir y
mejorar las necesidades actuales. Asi, continuamente se proponen nuevas rutas de sintesis de
materiales hibridos preparados a escala nanométrica, dotando los materiales tradicionales de

nuevas y ventajosas propiedades.

Tradicionalmente, el desarrollo de estos nuevos materiales era un proceso lento, ya que
las herramientas analiticas de caracterizacién disponibles eran muy limitadas. Sin embargo,
hoy en dia, los extraordinarios avances recientes alcanzados en el desarrollo de nueva
instrumentacién adaptada a la caracterizacién de los materiales ha permitido que el proceso
de desarrollo y entrada en el mercado de un nuevo material actualmente se dé con mucha
mas rapidez. Muchos de los avances que se estan experimentando en este ambito derivan del
extraordinario desarrollo que ha experimentado la nanociencia y nanotecnologia, que han
permitido la aparicion de nuevos nanomateriales dotados de unas caracteristicas especiales

gue estan revolucionando numerosos campos cientifico-tecnolégicos.

2.1.1. Nanomateriales

El término nanomaterial estd constituido por el prefijo “nano” proveniente del griego que
significa “enano”. Existen diversas definiciones de nanomateriales, siendo una de las mas
aceptadas la que define un nanomaterial como un material convencional pero que posee una
dimension externa comprendida entre los 1-100 nm y que tienen por lo menos una dimensién
en el rango del sub-nanometro a 10 nm?. La definicidn dada por la Comisién Europea dice que
para poder considerar un nanomaterial por lo menos la mitad de las particulas deben medir
100 nm o menos. Aun asi, existen algunas pequenas moléculas y algunos materiales que se
crean naturalmente que no se les define como nanomateriales, aunque puedan llegar a estar
en el intervalo de 1-100 nm?. En la figura 1 se muestra una imagen en la que se puede

comparar el tamafio de un nanomaterial con elementos mas familiares.
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Figura 1. Comparacion del tamafio de los nanomateriales a elementos mas conocidos 3.

Este tipo de materiales pueden crearse naturalmente o generarse tras una sintesis
guimica, produciendo estructuras disefiadas para cumplir una funcion especifica. Ademas,
presentan diferentes propiedades fisico- quimicas comparandolo con el mismo material de
mayor tamafo, como son por ejemplo las propiedades de la superficie, forma, color,
estabilidad, solubilidad, etc. Aparte de caracterizarse por su pequefio tamafio también se
caracterizan por su gran area superficial por unidad de masa. El area superficial depende tanto
de la forma como del tamafio y cualquier cambio en una de estas dos puede afectar en las
propiedades fisicoquimicas del material®. Tanto por sus caracteristicas como por la posibilidad
de poder funcionalizar el material de una manera particular, dependiendo del uso que se le
quiera dar, el uso de los nanomateriales se esta extendiendo en muchas y diferentes areas,
desde la medicina y cosmética hasta la preservaciéon del medio ambiental y la purificacion del

aire®.

Aun asi, los mismos atributos que hacen que las nanoparticulas sean de interés, son los
gue hacen que tengan algunas desventajas. Su pequefio tamafio puede hacer que sea mas
facilmente absorbido por las células, dando lugar a problemas de citotoxicidad o dafios
morfoldgicos, y aunque su uso se esté extendiendo muy rapido, todavia hay muy poca
informacidn sobre los efectos nocivos que pueden causar estos materiales en los diferentes

medios bioldgicos®. Es por ello por lo que para poder sacarle el maximo potencial a los



nanomateriales y poder descubrir tanto sus ventajas como desventajas es muy importante

disponer de herramientas analiticas robustas para la correcta caracterizacion de estos®.

Existen muchos tipos de nanomateriales con diferentes tamafios, formas, naturaleza
qguimica y diferente procedencia (natural, incidental o artificial). Las dimensiones espaciales
de las nanoparticulas son muy variables y de una gran influencia en sus propiedades.
Atendiendo a su aspecto dimensional, pueden ser clasificadas en cuatro grupos: 0D (las tres
dimensiones (x,y,z) <100 nm), 1D (dos dimensiones <100nm), 2D (una dimensiéon <100nm) y
3D (ninguna dimension <100nm: se trata de un material compuesto formado por el
agrupamiento de nanomateriales individuales). También se pueden dividir por su morfologia,
estado y composicién quimica. Asi se pueden encontrar las nanoparticulas, quantum dots o
nanonords entre muchos otros’. Junto a todos estos se encuentran los nanoMOFs, un
nanomaterial que en los Ultimos afios esta resultando ser de gran interés en numerosas areas®.
Como este tipo de materiales es el que se ha empleado como “analito” en este trabajo fin de

Master, a continuacién, se procedera a describir brevemente este tipo de nanoestructuras.

2.1.1.1. Nano-MOFs
Las estructuras metal organicas, mas conocidas como MOF por sus siglas en inglés

Metal-organic frameworks, son una clase de material hibrido poroso formados por el
autoensamblaje de metales idnicos o clusteres y ligandos organicos creando una estructura
de red periddica®. Estos materiales han capturado gran atenciéon y conseguido mucho
desarrollo en los ultimos afios tras su descubrimiento en el afio 1980%. Gracias a sus
caracteristicas como son la gran darea superficial (pueden llegar a tener hasta un drea
superficial de 7000m?/g)!?, alta porosidad y poros de gran tamafio, la diversidad estructural
que puede llegar a tener gracias a su gran cantidad de cadenas orgdanicas y clusteres
metdlicos'?, los MOFs pueden ser utilizados en diversas aplicaciones. Su funcionalidad versatil
también los convierte en un material interesante, ya que, pueden ser modificados después de
haber sido sintetizados dependiendo de la funcionalidad que se les quiera dar. El esqueleto
tan flexible que muestran también es de gran utilidad para las diferentes aplicaciones2.
Ademas, también pueden llegar a ser tanto biodegradables como biocompatibles. Es por esto
por lo que son muy usados en catdlisis, almacenamiento de gas, en metodologias analiticas de
separacion, biomedicina, sensores quimicos, aplicaciones energéticas y muchos otros

ambitos®3.



El metal utilizado durante la sintesis no solo determina la estructura del MOF, sino que
también su estabilidad. Los metales mas comunes que se usan son el zinc, circonio, titano,
hierro o cobre. Sabiendo esto, se pueden encontrar muchos y diferentes estructuras
cristalinas de MOFs'*. En la figura 2 se pueden ver algunas estructuras cristalinas que

contienen diferentes MOFs.
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Figura 2. Diferentes estructuras cristalinas de los MOFs**,

Los MOFs son sintetizados con diferentes tamafios de ligandos que pueden variar
desde unos pocos nanémetros hasta micrémetros. El tamafio de este varia dependiendo de la
aplicacion que se le quiera dar. Por ejemplo, para el almacenamiento de gas se usan los MOF
de microescala, en cambio para el transporte de farmacos se hace uso de los nanoMOFs*°. Por
esta razdn, ultimamente se esta investigando mucho la sintesis y aplicacién de los MOFs a
nano escala y hasta ahora, al igual que muchos otros nanomateriales, han mostrado grandes
ventajas en comparacion al material de mayor tamafio!®. Los hanoMOFs no se pueden
describir como los nanomateriales generales, ya que MOFs de tamafios de hasta 500 nm han

sido descritos como MOFs de nano escala®®.

Al tratarse de un material bastante nuevo, los efectos téxicos que estos materiales
pueden causar no estan todavia bien estudiados. Muchos estudios han mostrado que la
posible citotoxicidad de este tipo de estructuras estd muy relacionada con el tamaiio del
material, ya que determina la absorcidn de este en la célula, con la forma, la naturaleza de la
superficie funcionalizada o la propia estabilidad estructural del material'’. Ademas, en los
nanoMOFs la toxicidad no solo esta determinada por las propiedades morfoldgicas de la
estructura, el metal y material utilizado para la sintesis como por ejemplo el ligando, también
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son parametros importantes?®. Por ello, se esta constantemente trabajando en regularizar los
limites de seguridad de estos materiales. Para esto es necesario el desarrollo de métodos
analiticos eficaces y sensibles capaces de proporcionar la informacién fisico-quimica requerida

sobre este tipo de nanoestructuras?®,

Los nanoMOFs estan causando mucho interés en el mundo de la medicina, mas
precisamente en el transporte controlado de farmacos dentro del cuerpo, siendo asi un gran
avance para terapias de cancer®. Su gran porosidad y superficie interna de caracter anfifilico
permite la incorporacion de una gran variedad de farmacos (hidrofdbicos, hidrofilicos y
anfifilicos), llenando entre el 20-70 % de su capacidad con un rendimiento de hasta el 100 %%°.
Analizar la degradacion de los nanoMOFs es muy importante cuando se hace una
administracion intravenosa de los mismos. Por una parte, estos materiales deben presentar
una gran estabilidad para ser capaces de circular por el flujo sanguineo transportando el
analito de interés, pero a su vez deben de degradarse para poder expulsar el fdrmaco y no
acumularse dentro del cuerpo. Es por ello, por lo que a la hora de disefiar un MOF, hay que
tener en cuenta la estabilidad y la biodegradacién de este, el cual depende mucho de la ruta
sintética y método de purificacién utilizado!®. El tamafio del MOF es también una de las
caracteristicas mas importantes cuando se trata de aplicaciones biomédicas?!. Una de las
aplicaciones de los nanoMOFs mas recientemente descritas es su uso como agentes de
contraste en aplicaciones de imagen molecular, ya que incorporando un ion metalico
paramagnético y un material luminiscente pueden ser usados en resonancias magnéticas e
imagenes Opticas®?. A la vista del extraordinario potencial que presenta este tipo de
nanoestructuras, es claro que llevar a cabo una sintesis controlada de un MOF es un aspecto

importante a la hora de usarlos en las diferentes aplicaciones.

CONTROL DE TAMANO

Gracias al pequeiio tamafio que presentan los nanoMOFs pueden ser utilizados en
muchas aplicaciones donde un MOF de mayor escala no puede ser utilizado. Es por ello, que
controlar el tamafio de particula de un MOF es esencial, mayormente para las aplicaciones
biolégicas. Para ello, se pueden usar aditivos como inhibidores de crecimiento en el proceso
de la sintesis para posponer el proceso de crecimiento y reducir el tamafio del MOF?3. Es

posible también modular el proceso de nucleacidn y de crecimiento, los métodos de la sintesis



y los parametros experimentales?4. Ademas de esto, también se puede usar la ultra sonicacién
como un acercamiento practico para controlar el proceso de cristalizacién. La irradiacion de
ultrasonidos es una técnica que puede incrementar el transporte de masas y acelerar la

difusion molecular reduciendo de esta manera el tamafio de particula®.

CONTROL DE LA MORFOLOGIA

La estructura y la morfologia son dos aspectos muy importantes a la hora de
determinar las propiedades del nanoMOF, ya que puede estar atribuido a su toxicidad y
aplicaciones?®. También pueden influir en la interaccidn de las nanoparticulas con los fluidos
bioldgicos y por lo tanto su trabajo u objetivo a realizar. La morfologia se puede ajustar
utilizando diferentes espaciadores en la estructura del MOF??, cambiando el tipo de ligando e
ion metalico?®, controlando los parametros de la sintesis?® o utilizando varios aditivos en la
reaccionC, La versatilidad de los nodos metalicos y ligandos orgénicos hacen también posible

modificar la composicién y la estructura del MOF.

Las dimensiones y geometria del MOF dependen mucho del metal que se utilice. Por
ejemplo, los metales Mn y Co tienden a juntarse en una geometria tetraedral, el Niy el Fe en
cambio crean una estructura cuadrada plana. En el caso de los ligandos bidentados, como son

la pirazina o bipiridina, transforman la estructura a una construccion tridimensional?®.

CONTROL DE LA POROSIDAD

La porosidad, a la vez que el tamano y la morfologia, tienen un gran efecto a la hora
de usar los MOFs en las diferentes aplicaciones. Los poros grandes se pueden sintetizar a partir
de la elongacion del tamafio de los ligandos. En este sentido, hay que tener en cuenta que la
naturaleza del ligando es un factor determinante de la porosidad del material. También se

puede controlar la porosidad del MOF utilizando diferentes tipos de aditivos3..

CONTROL DE LA ESTABILIDAD Y DEGRADCION

La estabilidad y degradacién del nanoMOF también son pardmetros importantes a la
hora de trabajar con estos materiales. Estos dos parametros dependen mucho de la calidad

de los cristales sintetizados y del metal y ligando utilizados. La degradacion dependera mucho



de las condiciones del medio en el que se encuentre el material: pH, fuerza idnica, etc. Hay

algunos ligandos que pueden degradarse al exponerse a la luz o subidas de temperatura3?.

IMPORTANCIA DE CARACTERIZACION DE UN nanoMOF

A raiz de lo anteriormente expuesto es evidente que, a la hora de sintetizar un nuevo
nanoMOF, resulta indispensable asegurar una adecuada caracterizacién del mismo, aspecto
clave a la hora de garantizar su uso de manera segura y lo mas efectiva posible. En el caso
concreto de los nanoMOFs, al tratarse de un nanomaterial, la distribucién del tamafio,
porosidad y tamafio de poro, area superficial, forma, potencial Z, agregacion e impurezas son

algunos de los parametros clave que es preciso conocer con precision.

Hoy en dia estd aceptado que para poder llevar a cabo una caracterizacion completa
de este tipo de nanoestructuras es preciso recurrir a la utilizacién de mas de un instrumento
(que ofrezca informacién complementaria) y hacer uso de una instrumentacién hibrida.
Existen numerosos métodos que se pueden utilizar para la evaluacidn de los nanomateriales
o nanoMOFs, incluyendo técnicas de espectroscopia dptica, microscopia electrénica o
espectroscopia de masas, de forma directa o acopladas a técnicas cromatograficas o
electroforéticas®3. Las herramientas de caracterizacion de nanoMOFs mas habitualmente
utilizadas hasta la fecha incluyen técnicas microscépicas como por ejemplo el STM (Scanning
Tunneling Microscopy) o el AFM (Atomic Force Microscopy) capaces de ofrecer informacién
sobre el tamano, la distribucién del tamafio, forma, estructura, etc. La difraccidon de rayos X
XRD (X-ray Difraction), es asimismo muy empleada para determinar la estructura para los
materiales cristalinos. Aparte de todo esto también existen mas técnicas como son el DLS
(Dynamic Light scattering) empleado para la caracterizacion de la distribucién del tamafio
hidrodindmico, IR (Infrared Spectroscopy) para analizar las propiedades de la superficie o SEM
(Scanning electron Microscopy) para la caracterizacion de la forma, tamano o distribucién de

tamafio3?.

En cuanto a las técnicas de separacién de los nanomateriales se pueden usar desde
cromatografia de exclusidon de tamafios o técnicas de electroforesis entre otros. Estas técnicas,
gue en aplicaciones concretas ofrecen una informacion valiosa, sin embargo, en numerosas
ocasiones presentan bajas recuperaciones del analito, baja resolucién o interacciones no

deseadas con las nanoparticulas provocando de esta manera cambios en los resultados. Es por



ello, que, para hacer una separaciéon y analisis continuo, eficaz y exacta es preciso emplear
herramientas de separacion alternativas como son las técnicas de fraccionamiento de flujo de

campo (FFF), entre ellas la mas conocida la AF4 (Asymmetrical Flow Field - Flow Fractionation).

2.2. TECNICAS DE CARACTERIZACION DE NANOMOFS: FFF
2.2.1. Bases tedricas del FFF

El fraccionamiento de flujo de campo, conocido como FFF por sus siglas en inglés Field-
Flow fractionation, se trata de una técnica de separacidn muy versatil debido a la posibilidad
de aplicar diferentes campos externos, estructura de canal, condiciones de operacién,
dependiendo del tipo de molécula que se quiera separar. Es por esto por lo que sirve para la
separacion de una gran variedad de materiales: polimeros, emulsiones, sedimentos
geoldgicos, bioparticulas, nanoparticulas, etc. Es la Unica técnica analitica de separacién que
es capaz de separar todos los materiales de entre 1-1000 nm con una buena resolucidn. Aparte
de esto, ofrece entre otros, su acoplamiento a detectores adecuados que permiten ofrecer
informacién continua sobre el tamafio de la particula en un amplio rango (de 1 nm a 100 um).
Al contrario de lo que ocurre en una técnica de separacion cromatografica, en las técnicas FFF
no hay interaccién fisica entre el analito de la muestra y una fase estacionaria, siendo por ello
una técnica de separacidon especialmente adecuada a analitos inestables o que pueden
desestabilizarse a raiz de la interaccidn con una fase estacionaria. Ademas, la posibilidad de
adaptar el eluyente a la naturaleza de la nanoparticula hace que esta no sufra de importantes
alteraciones durante el analisis, manteniendo su estructura nativa. Asi, se puede hacer un
acoplamiento online a diferentes detectores y poder conseguir una amplia informacidon sobre

la particula con la que se estd trabajando>.

FFF es una metodologia la cual basa sus principios en el uso de un flujo para conducir las
particulas por un sistema de separacién, como pasa en la cromatografia. Tanto en el
fraccionamiento de flujo de campo como en la cromatografia, después de la inyeccién del
analito en el sistema, este es conducido por un flujo mediante una camara donde ocurre la
separacion o fraccionamiento. De esta manera, los analitos de interés son detectados
individualmente por el detector acoplado por su orden de llagada o tiempo de elucién. Aun

asi, aunque la base de las dos técnicas sea similar son varias las diferencias3®:



e En la cromatografia la cdmara de flujo es una columna empaquetada donde ocurre la
separacion. En FFF, se trata de un canal.

e En la cromatografia, la separacion se basa en la interaccién del analito con la fase
estacionaria de la columna y una fase moévil la cual interactia también con el analito y
rompe esa interaccidon haciendo que el analito eluya. En cambio, en FFF el canal no
contiene ninguna fase estacionaria ni fase movil el cual interaccione con el analito. Este
contiene un eluyente cuyo fin es solo transportar las muestras por el sistema y la
separacion se da con la aplicacidon de un campo externo perpendicularmente aplicado
al flujo laminar del canal. La fuerza del campo externo puede ser facilmente controlada

y se puede variar dependiendo las necesidades del andlisis.

En el fraccionamiento de flujo de campo, el flujo que se crea dentro del canal es de perfil
parabdlico o casi parabdlico. En un tipo de flujo de estas caracteristicas, la velocidad a la que
viajan los analitos es diferente segun y cual sea su distancia a la pared. La velocidad al lado de
las paredes serd minima debido a la friccidn del fluido contra esta y contra mas al centro se
mueva la velocidad ird aumentando gradualmente. Con este tipo de flujo no se podrd
encontrar gran diferencia en el tiempo de migracidon entre las diferentes particulas. Es por ello
por lo que se debe aplicar un campo externo perpendicularmente al flujo parabdlico para
conseguir una separacion visible3®. La funcién de este campo es focalizar las diferentes
particulas en el fondo del canal y dependiendo de su coeficiente de difusidn las particulas se
moveran a diferentes alturas de esta. Como la velocidad del flujo laminar no es la misma en
las diferentes alturas del canal, las particulas que se coloquen en diferentes puntos, llegaran

en un intervalo de tiempo separado al detector®>. Esto se ve reflejado en la figura 3.

Uﬂ!k:l

‘___,parabulic fiow profile

A

Figura 3. Diferencia en la migracién de dos particulas diferentes?,

El campo externo utilizado para la separacion de las particulas debe cumplir tres

caracteristicas esenciales:
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1. La fuerza del campo debe ser lo suficientemente alta para poder focalizar los
diferentes componentes.

2. Debe contener una selectividad adecuada para que los diferentes componentes sean
focalizados en diferentes puntos para poder asi establecer la separacion.

3. Deben de ser faciles de implementar para hacer que el uso del instrumento sea

sencillo, barato y practico.

Existen diferentes tipos de campo que se pueden aplicar segin cual sea el analito que se
quiera analizar, es por ello por lo que la técnica FFF tiene una gran versatilidad y aplicabilidad.
Enlatabla 1 se recogen las diferentes técnicas de FFF que se pueden encontrar segln el campo

externo aplicado3®.

Tabla 1. Diferentes técnicas de FFF seglin el campo externo que se aplica.

CAMPO TECNICA

Sedimentacion (Sd) FFF de sedimentacién (SAFFF)
FFF de centrifugacion

FFF gravitacional

Térmico (Th) FFF térmico (ThFFF)

Flujo cruzado (F1) FFF de flujo (F1FFF)

Eléctrica (E1) FFF eléctrico (E1FFF)
Magnética (Mg) FFF magnético (MgFFF)
Dieléctrica (D1) FFF dieléctrico (D1FFF)

Actualmente la técnica mds utilizada para el analisis y caracterizacién de
nanomateriales es el FFF de flujo (F1FF), donde la fuerza externa es un flujo cruzado
perpendicularmente aplicado al flujo laminar®’. Se trata de la instrumentacidn més sencilla y

la que mas desarrollo ha tenido hasta la fecha.

2.2.2. FIFFF

La teoria de F1FF fue desarrollado por Giddings y sus colaboradores. Esta es la mas
universal de las técnicas de FFF. Se basa en principios hidrodindmicos donde las particulas se
separan debido a un flujo cruzado de un liquido eluyente aplicado perpendicularmente al flujo
del canal. Las paredes del canal son permeables permitiendo de esta manera que el flujo

11



cruzado traspase el canal, pero la pared por donde este flujo sale (pared de acumulacién)
contiene una membrana de ultrafiltracion la cual retiene las particulas de interés en el canal.
Las particulas eluyen a causa del flujo laminar que se aplica en el sistema. Aunque las
particulas se encuentren en constante movimiento Browniano en todas las direcciones, el flujo
cruzado hara que estas particulas cambien su movimiento y se focalicen cerca de la pared de
acumulacién. Asi mismo, las particulas que contengan un mismo coeficiente de difusion seran
igualmente afectados por este flujo cruzado y se colocardan a una misma altura del canal (/)
después del proceso de focalizacion. Esta posicion depende de la velocidad inducida por el
flujo cruzado (U) y el coeficiente de difusidn de las particulas (D)32. Esto se ve reflejado en la

ecuacion 1.

Como anteriormente se ha mencionado, a causa de la geometria del canal, el flujo
laminar es de un perfil parabdlico con diferentes velocidades segun la distancia que tengan
hacia la pared. De esta manera la velocidad de transporte de las particulas por el canal
incrementara con / y por consiguiente su tiempo de retencion serda menor. Con esto se
concluye que la retencidn es una funcion del coeficiente de difusidn y que las particulas con

diferentes coeficientes de difusidn seran separadas.

El coeficiente de difusidn de un compuesto puede calcularse usando la ecuaciéon de
Stokes- Einstein (ecuacion 2) sabiendo el didametro hidrodinamico de la particula (d»), donde k
es la constate de Boltzmann, T la temperatura y 1) la viscosidad del liquido portador38:

4. = kT
h_3m]D

[2]

Viendo la ecuacion 2 se puede concluir que contra mayor sea el diametro
hidrodindmico menor sera el coeficiente de difusidon de una particula, por lo tanto, menor el
valor de / y por consiguiente también la velocidad a la que seran transportados. Es por esto
por lo que las moléculas de mayor tamano eluyen mas tarde que las mas pequefias. Este tipo
de elucién se conoce como normal mode, pero también existe un modo de elucidén
denominado estérico donde las grandes particulas eluyen antes que las pequefiias debido a la
fuerza conocida como lift force que se crea cuando las particulas grandes se acercan a la pared

de acumulaciéon3®.
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F1FF ofrece una separacion de alta resolucién de nanoparticulas. Aun asi, F1FF puede
estar afectado por diferentes procesos como son la agregacién de particulas o interaccion de
las particulas con la membrana entre otros. Estos procesos deben minimizarse en la etapa de
optimizacién para conseguir asi una buena separacién. En esta etapa hay que seleccionar
cuidadosamente la naturaleza y composicién de la fase portadora, el tipo de membrana, o el

tamafio del poro de la membrana, entre otros parametros 3

Son dos los tipos de F1FFF que se utilizan hoy en dia dependiendo de la configuracion
del canal: el simétrico (F1FFF) y el asimétrico (AsF1FFF). La diferencia entre ambos es
instrumental. En los dos casos el canal esta constituido por dos bloques de Perspex separados
por un espaciador el cual define la geometria y grosor del canal. En el caso del simétrico las
dos fritas que contiene son permeables y en el caso del asimétrico es permeable una Unica
frita, la de la pared de acumulacidn. Aparte de esto, la forma del espaciador también es
diferentes, ya que la asimétrica contiene una forma especial para que el flujo sea igual al
principio y al final del canal. El canal se va estrechando segun se acerca a la salida para que
con la bajada del flujo externo la velocidad del flujo se mantenga constante. En la figura 3 se

puede observar la configuracién de un sistema F1FFF asimétrico.

kerflow  Sample injection Foeus low
im| ol Il
= o B iscn
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T ] ey Cx T R ER S PR S ety Ralaxalion
Balloen it [ EEEERER
Craoss flow out
Inber flow Ol flow
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Balloen it i‘& IEEEEX
.
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. [accumudation wall)
Focusiong line
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Inllat |I‘jEl3|.iI:I"I Cuithal

Figura 3. Esquema de trabajo de un sistema AsF1FFF 38,

2.2.2.1. Asymmetric Flow Field-Flow Fractionation: AF4
El AF4 (Asymmetric Flow field-flow fractionation) esta basado en el principio de AsF1FF.

Esta herramienta de analisis, como bien se puede apreciar en la figura 4, esta constituida por
diferentes modulos: depdsito del eluyente, mddulo para desgasificar los eluyentes, médulo

para controlar el flujo cruzado, un médulo donde se encuentra el canal de separacion (suele
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ser un horno para mantener la separacidon a una temperatura constante) y por ultimo el
detector. Como anteriormente se ha mencionado, esta instrumentacién permite la separacion
de nanomateriales en funcién de su didametro hidrodindmico tras la interaccién del analito con
un flujo externo aplicado perpendicularmente. Este flujo cruzado es el que separa las

diferentes particulas segln su tamaiio.

Figura 4. Imagen de la instrumentacidn AF4 utilizada en el presente trabajo.

Existen cuatro etapas que forman parte del proceso de separacion con la técnica AF4.
Primeramente, se encuentra la inyeccién, donde la muestra es introducida al canal de
separacion mediante una valvula de 6 vias. A continuacidn, tiene lugar una etapa de enfoque.
Aqui las particulas de la muestra se enfocan en la cabeza del canal. Para que esto ocurra se
deben aplicar dos flujos: el de enfoque y el cruzado. Asi mismo, los analitos son empujados
hacia la pared de acumulacion, donde se encuentra la membrana semipermanente. En este
mismo proceso, se eliminan las especies de menor tamafio capaces de atravesar los poros de
la membrana, normalmente suelen ser elementos disueltos en la disolucién que no contienen
ningun valor en el analisis y que pueden llegar a ser interferentes. Por ultimo, se encuentra la
fase de elucidn. Aqui, el flujo cruzado se va disminuyendo gradualmente y en un modo de
elucién normal, los de menor didmetro hidrodinamico seran las que difundan mas en el flujo

laminar y sean trasportados mas rapidamente. Estas etapas se ven reflejadas en la figura 5.
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Figura 5. Esquema de las etapas del proceso de separacidn de las nanoparticulas en la
instrumentacion AF4. (Obtenido del manual AF2000 Postnova Analytics).

Como bien se ha mencionado anteriormente, estd técnica mantiene inalterada la
estructura de los analitos nanoparticulados. Por otro lado, de forma similar a las técnicas de
separacion cromatograficas, la técnica de AF4 puede acoplarse de manera sencilla y en-linea
(online) a diferentes detectores, como son el UV-VIS, fluorescencia, MALS (Multi Angle
Scattering) o ICP-MS (Inductively Couple Plasma Mass Spectrometry) pudiendo de esta forma
obtener una informacién mucho mas detallada de los diferentes parametros fisico-quimicos

del analito. En la figura 6 se puede observar un esquema de la instrumentacion hibrida que se

a) Sample Injection

Flow In Focus Flow Flow Out

b)
Sample Focussing

Flow In

Focus Flow Flow Out
msmﬁ

Sample Elution

Flow In Focus Off Flow Out 4

obtiene acoplando los detectores a la instrumentacion de AF4.

Sample

Figura 6. Esquema del sistema hibrido acoplando los detectores UV, MALS y ICP-MS a la

instrumentacion AF4%,
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Los detectores de fluorescencia y UV-VIS ofrecen informacién sobre las caracteristicas
espectroscépicas y luminiscentes del analito. Estas se pueden determinar previamente de una
manera offline para tener una idea de cémo se comporta y asi en modo online verificar su
presencia. Con un calibrado inicial, seria posible calcular la concentraciéon del analito de interés

con los datos obtenidos con estos detectores.

MALS o deteccion optica molecular de dispersion de luz, recoge la intensidad de la luz
difractada por una nanoparticula en suspension a diferentes dngulos frente a la fuente de luz
(Iaser) incidente. Con estos datos se puede determinar la masa molar absoluta, tamafio de
particula del compuesto y también la distribucidn de la masa en la misma particula3®. Una de
las limitaciones de este instrumento es que no se consigue ningun resultado con analitos que
emiten en la misma longitud de onda que el laser del mismo, no pudiendo de esta manera
analizar todo tipo de material. En la figura 7 se puede observar el esquema de un detector de

este tipo.

Figura 7. Esquema del funcionamiento del detector de MALS (adquirido del manual MALS PN3621
Postnova Analytics).

Usando como detector el ICP-MS (espectréometro de masas con fuente de plasma con
acoplamiento inductivo) se puede hacer una cuantificacion elemental detallada del analito de
interés. Se trata de una técnica muy sensible, con unos limites de deteccién muy bajas, de
hasta el orden de ng/| capaz de proporcionar informacion de la composicion elemental de los
componentes de la muestra®®. Una de las limitaciones de este instrumento es que los
elementos detectados no se saben exactamente de donde provienen (es decir, procedentes
de las especies nanoparticuladas o de iones u otras especies presentes en el medio), pero

trabajando en combinacién con la AF4 haciendo una separacion previa es posible saber su
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proveniencia. Aparte de esto, puede que durante el analisis se encuentren interferencias tanto
isobdricas como poliatémicas, aunque estas se pueden evitar programando el sistema para
ello. En la figura 8 se pueden ver las diferentes partes que contiene un instrumento de ICP-
MS. De izquierda a derecha se pueden observar: el nebulizador, donde la muestra se convierte
en aerosol; la antorcha, donde la muestra se ioniza gracias al plasma de alta temperatura; una
interfase constituida por un sampler y un skimmer necesaria para que la muestra entre de un
sistema de presion atmosférica a uno de alto vacio; un analizador de masas (en este caso

cuadrupolo) y un detector.

focalisation detection

separation
ionisation

introduction [y /) G

w)ﬁ \ Eg}.....
| |

spray chamber ICP torch interface quadrupole electron muitiplier

Figura 8. Esquema de un instrumento de ICP-MS con las diferentes partes que lo constituyen®!.

Con toda esta combinacién de instrumentos y detectores es posible hacer una
caracterizacion detallada de los diferentes materiales que se quieran analizar cdmo son por

ejemplo los nanoMOFs.
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3.

OBIJETIVO

A la vista de lo expuesto anteriormente, es evidente la necesidad de disponer de

diferentes técnicas analiticas robustas para la caracterizacién exhaustiva de los nuevos

nanomateriales, antes de ser utilizados en la aplicacion para la que han sido desarrollados.

En este sentido, el objetivo principal de este trabajo es evaluar una plataforma

analitica basada en el acoplamiento de un sistema de separacion en flujo (AF4) con detectores

moleculares (MALS, VIS-UV y fluorescencia) y elementales (ICP-MS/MS) para caracterizar

analiticamente y evaluar la estabilidad y posible degradacidon de nano-MOFs, sintetizados por

el grupo de investigacion Nanobionalisis de la Universidad de Oviedo.

etapas:

Para poder llevar a cabo este objetivo principal, el trabajo se ha dividido en diferentes

Familiarizaciéon con la instrumentacion de AF4, sus principios, funcionamiento y
mantenimiento.

Familiarizacidn con el detector ICP-MS/MS: puesta en marcha, calibracion y utilizacion.
Calculo de las relaciones estequiométricas.

Realizar caracterizaciones espectroscopicas off-line de los nanoMOFs sintetizados por
el grupo de Nanobioandlisis utilizando la espectroscopia UV-VIS y técnicas
fotoluminiscentes de analisis.

Evaluacidn de la plataforma analitica basada en el acoplamiento de un sistema de AF4
con detectores moleculares y elementales (ICP-MS/MS) para llevar a cabo la

caracterizaciéon de los nanoMOFs sintetizados,

Desde un punto de vista académico, con la elaboracidn del trabajo se persiguié completar

los conocimientos tedricos adquiridos durante el Mdster de Ciencias Analiticas y Bioanaliticas:

Ser capaz de elaborar una revision bibliografica sobre el tema especifico del que se
estd trabajando.

Adquirir capacidad para trabajar en un laboratorio de investigacién.

Poder desarrollar un pensamiento critico para la interpretacion de los resultados

conseguidos.
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4. METODOLOGIA EXPERIMENTAL

En este apartado se recogen todos los materiales, reactivos e instrumentacién requerida
para llevar a cabo las diferentes caracterizaciones necesarias del nanoMOF de Cu con el que

se ha trabajado.

4.1. MATERIALES Y REACTIVOS

Fueren varios los materiales que se utilizaron durante todo el trabajo. Para la preparacién
de las diferentes disoluciones de nanoMOFs se utilizaron tubos Eppendorf de 1.5 mL, tubos
de fondo redondo con faldén de 14 mL, pipetas Pasteur de pldstico graduadas entre 1- 3 mL,

Micropipetas de diferentes volimenes con sus puntas desechables:

e 2-20 MLy 20-200 pL de Eppendorf Research plus, Sigma- Aldrich (Suiza).
e 100- 1000 pL de Metter Toledo.

e 0.5-10 Ly 1- 10 mL de LLG (Labware, Espafia).

A continuacidon, se enumeran todos los reactivos que se utilizaron durante la
caracterizacién del material de interés. Los nanoMOFs que se han utilizado, denominados en
los sucesivo como “nanoMOF rojo” y “nanoMOF verde”, en funcion de sus colores en
suspensidn acuosa, fueron sintetizados en la facultad de quimica de la Universidad de Oviedo
por el grupo de investigacion Nanobionalisis. Los reactivos utilizados para ello han sido:

DOBDC, Sigma- Aldrich (Alemania) y Acetato de Cobre, Sigma- Aldrich (Alemania).

Los reactivos utilizados durante todo el trabajo han sido: albimina de suero bovino (BSA)
>96%, Sigma-Aldrich (Alemania); TWEEN©20, Sigma- Aldrich (Alemania); TWEEN ©80, Sigma-
Aldrich (Alemania); MES hydrate, Sigma- Aldrich (Alemania); Acetato de sodio, Sigma- Aldrich
(Alemania); Phosphate Buffer Solution, Sigma- Aldrich (Alemania); acido nitrico suboiling;

patrones elementales de Sy Cu 1000 ppm, Certipur©Merck (Alemania);

Todas las disoluciones acuosas se prepararon usando agua Mili-Q obtenida por el sistema

de generacion de agua Mili-Q Purelab Flex ELGA.

Para la puesta en marcha del ICP-MS se ha usado la disolucién Tube para el calibrado del
mismo: ICP: Tuning Solution for ICP-MS (matrix: 2% wt HNO3), 1 pg/L Ce, Co, Li, Mg, T, Y,
Agilent Technologies (EE. UU.) y HNOs3 suboiling 2%.
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4.2. INSTRUMENTACION

Para el desarrollo del trabajo se utilizaron varios instrumentos. Primeramente, para poder
preparar las diferentes disoluciones de nanoMOFs se han usado una balanza de precisién ME
204, Mettler Toledo (EE. UU.); bafio ultrasonido, Selecta Ultrasons (Barcelona) y el Vortex
Velp® Scientifica. Para la caracterizacion del nanoMOF se ha usado el espectofotometro de
UV-VIS Genesys 10S UV-vis, Thermo Scientific (EE. UU.); el fluorimetro Varion Cary Eclipse y
un sistema de separacion AF4 AF2000 Focus, Postnova Analytics (Alemania) acoplado a un
detector UV-vis 1260 Infinity MWD, Agilent (Alemania), a un detector de fluorescencia Agilent
1260 Infinity FLD (Agilent, Alemania) y a un detector MALS PN3621, Postnova Analytics

(Alemania) con el software Nova FFF version 2.1.0.5 Postnova (Alemania).

Para las medidas de luminiscencia, tanto para UV-VIS como para la fluorescencia, se utilizé
una celda de cuarzo de 1.5 mly 1 cm de paso dptico. Se usd una jeringa de inyeccién de ajuste
manual HAMILTON SYR 1750RN con una capacidad de 50 L para la inyeccion de la muestra
en el sistema AF4. El separador utilizado ha sido de 500 um plastico de la casa Postnova
Analytics. Se usaron dos tipos de membranas durante la caracterizaciéon con AF4, ambas

membranas de la casa Postnova Analytics y con unas dimensiones de 294 mm x 30 mm.

e Membrana de Celulosa Regenerada (RC): tamafio de poro de 20 kDa y 30 kDa.

e Membana de Poliétersulfona (PES): tamafio de poro 10 kDa.

Para el proceso de purificacion se utilizaron AMICONES® de 3 y 30 kDa y un volumen de
0.5 ml para estudios de purificacion y una centrifugadora GYROZEN 1580R, GYROZEN
(Alemania). Para el ICP, el sampler y skimmer utilizados fueron de Nikel de la casa Agilent

Technologis, USA.

4.2.1. Cambio de membrana

El estado de la membrana es un factor clave a la hora de optimizar la separacién de los
compuestos con la instrumentacién AF4. Hay que controlar que no esté degradada o saturada
para que esto no influya en la representacion de los resultados adquiridos. Aparte de esto,
también hay que controlar que este bien colocada, puesto que un mal ajuste o colocacion
puede variar drasticamente los resultados. En la figura 9 se puede observar la imagen de una

canal de separacion instalado en la AF4.
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Entrada TIP  Area de focalizacién  Entrada Focus Salida Purga Salda al detector
Sahda Xflow

Bloque supenor Placa supenor  Tornillos
Placa inferior Bloque del canal con  gpacer (metacrilato)
frita, membrana y
sellado

Figura 9. Canal de separacién del sistema AF4 con cada una de sus partes y conexiones (extraido del
manual préctico de AF4).

Durante este trabajo se reemplazaron las membranas varias veces. En ninguno de los
casos se llegd a detectar un posible mal comportamiento de esta, pero el cambio se llevd a
cabo para probar la separacidn con diferentes tipos y tamaiios de poro. Para ello fueron varios
los pasos que se siguieron. Primeramente, se apagaron todos los flujos para poder asi
desconectar todas las conexiones del canal de separacidn (imagen 9): entrada de muestra
(TIP), flujo de focalizacién (Focus), flujo cruzado (Xflow), salida del detector y salida de la
purga. Una vez habiendo desconectado todas las conexiones se retird el soporte de la
membrana del horno para proceder al desmontaje de esta (normalmente al lado de un
fregadero). Se aflojaron los tornillos con una llave dinamomeétrica de 6 Nm y se separaron las
diferentes partes de la misma, entre ellas el espaciador y la membrana. La membrana se retird
y se colocd una nueva después de limpiarla con abundante agua Mili-Q por ambas caras para
quitar de esta manera cualquier impureza posible. Para la colocacion de esta sobre la placa
ceramica, se debe fijar la parte mas brillante hacia el lado de arriba. Todo esto se llevd a cabo
con unas pinzas limpiadas con anterioridad a su uso. Una vez habiendo colocado la membrana
correctamente se limpid el espaciador y se coloco encima seguido por la placa de metacrilato.
Después de esto se volvieron a colocar los tornillos y se apretaron con la misma llave

dinamomeétrica.

Asi mismo quedd cambiada la membrana de la AF4 dentro del soporte. Para volverla a
incorporarla la membrana en el horno y poder continuar trabajando es muy importante

eliminar todas las posibles burbujas de aire entre el espaciador y la placa de metacrilato. Para
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ello, se conecta la conexién del detector e insertando un poco de flujo para que pase el
eluyente, se observa cuidadosamente si hay alguna. Una vez eliminadas, se conectan la purga
y el focus dejando estabilizar el sistema durante un tiempo con flujo constante de eluyente.
Después se realizaron las primeras medidas de blanco para poder asi comprobar si el equipo

estaba preparado para su utilizacién.

4.3. CARACTERIZACION ESPECTROSCOPICA DE LOS nanoMOFs BAJO ESTUDIO

En una primera etapa se ha llevado a cabo una caracterizacién espectroscépica de los

nanoMOFs bajo estudio.

4.3.1. UV-Vis

Para determinar la longitud de onda de absorcion maxima de los nanoMOF bajo
estudio se utilizé el espectrofotémetro de UV-Vis Genesys 10S Thermo Scientific. La muestra
acuosa conteniendo los nanoMOF se introdujo en una cubeta de cuarzo de 1.5 mly de 1 cm
de paso dptico la cual se introdujo en el instrumento. Determinando la linea de base con el
disolvente empleado para la preparacidn de las disoluciones, se hizo un barrido de longitudes
de onda entre 190 nm y 700 nm, obteniendo de esta manera la longitud de onda méaximo de

absorbancia.

4.3.2. Fluorescencia

Una vez determinada la longitud de onda de absorcién se procedié a determinar las de
emisidn y excitacidon con el espectrofotémetro Varion Cary Eclipse. Para ello, sabiendo la
longitud de onda 6ptima de absorcién medida con el visible ultravioleta, utilizando este mismo
valor como la longitud de onda de excitacién, se pudo determinar la de emisién haciendo un
barrido entre las longitudes de onda 400- 700 nm. Después de conseguir la longitud de onda
de emision, fijando este valor, se optimizé la de excitacion haciendo un segundo barrido entre

190- 400 nm.

4.4. PURIFICACION POR ULTRFILTRACION CON AMICONES®

Se decidid purificar las disoluciones de trabajo utilizando una metodologia de
ultrafiltracion empleando filtros de tamano de poro controlado, con objeto de eliminar las

posibles impurezas presentes en ella y poder asi hacer una mejor caracterizacidon de la
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disolucion. Para ello se seleccionaron filtros Amicon® de 3y 30 kDa. Se introdujo la disolucién
en él y se centrifugd durante 15 minutos a 7000 rpm. Asi las particulas mas pequefias pasan
la membrana y quedan depositadas abajo. Los elementos que se quedan en la parte superior

se vuelven a disolver en el disolvente de trabajo para poder hacer un analisis de ellos.

4.5. CARACTERIZACION INTEGRAL MEDIANTE AF4 ACOPLADO A DISTINTOS
DETECTORES

4.5.1. Optimizacion del método de separacion por AF4
Para poder optimizar la separacion de los nanoMOFs con el instrumento AF4 se han
utilizado diferentes tipos de eluyentes, membranas y condiciones de trabajo. Las disoluciones
de trabajo se prepararon en agua Mili-Q, partiendo de una concentracion inicial de 0.5 mg/ml
de nanoMOF tanto rojo como verde haciendo después una diluciéon 1:20 de los mismos en
agua Mili-Q. Una de las muestras se prepard usando PBS 10 nM para la dilucidn 1:20. Estas
muestras se fueron inyectando en el equipo en las diferentes condiciones de la tabla 2

variando los parametros definidos en ella.

Tabla 2. Diferentes pardmetros que se han variadopara la optimizacion de la separacidn con la
instrumentacion AF4.

MEMBRANA ELUYENTE XFLOW F. DETECTOR t de INYECCION
(ml/min) (ml/min) (min)

MQ 0.3 0.5 2

0.5 0.5 2

1 0.5 2

TWEENS8O (0.005 %) 0.3 0.5 2

_ 0.5 0.5 2

é 1 0.5 2
=

< TWEEN20 (0.002 %) 0.5 0.5 2

% TWEEN20 (0.05 %) 0.5 0.5 2

5 0.3 0.5 2

0.6 0.5 2

0.5 0.5 1

2 0.5 2

TWEEN20 (0.1 %) 0.5 0.5 3
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0.5 0.3 2

0.5 0.7 2

MQ 0.5 0.5 2

PES (10kDa) TWEEN20 (0.1 %) 0.5 0.5 2
CELULOSA TWEEN20 (0.1 %) 0.5 0.5 2
(30 kDa) MQ 0.5 0.5 2
MQ (muestra PBS) 0.5 0.5 2

Antes de la inyeccion de cada analito se inyectd primeramente un blanco del medio en
donde la disolucidn estaba preparada. Se trabajé con un volumen de inyeccidn de 20 pL a una
temperatura constante de 252C y con un espaciador de 500 um. El flujo de TIP fue de 0.2
ml/min, con un tiempo de transiciéon de 1 minuto y tras cada tiempo de inyeccidn, se
determind un decaimiento del flujo cruzado de 5 minutos Cada elucion se dividié en dos
etapas: una primera con un decaimiento de 5 minutos del flujo cruzado establecido a 0 ml/min
y un segundo de otros 5 minutos donde el flujo cruzado se mantuvo a 0 ml/min para la elucién
de los posibles analitos retenidos en la membrana durante el proceso de focalizacién. El
diagrama de la etapa de elucién se puede ver en la figura 10 donde se trabaja con un flujo

cruzado de 0.5 ml/min y con un tiempo de inyeccién de 2 minutos.

o
[=)]

i
|

’

0,4

0,3

Flujo cruzado (ml/min

0 2 = 6 8 10 12 14

Tiempo (min)

Figura 10. Esquema de las diferentes etapas durante el proceso de elucidn: tiempo de transicion
(azul), tiempo de inyeccidn (amarillo), primera etapa (naranja) y segunda etapa (verde).
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Se utilizaron los detectores UV-Vis, fluorescencia y MALS como detectores acoplados
a la AF4 para la determinacion de la separacion. Las longitudes de onda que se usaron para la
deteccion fueron las establecidas por la caracterizacidn off-line: 215nm, 245 nmy 320 nm para
el detector UV-Vis y 350 nm para la excitacién y 520 nm para la emisidn para el detector de

fluorescencia.

Aparte de todo lo mencionado, también se introdujeron las muestras diluidas en las
diferentes disoluciones utilizadas para el estudio de estabilidad (apartado 4.6). En esta
separacion se utilizé el agua como eluyente con una membrana de celulosa de 30 kDa. El flujo
cruzado y el flujo del detector utilizados fueron de 0.5 ml/min y el tiempo de inyeccion de 2

minutos.

4.5.2. Estudios de recuperacion

Para saber cuanto analito se pierde durante todo el proceso con el equipo AF4, es
necesario hacer un estudio de recuperacion realizando un FIA (Flow injection Analysis). Para
ello se debe inyectar el analito de interés y realizar el andlisis en las condiciones deseadas de
separacion, pero sin aplicar el flujo cruzado, programando un flujo cruzado de 0 ml/min. De
esta manera, la ausencia de un flujo cruzado garantizaria, a priori, que no hay pérdidas de
analito por adsorciones sobre la membrana o paso a través de los poros, y por ello se debe
suponer que la recuperacion de este es del 100 %, es decir, no hay pérdidas del analito durante
su paso a través del canal de separacion. Posteriormente, se realiza la separacion del analito
en las mismas condiciones, pero aplicando el flujo cruzado deseado. En este caso, al haber un
periodo de deposicion sobre la membrana puede haber una cierta pérdida de analito.
Simplemente comparando el drea de pico obtenido en cada una de las inyecciones se consigue
estimar el porcentaje de recuperacion del proceso (ecuacion 3). Las dreas que se deben de
comparar son las obtenidas con el detector de UV-VIS o ICP-MS, ya que al tratarse de un

detector de concentracién detecta todos los elementos que llegan a él.

R ., Areadel pico con flujo cruzado X100 13
ecuperacton = Area del pico del FIA 3]
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4.6. PRUEBAS DE ESTABILIDAD

Se analizd el comportamiento de los dos tipos de nanoMOFs bajo estudio en diferentes
condiciones para asi evaluar su comportamiento en las mismas. Para ello se usaron mezclas
de PBS 10 nM, MES hydrate 10 nM ajustando el pH a 6, acetato de sodio 10 nM ajustando
también el pH a 6, fosfato 10 nM y acido nitrico subboiling para establecer un pH de 4. Todas
estas disoluciones se utilizaron para hacer la dilucién 1:20 partiendo de los nanoMOFs
disueltos en agua a una concentracién de 0.5 mg/ml. Las disoluciones de MES, PBS y acetato
de sodio se filtraron con un quitasalto, filtro y bomba de vacio para quitar cualquier posible
impureza antes de introducirlas en el sistema AF4. La disolucién de MES también se utilizd

como eluyente en uno de los analisis.

Para realizar estas pruebas se realizaron primeramente pruebas espectroscépicas como
se han descrito anteriormente. Posteriormente las muestras se introdujeron en el sistema AF4

utilizando los detectores de UV-Vis, fluorescencia, MALS y ICP-MS/MS.

4.7. ICP-MS/MS

El ICP-MS/MS se ha utilizado como detector elemental acoplado en linea al sistema
AF4 durante la caracterizacion de los nanoMOFs. Antes de ser acoplado al sistema de
separacion se debe de realizar la puesta en marcha del equipo verificando que todos los
parametros necesarios se encuentren en valores adecuados para su uso. Estos parametros
son la exactitud de masa, la sensibilidad del instrumento y la resolucién de masa. También se
usa una disolucién conocida como “Tune” el cual contienen los metales Litio, Ytrio y Talio para
la calibracién del equipo. Contiene Ce a su vez para la determinacién de éxidos y dobles
cargados. Una vez habiendo optimizado dichos pardmetros es posible acoplar el equipo a la

AF4.

Durante el experimento se han utilizado el gas Ar para el plasma, un flujo de oxigeno
de 0.35 ml/min para la celda de reaccidn y un flujo de 3.5 ml/min para la celda de colisién.
Este instrumento contiene un triple cuadrupolo donde el primero y el segundo trabajan como
selectores de masa, mientras que el segundo trabaja como una celda de colisién o de reaccion

(figura 11).
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Figura 11. Partes del ICP utilizado con el triple cuadrupolo: los dos selectores de masay la celda de
colision/ reaccién.
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A lo largo de este trabajo se han seleccionado el S y el Cu como los elementos que se
han cuantificado con ICP-MS/MS. Dependiendo de la masa seleccionada en cada uno de los
cuadrupolos se pueden distinguir dos modos de adquisicion de datos: Mass Shift y Mass mode.
En el modo de adquisicién Mass Shift la masa escogida en el primer cuadrupolo corresponde
a la masa del elemento de interés mientras que la masa escogida en el tercero es la masa
correspondiente a un producto de una reaccién ocurrida en la celda de reaccion. En este caso
especifico colisiona con el oxigeno creando un éxido del producto para poder asi eliminar
cualquier interferencia poliatémica. En el caso del Mass Mode la masa escogida en los dos
analizadores de masa es la misma que corresponde al analito de interés y en este caso el
cuadrupolo del medio trabaja como celda de colisién presurizado con helio, eliminando asi
cualquier posible interferencia. En este experimento el azufre se ha medido en Mass Shift

mientras que el cobre se ha medido en Mass mode. (tabla 3).

Tabla 3. Métodos de medida de cada elemento de interés.

MODOS DE MEDIDA IONES MEDIDOS
Mass Shift \ 326t —» 4850*
Mass mode BCut —» %3Cu*

4.8. INCUBACION DEL nanoMOF EN UN MEDIO RICO EN BSA

Se han preparado varias incubaciones de nanoMOF en medios ricos en BSA a distintas
concentraciones, con objeto de estudiar la formacidn de la proteina corona (capa proteica en
la superficie del nanomaterial). El analisis de las muestras de bioconjugacioncon ICP-MS/MS
permite cuantificar la relacion molar entre S y Cu, informacién que permite cuantificar el
nimero de moléculas de BSA que se conjugan al nanoMOF. Para esto, se han preparado 4

disoluciones diferentes de una relacion MOF: BSA de 1:1, 1:2, 1:10 y 1:50. Las mezclas se han
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tenido en constante agitacion durante la noche y se inyectaron en el sistema AF4-ICP-MS/MS

a la mafana siguiente.

4.8.1. Determinacion de la relacion MOF:BSA

Para poder llevar a cabo esta determinacion se calculd la estequiometria de Cu:S
realizando un fiagrama con patrones de cobre y azufre inorganicos. Se prepararon 5
disoluciones de una relacién Cu:S de 1:1, 1:2, 1:10 y 1:50 que se inyectaron directamente en
el ICP mediante una valvula de 6 vias. Asi mismo, se realizé un calibrado mediante ICP-MS/MS
relacionando las areas de los picos obtenidos para el Cu y S con las diferentes relaciones
molares de Cu:S inyectadas. Posteriormente, se inyectd la mezcla de MOF: BSA en el sistema
AF4. La sefial analitica obtenida ha podido convertirse finalmente en una relacién molar de
MOF:BSA, teniendo en cuenta que la molécula de BSA contiene 39 dtomos de azufre, el
nanoMOF verde un atomo de Cu en su estructura y el nanoMOF rojo dos atomos de Cu en sus

estructuras.
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5. RESULTADOS Y DISCUSION

En el presente trabajo se han seleccionado, como analito modelo, dos nanoMOFs
sintetizados por el grupo de Nanobioanalisis de la Universidad de Oviedo. Los nanoMOFs bajo
estudio se identifican como nanoMOF rojo y nanoMOF verde. El objetivo principal del trabajo
ha sido el intentar caracterizar los dos nanoMOFs empleando la plataforma hibrida de AF4
acoplada a detectores el MALS, UV-VIS, fluorimetro y ICP-MS/MS. Los analitos (nanoMOF)
recibidos muestran un distinto color, uno es rojo y el otro es verde y su diferencia se encuentra
en la sintesis, ya que el verde contiene dos veces mas de ligando que el rojo. Los componentes
principales de la sintesis han sido el cobre acetato (CuAcy-H20), el ligando DOBDC (2,5-
dihydroxyterephthalic acid) y DMF como medio de reaccion. La estructura del ligando se ve

reflejada en la figura 12.

O

OH

HO
OH

O

Figura 12. Estructura de ligando utilizado para la sintesis de los dos nanoMOFs.

Los nanomateriales bajo estudio han venido acompafiados de un conjunto de
informacién sobre los mismos. Gracias al analisis mediante difraccién de rayos X se puede
verificar que los dos materiales sintetizados presentan una estructura cristalina. En el caso de
nanoMOF verde, se ha llevado a cabo la difraccidon de rayos X de monocristal donde se ha
podido concluir la estequiometria y su estructura. Asi mismo este andlisis indica una
estequiometria de C17H25CuN3Qg la cual viene dada por una estructura cobre ligando de 1:1,
dos moléculas de DMF coordinadas y una molécula de DMF libre en la estructura. Para crear
la estructura laminar que muestran cada ligando se encuentra parcialmente unido a 4 4tomos
de cobre creando una ldmina. Los diferentes planos estan conectados entre si a través de 2
atomos de cobre formando la estructura laminar que caracteriza al nanoMOF verde. Esto se

puede ver reflejado en la figura 13.
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Figura 13 Estructura laminar del nanoMOF verde.

Esta misma informacidn no ha podido ser proporcionada para el nanoMOF rojo, ya que
no se ha realizado ningun estudio para su determinacion. Aun asi se sabe que su férmula
empirica puede ser Cuz(CsH206)(C3H7NO)2(H20)2 y que se trata de un nanoMOF de tipo MOF-
74. Al tratarse de unos nanoMOFs nuevos la informacidn que se tiene sobre ellos es escasa,
es por ello por lo que se ha querido hacer una caracterizacién de ellos con los equipos

presentes en el laboratorio.

En las imagenes de TEM que se han proporcionado se puede también observar que los
nanoMOFs sintetizados presentan una estructura y dimensiones constantes de un tamafio en

la escala de los nanémetros (figura 14).
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Figura 14. Imagenes de TEM de los nanoMOFs de trabajo. lzquierda nanoMOF verde y derecha
nanoMOF rojo.

5.1. CARACTERIZACION ESPECTROSCOPICA DE LOS nanoMOF

Previamente al analisis de los analitos empleando la instrumentacidon de AF4 acoplada
a distintos detectores, se ha hecho un andlisis espectrofotométrico de los mismos para poder

identificar sus bandas de absorcién VIS-UV, excitacion y emisidn fotoluminiscente.

5.1.1. Andlisis espectrofotométrico y fotoluminiscente

En las figuras 15 y 16 se recogen los espectros de absorbancia y fluorescencia,
respectivamente, obtenidos para los dos nanoMOF de interés y para los reactivos utilizados
para su sintesis (ligando DOBDCy cobre acetato). Todas las medidas se han hecho a una misma
concentracion de nanoestructuras, llevando una disolucién inicial de 0.5 mg/ ml a una dilucién

de 1:20.

En primer lugar, una comparacion de los perfiles de los espectros fotoluminiscentes y
UV-VIS del nanoMOF verde y el ligando permite determinar claramente que el
comportamiento que muestran las dos especies (nanomaterial y ligando) es muy parecido. En
ambos casos, tanto en el espectro de absorbancia como en el de emisidn, la intensidad de la
sefial proveniente del nanoMOF verde es mas intensa. Una explicaciéon posible para este
efecto observado estd en consonancia con un estudio que se realizé en el ano 2021 por J. Y
Ma et al*?, en donde se pudo observar como la intensidad de la emision de fluorescencia

disminuia cuando a una disolucién de DMF se le iba afiadiendo agua. En el caso del nanoMOF
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verde, este contiene en su estructura una pequefa cantidad de DMF utilizado para su sintesis
en su estructura, que puede justificar que la sefial de intensidad sea ligeramente mayor que
cuando el ligando se encuentra en medio acuoso. Para verificar esta hipdtesis se midieron los
espectros de fluorescencia del nanoMOF verde en diferentes medios: solo agua, 50% agua
50% DMF y solo DMF. El resultado se puede observar en la figura 17, donde se ve claramente

gue la fluorescencia del compuesto incrementa en presencia de DMF.

Los espectros fotoluminiscentes y VIS-UV registrados evidencia que existen unas
analogias totales entre el nanoMOF verde y el ligando libre, en cuanto a sus caracteristicas
espectroscépicas. Asumiendo que la razén de la tendencia observada era que podria haber
ligandos sueltos en disolucién que enmascarasen las sefiales de absorcién/emisiéon del
nanoMOF, se llevd a cabo una purificacion de la disolucién por Amicones de 3 y 30 kDa para
asi poder eliminar los ligandos sueltos. Pero, aun asi, tanto la disolucién del sobrenadante
como la del nanoMOF seguian dando la misma sefial de fluorescencia, por lo que la

purificacién no fue efectiva.

Asi pues, en este caso no existe una evidencia clara del éxito en la obtencidon de un

nuevo compuesto distinto del ligando libre.

2,5

15

nanoMOF verde

nanoMOF rojo

Ligando
Cobre

Intensidad absorbancia

05

190 290 390 450 590 690
Longitud de onda (nm)

Figura 15. Espectro de absorbancia para los nanoMOFs verde y rojo, el ligando y
acetato de cobre.
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Figura 16. Espectro de emisidn y excitacién para los nanoMOFs verde y rojo,
el ligando y el cobre acetato (longitud de onda de excitacidon 320 nm).
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Figura 17. Espectro de fluorescencia del nanoMOF verde en las diferentes cantidades de DMF.

En el caso del compuesto rojo, la tendencia tanto de UV-Vis como el de fluorescenciaes
completamente distinto a lo observado en el caso del MOF verde. En este caso, las bandas de
emisién como de excitacion fotoluminiscente observadas al analizar la muestra que contiene
el nanoMOF han disminuido considerablemente frente al ligando libre, tanto que en el caso
del nanoMOF rojo es posible observar la banda de dispersién Raman, ya que aparece al valor
medio de la longitud de onda de emision que se ha utilizado. El valor utilizado ha sido de 530
nm y esta banda, simétrica y bien definida aparece alrededor de 265 nm. Con esta
informacidn, si que se puede inferir que hay algin cambio estructural del ligando y del cobre,

el cual crean una nueva estructura con un comportamiento espectroscépico diferente.
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Ademas, la disminucion de la emision fluorescente puede ser un factor clave a la hora de
verificar la posible coordinacidén entre el ligando y el cobre creando una estructura, hecho que
estd en consonancia con los resultados descrito en un trabajo llevado a cabo por Rahimi et al
(2008), en donde se pudo ver como el cobre actuaba como quencher al crear una estructura
no tan fluorescente con el material fluorescente 3. Aparte de esto, en otro estudio que se
realizd en el 2020 se vio que en los MOFs de tipo 74 el ligando DOBDC perdia parte de su
luminiscencia en el estado sdélido por la unidn de los grupos hidréxidos del fenol para crear la
estructura del nanoMOF#4. Esto mismo que pasa en el estado sélido puede que sea la misma

causa de su pérdida de fluorescencia en el liquido.

Viendo también las bandas de emisidn de fluorescencia en la figura 16, se puede ver
claramente que lo que proporciona la fluorescencia al compuesto es el ligando, ya que este

contiene una banda intensa alrededor de 520 nm y el cobre no tiene sefial de emision.

En la figura 18, se puede observar que en una mezcla donde se juntan el cobre, acetato
y el ligando los cuales han sido utilizados para la sintesis de los nanoMOFs que se estan
analizando, sin que se cree ninguna interaccion entre ellos: las bandas de absorcién de la
mezcla son las caracteristicas del ligando. Esto se puede ver en la misma forma, pero también
al bajar la cantidad de ligandos, ya que la intensidad del espectro también baja. Asi mismo se
puede concluir que en presencia de los dos elementos donde no exista ninguna interaccion
entre los dos, mediante esta técnica solo se llega a apreciar la presencia de ligando, ya que

contiene unas caracteristicas espectroscépicas mas intensas.
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Figura 18. Espectro de absorbancia de las mezclas Cu-L 1:1y 1:0.5.

Se decidid diluir los nanoMOFs de interés en tres diferentes disoluciones salinas para
ver su comportamiento en presencia de diferentes sales como son el PBS, acetato de sodio y
MES hidratado., El comportamiento espectroscdpico de dichos analitos nanoestructurados en
los diferentes medios se pueden en las figuras 19, 20, 21 Y 22. En este caso, de nuevo, el
cambio mds acusado en los espectros registrados se aprecia en el nanoMOF rojo. A simple
vista, en presencia de PBS y acetato la disolucién de nanoMOF rojo perdié su color volviéndose
transparente, actuando igual que el nanoMOF verde, ya que las disoluciones preparadas con
este mismo nanoMOF no han mostrado color en ningin momento. Ademas, en presencia de
estas dos sales se puede apreciar que tanto el espectro de absorcion y la de fluorescencia
cambian su forma asemejandose al del nanoMOF verde y ligando, obteniendo una

fluorescencia que anteriormente no demostraba (figuras 19 y 20).

A la vista de los datos obtenidos, se puede concluir que, en presencia de fosfatos (PBS)
y acetatos, ocurre una sustitucion con el ligando, donde estos dos elementos quedan
coordinados al cobre y el ligando queda suelto, pudiendo observar asi sus caracteristicas
espectroscépicas. Viendo la diferencia de la intensidad de la fluorescencia entre el PBS y
acetato, se puede también pensar que la sustitucion es mas probable con el tampdn de PBS
ya que aparte de los fosfatos también contiene otros elementos los cuales se pueden
coordinar con el cobre sustituyendo de esta manera el ligando. Se puede apreciar que el pico

procedente de la dispersién Raman se encuentra desplazado, esto se debe a que la longitud
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de onda de emisidn utilizada ha variado entre 520 y 530 nm para poder asi conseguir la

excitacion mdaxima del compuesto, haciendo que el pico de dispersidon también se desplace.
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Figura 19. Espectro de absorcidon del nanoMOF rojo en diferentes medios.
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Figura 20. Espectro de emisidn y excitacién del nanoMOF rojo en diferentes medios (excitacién a 320
nm).

En el caso del nanoMOF verde, la tendencia ha sido diferente, ya que aun en presencia
de sales la forma del espectro de absorbancia ha sido la misma que en agua Mili-Q. Lo que si
se puede apreciar es una bajada de intensidad en el espectro de fluorescencia (figura 22). Esto
puede deberse a la presencia de sales, ya que en un trabajo anteriormente realizado se pudo
observar como la fluorescencia de un elemento disminuia en presencia de sales porque estas

estimulaban su agregacidn, haciendo asi que la fluorescencia fuese menor®.
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Figura 21. Espectro de absorcion del nanoMOF verde en diferentes medios.
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Figura 22. Espectro de emisidn y excitacion del nanoMOF verde en diferentes medios (excitacion a
320 nm).

ESTUDIOS DE ESTABILIDAD

Tras mantener los dos nanoMOFs en medio acuoso durante tres semanas se puedo
observar que en los dos casos tanto la intensidad del espectro de absorbancia como la de
emisidn y de excitacion disminuye notablemente si se comparan con los valores de intensidad
de las figuras 15 y 16. Asi mismo se puede concluir que con el paso del tiempo, el ligando,
quién da estas caracteristicas espectroscépicas al nanoMOF se va degradando, dejandolo casi

sin ninguna seiial de fluorescencia. Esto se puede ver en las figuras 23 y 24.
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Figura 23. Espectro de absorbancia de los nanoMOFs rojo y verde después de tres semanas.
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Figura 24. Espectros de excitacidon y emisidon de los nanoMOFs rojo y verde después de tres semanas.
5.2. CARACTERIZACION MEDIANTE AF4 ACOPLADO A DISTINTOS DETECTORES
5.2.1. Optimizacion del método de separacion

Como se ha mencionado en el apartado 4.5.1, para proceder a la optimizacion de la
separacion de los nanoMOFs se ha realizado, en primer lugar, una optimizacién de los
parametros de medida de la AF4 (tabla 2). Desafortunadamente, tras numerosos intentos, no
ha habido posibilidad de conseguir un fraccionamiento adecuado que permita una correcta
caracterizacién de los nanoMOF bajo estudio, ya que la banda de elucién analito de interés
(nanoMOFs) siempre ha salido junto al volumen muerto, justo después del tiempo de

focalizacién, alrededor del minuto 4 (2 minutos de tiempo de inyeccion mas otros 2 de
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focalizacidén). Esto se pude ver en la figura 25: en todos los casos el tiempo de elucidn se
encuentra alrededor del minuto 4. En alguno de los intentos el pico se puede observar
desplazado, pero eso se debe a que el tiempo de inyeccidon se ha disminuido o aumentando,
haciendo de la misma manera que el tiempo de elucién del volumen muerto salga antes o mas
tarde. La intensidad de los picos también varia dependiendo del eluyente utilizado, la
intensidad obtenida a un flujo cruzado de 0.5 ml/min con TWEEN 80 es mayor que la
conseguida con el agua MQ. El pico azul se encuentra mas desplazado hacia la derecha debido

a que el tiempo de inyeccidn utilizado fueron 3 minutos en vez de 2.

%0

t 2 min, MC

10

t 2 min, MO

Intesidad

t 2 min, TWEENSO

t 1 min, TWEEN 20

| PR

) 5 10
l Tiempo (min) l

U

Figura 25. Fractograma para los diferentes métodos que se han probado: diferentes eluyentes y
tiempo de inyeccidn .

Se han ensayado diferentes flujos cruzados, ya que su fuerza esta directamente
relacionada con la eficiencia de la separacion. Asi, se ha probado con flujos de entre 0.3y 2
ml/min, pero no se ha visto ningiin cambio significativo en el tiempo de eluciéon, aunque si una
disminucion en los porcentajes de recuperacion de analito, ya que a flujos cruzados muy
elevado algunos analitos, normalmente los de peso molecular alto, han podido ser absorbidos
por la membrana. Con el incremento del flujo cruzado se esperaba que el tiempo de elucién
también incrementase y conseguir un mejor fraccionamiento, pero no ha sido asi. Subiendo
el flujo cruzado también se consigue que el volumen muerto disminuya ya que se minimiza la
pre- elucién de las particulas menos retenidas*®. Se decidid seguir trabajando con un flujo
cruzado de 0.5 ml/min ya que este valor se considerd suficiente como para poder ver un

cambio en caso de haber fraccionamiento y el recuperamiento era bastante aceptable. En la
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figura 26 también se puede apreciar como baja la intensidad de la sefial de fluorescencia

cuando sube la del flujo cruzado.
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Figura 26. Intensidad de absorbancia del pico obtenido para diferentes flujos.

Teniendo la informacién de que el comportamiento de los nanoMOF puede estar
afectado por cambios en el pH, se decidié estudiar su comportamiento en un medio 4acido,
pensando que tanto la membrana y el analito se encontrarian parcialmente protonados y
habria una repulsién electrostatica entre ellos, haciendo que este salga antes.
Desafortunadamente, no se observé ningin cambio en el perfil del fractograma obtenido.
También se trabajé con medios salinos (PBS, acetato de sodio y MES hidratado) y no se

consiguid ningun cambio aparente.

En la optimizacion de las condiciones experimentales del AF4 se evaluaron membranas
de distinta naturaleza. Las membranas utilizadas son inertes, procurando una minima
interaccion con el analito, se colocan para poder filtrar los elementos de no interés analitico y
para que mediante el flujo cruzado los analitos queden depositados en ella. En este estudio
se compard el comportamiento en la separacion (fractograma obtenido) utilizando una
membrana de celulosa regenerada y una membrana de PES (polietersulfona), que al estar
cargada mas negativamente ejerceria en principio una menor interaccion con respecto al
analito por la repulsidon entre cargas. Sin embargo, no se observd ninguna mejora en la
separacion dependiente de la naturaleza de la membrana utilizada. También se evalud el

empleo de membranas con distintos tamafios de poro, sin éxito en mejorar la separacion.
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En el caso del eluyente, se ensayd el uso de medios acuosos y de medios acuosos
conteniendo diferentes tipos y porcentajes de tensoactivos “Tween”, pensando que estos
podrian crear micelas alrededor del compuesto siendo de esa manera mas retenidos. Aun asi,
el tiempo de retencién de los analitos fue el mismo que el conseguido empleando Unicamente

agua Mili-Q como disolucion portadora.

El espaciador es un componente del canal de separacion que se encarga de delimitar
el volumen de difusidn de las particulas. En todos los ensayos realizados se ha seleccionado el
espaciador mas grande, el de 500 um, ya que de esta manera existe mas volumen donde las
particulas puedan difundir y por consiguiente caer a tiempos mds largos. Si con un separador
de este tamafo no se retienen tampoco lo haran con uno menor, como por ejemplo con el de
350 um. Utilizando un espaciador mas grande se puede conseguir mejor recuperacion, ya que
se pueden emplear menores flujos cruzados para conseguir el mismo resultado que con un

espaciador de 350 um?®®,

Asi mismo, con todos los intentos que se han llevado a cabo, no se ha notado ningln
cambio en el tiempo de retencidn de los analitos. Todos los resultados que se han conseguido
han sido proporcionados por los detectores de UV-VIS y fluorescencia, en ningin momento se
ha podido conseguir ninguna informacién del MALS. Este equipo contiene un laser que emite
luz a 520 nm, en la misma banda de emision del analito con el que se ha trabajado, es por ello
por lo que no se mide nada en este valor ya que el instrumento no sabria diferenciar entre Ia

luz reflejada y la del laser.

Aparte de todo esto, se decidié inyectar el ligando utilizado para la sintesis de los
nanoMOFs en el sistema, con una membrana de celulosa de 30 kDa. El ligando, por su pequeiio
tamafio se esperaba que se filtrase por la membrana y que no diese sefial, pero aun asi se
pudo ver una senal en el mismo punto que el resto. Esto dio que pensar que probablemente
el ligando no se encuentre bien disuelto en el agua y cree alguna metaestructura el cual por
su tamafio no pueda ser filtrado por la membrana ni quede retenido, dando seial justo
después del tiempo de elucién. Viendo esto, se puede llegar a pensar que los nanoMOFs
también se pueden juntar en disolucién creando estructuras mas grandes las cuales no son
retenidas. Aun asi, no se puede hacer un analisis controlado de esto, ya que debido a la

longitud de onda de emision del analito no se pueden utilizar ni el DLS ni el MALS.
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5.2.2. Estudios de recuperacion

El objetivo principal del estudio ha sido optimizar una separacién con el instrumento
AF4, es por ello por lo que la recuperacién de cada uno de los métodos ha quedado en un
segundo plano. Aun asi, se han realizado varios FIAs para poder asi comparar la recuperacién
conseguida con cada uno de los métodos. Integrando los picos conseguidos con el detector de
UV-VIS, la recuperacion conseguida para los métodos empleado un flujo cruzado de 1 ml/min
y 0.5 ml/min, han sido de 0.09 % y de 80.35 % respectivamente (tabla 4 Es por ello por lo que
se decidié trabajar con un flujo cruzado de 0.5 ml/min. El flujo cruzado de 0.3 ml/min que se
probd ofrecié una mejor recuperacion, pero la fuerza ejercida por este flujo se considerd

insuficiente para poder llevar a cabo una separacion.

Tabla 4. Valores de integracion de los picos de FIA, del método y la recuperacion obtenida en cada
uno de los flujos cruzados empleados.

Flujo cruzado 0.5 ml/min Flujo cruzado 1 ml/min
FIA1 4369.4 5030.5
FIA 2 4766.3 4777.3
NANOMOF 3670 4.2
RECUPERACION 80.35% 0.09%

5.3. ESTUDIOS DE ESTABILIDAD Y CARACTERIZACION ELEMENTAL

Para los estudios de estabilidad y elementales se ha acoplado el ICP-MS/MS al AF4
como detector elemental. Al no haber ningun fraccionamiento ni retencién en el sistema de
la AF4 se ha visto el pico proveniente del cobre al principio de cada analisis, en el mismo punto
en el que se ha detectado el nanoMOF en los detectores de la AF4. Con este tipo de detector
se han podido diferenciar diferentes tipos de poblaciones en un mismo pico proveniente de
diferentes elementos, como por ejemplo el cobre y el fésforo en la mezcla con PBS. Aun asi,
no se ha podido observar ningun dato mas relevante, de manera que no es posible deducir si
la cantidad de cobre que ha sido detectada proviene del nanoMOF o de alguna impureza
presente en la mezcla. Las diferentes posiciones del pico que se pueden observar en la figura
27 se pueden deber a que los datos no se empezaron a adquirir justo en el mismo momento.
Se puede observar que la intensidad de los picos tampoco varia mucho de un elemento a otro

ni de una disolucién a otra.
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Figura 27. Perfil elemental del cobre para el nanoMOF verde y rojo en diferentes medios.

5.4. INCUBACION DE BSA CON EL MOF

Mediante la incubacidn de los nanoMOFs en medios con diferentes cantidades de BSA
se ha intentado estudiar la formacion de la proteina corona en la superficie de cada uno de
los nanoMOFs. Con el fiagrama realizado gracias al CP-MS/MS se ha obtenido una recta de
calibrado la cual ha relaciona las areas de S/Cu inorganicos con la relacion molar de los mismos
(estos son conocidos). El fiagrama se ha realizado con estos dos elementos, ya que, el
nanoMOF contiene cobre y el BSA azufre. asi mismo, sabiendo la cantidad de Cu que contiene
cada nanoMOF y la de cantidad de azufre que contiene cada BSA, midiendo las diferentes
mezclas realizadas en el ICP-MS/MS y gracias a la recta de calibrado se han podido determinar
la relacidn molar de BSA-nanoMOF. En la figura 28 se pueden ver los picos conseguidos para
los pinchazos de las diferentes relaciones de Cu y S inorganicos. Con el drea de estos picos y
sabiendo la cantidad de moles de cada una de las mezclas se ha podido llevar a cabo un
calibrado (figura 29). La fiabilidad de este calibrado es bastante alta ya que contienen una R?
de 0.9971. Este calibrado se ha realizado inyectando directamente la muestra al ICP-MS/MS
conectando una valvula de 6 vias entre la AF4 y el ICP-MS. En la figura 28, se puede observar
como las cuentas por segundo del azufre van aumentando segun sube su cantidad en la

mezcla.
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Figura 28. Cuentas por Segundo del cobre y azufre inorgdnico inyectado.
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Figura 29. Recta de calibrado del fiagrama S/Cu éarea vs S/Cu mmol.
Se inyectaron las mezclas de BSA: nanoMOF en el AF4 acoplado al ICP-MS a una
relacion molar de 1:1, 1:2, 1:10 y 1:50 tanto para el rojo como para el verde. Calculando la
relacion de las areas conseguidas y sustituyendo dicho valor en la recta de calibrado se

pudieron conseguir las diferentes relaciones BSA:nanoMOF expuestas en las tablas 5 y 6.

Tabla 5. Relacién molar BSA/ nanoMOF rojo.

RELACION MOLAR DE INCUBACION RELACION BSA/ NANOMOF ROJO

1:1 3.23

44



1:2 ‘ 5.19
1:10 ‘ 15.44
1:50 15.17

Tabla 6. Relacion molar BSA/nanoMOF verde.

RELACION MOLAR DE INCUBACION RELACION BSA/ NANOMOF VERDE
1:1 5.08
1:2 4.67
1:10 5.58
1:50 11.32

Como se puede observar los dos elementos ofrecen una relacion diferente hacia la
BSA, por lo que con esto se puede concluir que contienen un area y posiblemente estructura

diferente.

En el caso del nanoMOF rojo, segun se afiade mdas BSA la relacién va subiendo hasta
llegar a una saturacién, donde, aunque se afnada mas BSA la relacidon sigue siendo la misma,
alrededor de 15 moléculas de BSA por una de nanoMOF. En el caso del verde, parece que no
sigue ningun patrén, ya que con las relaciones 1:1, 1:2 y 1:10 llega a una especie de saturacién,
pero al afiadir una cantidad muy elevada parece que mas dtomos de BSA son capaces de
rodear el nanoMOF. Asi pues, con estos datos y sabiendo que el nanoMOF verde contiene una
estructura laminar, se puede concluir que el rojo contiene una estructura diferente el cual
contiene una mayor area superficial donde cabe la posibilidad de interaccionar con mas

moléculas de BSA.
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6. CONCLUSIONES

A lo largo del trabajo realizado, se ha llevado a cabo la evaluacién de una plataforma
analitica basada en el acoplamiento de un sistema de separacion en flujo (AF4) con detectores
moleculares (MALS, VIS-UV y fluorescencia) y elementales (ICP-MS/MS) para caracterizar
analiticamente y evaluar la estabilidad y posible degradacién de dos nano-MOFs, sintetizados
por el grupo de investigacién Nanobionalisis de la Universidad de Oviedo. Las principales
conclusiones que se han podido adquirir de este Trabajo de Fin de Master han sido las

siguientes:

e Se harealizado una caracterizacion espectroscdpica exahustiva de los nanoMOF
bajo estudio utilizando la espectroscopia UV-VIS y técnicas fotoluminiscentes de
analisis. Los resultados obtenidos demuestran la superioridad, en términos de
estabilidad, de los nanoMOF rojos frente a los verdes.

e Con los diferentes métodos y condiciones empleados no se ha podido llevar a
cabo el fraccionamiento en flujo eficaz y conseguir la informacion deseada
mediante la instrumentacién de AF4 acoplado de los diferentes detectores.

e El empleo del ICP-MS/MS para llevar a cabo el andlisis de los nanoMOFs
expuestos a medios ricos en proteinas ha permitido estimar el nimero de

moléculas de BSA que se han unido a una nanoestructura MOF.

El desarrollo de este trabajo ha dado también la oportunidad de adquirir diversas
competencias académicas relacionadas con el ambito de investigacion como por ejemplo
manejo de bibliografia, interpretacion de resultados o la familiarizacién con la
instrumentacion analitica avanzada entre otros. Ademads, ha sido estrictamente necesario
aprender las reglas de seguridad en el laboratorio y tener la capacidad de trabajar con el resto

de compafieros.
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