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Resumen/Abstract

RESUMEN

La adsorcién de proteinas y otras biomoléculas a superficies solidas es un proceso que afecta virtualmente
a cualquier superficie utilizada para la manipulacion o almacenamiento de estas moléculas. Estos procesos
de adsorcion suelen inducir una disminucién en la estabilidad conformacional de la proteina adsorbida con
potenciales efectos negativos sobre su posterior identidad bioldgica debido a procesos de
desnaturalizacion, agregacion o fibrilacion. La presente Tesis Doctoral centra su atencidn en la interaccidén
entre polimeros formados por mondmeros cargados (polielectrolitos) capaces de inhibir la adsorcién de
proteinas a superficies de silice, un material de uso comun en muchas aplicaciones biotecnoldgicas o en el

trabajo habitual de laboratorio.

En efecto, las superficies de silice pueden ser recubiertas con polielectrolitos de alta densidad de carga que
impiden la adsorcién de proteina. Los polimeros catidnicos de alta densidad de carga muestran una elevada
afinidad por la superficie de silice (cargada negativamente a valores de pH superiores a 3) debido al efecto
sinérgico de las interacciones electrostaticas atractivas que se establecen entre cada uno de sus
monoémeros vy la particula sélida. Dado que la afinidad de la proteina por esa misma superficie es menor,
ésta no podrd competir satisfactoriamente por la superficie se silice cuando se encuentra recubierta por

polielectrolito.

Las superficies recubiertas de polielectrolitos pueden servir, ademas, como adsorbentes de ligandos de
carga opuesta. Esta Tesis Doctoral presenta algunos avances en la optimizacién de estos procesos de
adsorcion de ligandos a nanoparticulas cuya superficie se recubre de polielectrolitos para conferirle las
propiedades demandadas para capturar, transportar o almacenar ligandos especificos. En particular, el
recubrimiento de la superficie de particulas de silice con el polielectrolito catiénico PDADMACI (cloruro de
polidialildimetilamonio), permite adsorber de forma eficaz ligandos de carga opuesta. La capacidad de las
particulas asi recubiertas puede ser modulada ajustando, de forma racional y predecible, la diferencia de
pH entre el cual se utiliza para obtener el recubrimiento y el que corresponde a sus condiciones de uso. Se
ha demostrado experimentalmente, que cuanto mayor sea la diferencia entre el pH al que se lleva a cabo
el recubrimiento de la particula de silice y el pH al cual van a ser utilizadas, mayor es el aumento en la
cantidad de ligando de carga opuesta que puede ser adsorbida (comparada con la cantidad que particulas

similares adsorberian si su recubrimiento se hubiera realizado a este segundo pH).

Utilizando polielectrolitos de distinta naturaleza se han obtenido nanoparticulas de magnetita con elevada
estabilidad coloidal y capaces de adsorber tanto ligandos catiénicos como anidnicos. La capacidad de los
polielectrolitos de reducir de forma drastica el tamafio de las particulas de magnetita desnuda, junto con
los factores que optimizan su estabilidad coloidal y capacidad de capturar diversos ligandos, han sido

discutidos.
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Resumen/Abstract

Se han disefiado y obtenido nanoparticulas de magnetita recubiertas por un derivado carboxilado de la
polietilenimina, PEl, capaz de unir cationes de metales pesados con alta afinidad. Se ha optimizado su
capacidad de capturar metales en disolucién acuosa, asi como las condiciones para la recuperacién del
metal capturado vy la reutilizacién de las nanoparticulas en ciclos sucesivos. Ademas, se ha demostrado la
capacidad de estas nanoparticulas para capturar fraccionadamente metales presentes en mezclas,

atendiendo al orden de las constantes de formacién del complejo metal-nanoparticula.

Finalmente, se ha desarrollado un método que permite el crecimiento de la cantidad de moléculas de
polimero cargado presente en el recubrimiento de las nanoparticulas. Para ello, se han utilizado polianiones
gue establecen interacciones electrostaticas entre las moléculas de polielectrolito que forman parte del
recubrimiento inicial y otras que se encontraban en disolucion. El resultado final es la incorporacion de
estas al recubrimiento ampliado. La capacidad de carga de estas nanoparticulas con recubrimiento
ampliado (que depende exclusivamente de la cantidad de polielectrolito en exceso utilizado en su
preparacién) aumenta linealmente con la cantidad de polimero cargado incorporado al recubrimiento
primitivo. Esto abre la puerta a un disefio verdaderamente racional de nanoparticulas cuyo objetivo sea la

captura, el transporte o el almacenamiento de ciertos ligandos.
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Resumen/Abstract

ABSTRACT

The adsorption of proteins and other biomolecules to solid surfaces is a process that affects virtually any
surface used for the storage manipulation of these molecules. These adsorption processes usually induce
a decrease in the conformational stability of the adsorbed protein with potential negative effects on its
subsequent biological identity due to denaturation, aggregation or fibrillation processes. This Doctoral
Thesis focuses on the interaction between polymers formed by charged monomers (polyelectrolytes)
capable of inhibiting the adsorption of proteins to silica surfaces, a material ubiquitous almost all

biotechnological applications or in the everyday laboratory work.

Indeed, the coating of silica surfaces with high charge density polyelectrolytes prevents protein adsorption.
High charge density cationic polymers show a high affinity for the silica surface (negatively charged above
pH 3) due to the synergistic effect of the attractive electrostatic interactions established between each of
its monomers and the solid particle. Since the affinity of the protein for that same surface is lower, it cannot

compete satisfactorily for the silica surface once coated with the polyelectrolyte.

Polyelectrolyte coated surfaces can also serve as adsorbents of ligands of opposite charge. This Doctoral
Thesis presents some advances in the optimization of these adsorption processes of ligands to
nanoparticles whose surface is covered with polyelectrolytes to confer them the properties demanded for
the capture, transport or storage of specific ligands. In particular, the coating of the surface of silica
particles with the cationic polyelectrolyte, PDADMACI (poly(diallyldimethylammonium chloride), allows
adsorbing of ligands with opposite charge quite efficiently. The capacity of the particles thus coated can be
modulated by adjusting, rationally and predictably, the difference in pH between which it is used to obtain
the coating and that corresponding to its conditions of use. It has been experimentally demonstrated that
the greater the difference between the pH at which the silica particle coating is carried out and the pH at
which they are to be used, the greater the increase in the amount of ligand that will be adsorbed (compared

to the amount that similar particles would absorb if their coating had been made at this second pH).

Using polyelectrolytes of different nature, magnetite nanoparticles with high colloidal stability and capable
of adsorbing both cationic and anionic ligands have been obtained. The ability of polyelectrolytes to reduce
dramatically the size of naked magnetite particles along with factors that optimize their colloidal stability

and ability to capture various ligands have been thoroughly discussed.

Magnetite nanoparticles coated by a carboxylated derivative of polyethyleneimine, PEl, capable of binding
heavy metal cations with high affinity have been designed and obtained. Their ability to capture metals in
aqueous solution has been optimized, as well as the conditions for the recovery of the captured metal and
the reuse of nanoparticles in successive cycles. In addition, the ability of these nanoparticles to fractionally
capture metals present in mixtures according to the order of the formation constants of the metal-

nanoparticle complex has been demonstrated.
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Resumen/Abstract

Finally, a method has been developed that allows the growth of the amount of charged polymer molecules
present in the coating of the nanoparticles have been developed. Some polyanions can establish
electrostatic interactions between the polyelectrolyte molecules that are part of the initial coating and
others that were in solution. The end result is the incorporation of these into the expanded coating. The
loading capacity of these expanded coated nanoparticles (which depends exclusively on the amount of
excess polyelectrolyte used in its preparation) increases linearly with the amount of charged polymer
incorporated into the primitive coating. This opens the door to a truly rational design of nanoparticles

whose objective is the capture, transport or storage of certain ligands.
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Introduccion

1.1.- Introduccidn al concepto de nanoparticula.

La historia de la humanidad esta intimamente ligada a la comprension de las leyes de la naturalezay a la
utilizacién de este conocimiento en el desarrollo de tecnologia, que ha servido, mayoritariamente, para
mejorar las condiciones de vida de los individuos de nuestra especie. La necesidad demostrada por el ser
humano para aprender es innata e inseparable de su capacidad de creacion e innovacién, no solo como
medio de sobrevivir como especie sino, también, como respuesta a su necesidad de evolucionar en sus

capacidades cognitivas.

El largo camino de la humanidad en su desarrollo tecnoldgico comenzaria con los primeros vestigios de
vida humana inteligente: fabricacion de los primeros utensilios, capacidad de mantener primero y crear
después, el fuego o el desarrollo de los primeros avances en el aumento de la productividad agricola y
ganadera. El invento de la rueda (hace mds de 5000 afios) es considerado un salto cualitativo en el avance
de la sociedad humana. A él se sumarian infinidad de avances cientificos y tecnoldgicos a lo largo de los
siglos siguientes, con ritmo variable dependiendo del momento histdrico. Sin embargo, el final de la Edad
Media y el advenimiento del Renacimiento, supuso una aceleracion en la velocidad de adquisicién del
conocimiento humano. La llegada de la Primera Revolucion Industrial, a finales del siglo XVIII, con la
introduccion de las primeras maquinas de vapor, supuso la definitiva utilizacién sistematica de la tecnologia
al servicio de todos los procesos de producciéon llevados a cabo por el hombre, tanto agricolas como
industriales. Mas aun, los avances en el conocimiento cientifico y tecnoldgico se convierten en la fuerza
motriz de las mejoras de produccién, estableciéndose una relacién causa-efecto entre el desarrollo
tecnolégico y el aumento de la productividad. Durante las décadas finales del siglo XVIII y las
correspondientes al siglo XIX, se produce un crecimiento econémico sin parangén en la historia de la
humanidad que se basa, de forma fundamental, sobre el avance en el conocimiento cientifico y su
implementacion en forma de desarrollo tecnoldgico. Asi, en plena expansién industrial basada en el
imparable desarrollo tecnolégico, se despliega la Segunda Revolucién Industrial (en el Ultimo cuarto del
siglo XIX) con el desarrollo de la electricidad, la industria quimica y de automocién. El desarrollo cientifico-
tecnoldgico se acelera y éste espolea el desarrollo industrial y productivo. A finales del siglo XX surge la
Tercera Revolucion Industrial con la introduccién de los computadores y el desarrollo de internet. En la
sociedad actual (y probablemente con mayor intensidad en el futuro) el desarrollo cientifico y su
implementacién tecnoldgica no solo esta dirigido al aumento de la produccion, sino que afecta a todos y
cada uno de los aspectos relacionados con la actividad humana, incluidas las formas de relacion entre los

humanos y de éstos con el universo.

Con el desarrollo de la Revolucién del Conocimiento, emerge una importante rama que podria ser la base
de una nueva revolucion tecnoldgica: la nanotecnologia. El término nanotecnologia fue acufiado por

primera vez por Norio Taniguchi en 1974%, aunque las ideas y conceptos sobre la nanotecnologia fueron
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introducidos por el premio Nobel de Fisica Richard Feynman en una conferencia de la American Physical
Society el 29 de diciembre de 1959, bajo el titulo “There’s Plenty of Room at the Bottom”? en la que el autor
considera la posibilidad de la manipulacién directa de dtomos individuales como una nueva herramienta
de la quimica sintética mucho mas poderosa que cualquiera de las utilizadas hasta entonces. Aunque
diferentes versiones de la charla fueron publicadas en revistas populares de escasa tirada, la idea pasé casi
inadvertida hasta que los primeros investigadores propulsores de la nanotecnologia comenzaron a citarla
como medio de establecer la credibilidad cientifica de sus trabajos seminales desarrollados a finales de la

década de los 70 del siglo pasado.

éCémo definimos la nanotecnologia? Hay multitud de definiciones; la Real Academia Espafiola (RAE) la
define como “tecnologia de los materiales y de las estructuras en la que el orden de magnitud se mide en
nandémetros, con aplicacion a la fisica, la quimica y la biologia”. Otra definicion, mas detallada, puede ser la
que da National Nanotechnology Initiative (NNI): “la nanotecnologia es ciencia, ingenieria y tecnologia
llevada a la escala nanométrica (entre 1y 100 nandmetros aproximadamente), lo que implica la capacidad

de ver y controlar &tomos y moléculas individuales”.

¢Podemos percibir esta escala nanométrica? Para contextualizarla debemos definir que un nandmetro es
la mil millonésima parte de un metro (1 nm = 10° m). Podremos visualizarla mejor en nuestra mente si
comparamos el planeta Tierra (cuyo radio promedio es de 6371 km) con una canica de vidrio cuyo tamafio
mas habitual se corresponde con una esfera de 0.8 cm de radio. Si comprimimos la Tierra hasta formar una
esfera de 1 m de radio, el tamafio correspondiente de la canica (sometida a la misma reduccién de tamafio)

seria de 1.26 nm (Fig. 1).

@

16 mm

! 12742 km

Fig. 1.-Analogia con una canica y el planeta Tierra sobre la relacion entre 1 nmy 1 m.

La nanotecnologia se desarrolla en multitud de campos como la biologia, la quimica, la ingenieria, la fisica,
la ciencia de materiales o la medicina, con lo cual pueden surgir multitud de nanomateriales para ser usados
en distintas aplicaciones, como en informatica o biomedicina, siendo esto posible dadas las excelentes y

Unicas propiedades Opticas, magnéticas, eléctricas, cataliticas, bioldgicas o mecdnicas que pueden tener?.
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Entre estos nanomateriales son de especial relevancia las nanoparticulas (particulas que poseen un tamafio
entre 1y 100 nm). Aunque es a partir de las Ultimas décadas donde mayor relevancia estan teniendo estas
nanoparticulas por su potencial aplicabilidad, tanto en el dmbito cientifico como en el industrial®, ya eran
utilizadas por nuestros antepasados en decoraciones cerdmicas vidriadas, a las cuales afiadian
nanoparticulas de cobre o plata para proporcionarles propiedades épticas distintas, dependiendo de la
difraccién o reflexién de la luz. Los romanos también hicieron uso de nanoparticulas de oro para dar color
rojo al vidrio. Un ejemplo de ello es la copa Licurgo, sita en el museo britdnico de Londres, la cual presenta

un color verde a la luz del dia, y un color rojo cuando se ilumina desde el interior>.

éPor qué son tan atractivas estas nanoparticulas? A diferencia del material a granel macroscopico, poseen
unas propiedades fisico-quimicas y mecanicas especiales, como su gran superficie especifica, lo que les
confiere una enorme reactividad, o distinta elasticidad o ductilidad. Ademas, debido a la elevada densidad
electronica que poseen se produce un aumento en la banda de semiconductores, en su absorcion dptica y
en su fotoluminiscencia®. A todo esto, hay que sumar la relativa facilidad de obtencién, manipulacion y
funcionalizacion. Debido a la gran energia superficial que poseen (asociada a su alta densidad superficial
especifica), las nanoparticulas presentan elevada tendencia a aglomerarse. Con objeto de reducir esta
tendencia, suelen ser tratadas con moléculas de distinta naturaleza cuyo recubrimiento aumenta su

estabilidad coloidal mediante una estabilizacidn estérica o electrostatica®’.

1.2.- Clasificacion de los distintos tipos de nanoparticulas.

Las nanoparticulas pueden ser obtenidas mediante varios procedimientos los cuales se encuentran
englobados en dos grupos; el primero de ellos contempla la estrategia de arriba hacia abajo (top-down)
donde las nanoparticulas son obtenidas, mayoritariamente mediante métodos fisicos, a partir del material
a granel. El segundo se basa en la estrategia de abajo hacia arriba, (bottom-up) donde las nanoparticulas
son obtenidas mediante reacciones quimicas a partir de sus componentes moleculares a través de procesos

de nucleacioén y crecimiento” (Fig. 2).

0.1 nm 1nm 10 nm 100 nm 1i1m 10um 100um 1 mm
| | | | | | |

k y t t u t * 1

Bottom-up str:

Fig. 2.- Estrategias Top-down y bottom-up. Figura tomada de Ju-Nam, y Lead*
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Se pueden obtener una gran variedad de nanoparticulas con distinta composicién, forma, tamafio o
propiedades fisico-quimicas’. Es por ello que existe una amplia clasificacion (Fig. 3), la cual suele diferenciar
entre dos tipos de nanoparticulas (organicas e inorganicas) dependiendo de la naturaleza del nucleo que

las forman.

A continuacién, se hard una somera descripcion de los distintos tipos de nanoparticulas, haciendo una
descripcidon mas pormenorizada de aquellas que han sido utilizadas en las investigaciones recogidas en la

presente Tesis Doctoral.

(F} (H)

Fig. 3.- Distintos tipos de nanoparticulas. (A) Fulereno (Ceo). (B) Nanotubo de carbono (Imdgenes tomadas de
Malhotra, B. D. y Ali, M. A.2). (C) Dendrimero (G4) (Imagen tomada de Sowinska, M. y Urbanczyk-Lipkowska,
Z.°). (D) Liposoma (imagen tomada de web DDW™). (E) Punto qudntico (Quantum dots) (imagen tomada de
Samuel, 1.1Y). (F) SiO.. (G) Fes04. (H) Au.

1.2.1.- Nanoparticulas organicas.
Nanotubos de carbono

Los nanotubos de carbono, sintetizados por primera vez por Sumio lijima en 1991, son estructuras
cilindricas alargadas con didmetros desde 1 hasta varias docenas de nanémetros y una longitud de hasta
varios micrometros. Estan constituidos por una o varias capas de grafito formando un tubo, donde los
carbonos forman un enrejado hexagonal®. Tanto si contienen una sola capa (SW, single-wall), como si
poseen multicapas (MW, multi-wall), debido a sus fantdsticas propiedades mecdanicas, térmicas,
fotoquimicas y eléctricas tienen una elevada aplicabilidad, como puede ser en la eliminacion de
contaminantes del medio ambiente, en sistemas de almacenamiento de energia, en microelectrdnica,

etc. ¥4
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Fulerenos

Fueron descubiertos en 1985 por Kroto et al.> Son moléculas que contienen, generalmente, 60 &tomos de
carbono (denominados como Cgo), donde los &tomos de carbono se sitdan en los vértices de un icosaedro
truncado formando una estructura molecular esférica®. Son usados en aplicaciones bioldgicas y médicas,
pero debido a su baja solubilidad en medio acuoso han de ser encapsulados o funcionalizados con

moléculas hidrofilicas®.

1.2.2.- Nanoparticulas inorgadnicas.
Puntos cudnticos (Quantum dots)

Estan formados por nanocristales semiconductores fluorescentes, los cuales poseen la sorprendente
propiedad de cambiar sus propiedades épticas en funcién del tamafio. Estas nanoparticulas estan
constituidas mediante complejos de CdSe, CdS o CdTe, etc. Por ejemplo una variacion de tamafo en
nanoparticulas de CdSe de 20 a 2 nm, provoca un aumento de la banda prohibida (distancia entre la banda
de valencia y la banda conductora) y por tanto de energia, cambiando del color rojo (1.7 eV) al verde (2.4

eV)®. Estas nanoparticulas han sido usadas como imagen in vivo®’.

Nanoparticulas metdlicas

Las nanoparticulas metalicas estdan formadas por un solo elemento, como puede ser Au, Ag o Fe. Las
nanoparticulas de Fe tienen una gran aplicacién sobre remediacién de aguas contaminadas. Las
nanoparticulas de Ag han demostrado tener una elevada actividad antibacteriana. Por su parte, las

nanoparticulas de Au pueden ser utilizadas como biosensores®.

Una importante propiedad de estas particulas es el efecto de resonancia de plasmones de superficie (SPR,
por sus siglas en inglés surface plasmon resonance) que surge como consecuencia de la interaccion de la
luz incidente y los electrones de conduccion en la superficie de la particula. Dicho efecto va a depender de
las propiedades que presente esa particula, como su forma, tamafio, superficie quimica, etc., pudiendo ser
usado para cuantificar cambios en las propiedades dpticas de las particulas cuando interaccionan con otras

moléculas®.

Nanoparticulas de dxidos metdlicos

Debido a la gran variedad de dxidos metadlicos que pueden ser formados, la geometria estructural de estos
serd variada, con una estructura electrénica que otorgard distinto cardcter metalico, semiconductor o

aislante. Si esto lo trasladamos al campo nanotecnoldgico, las nanoparticulas de estos éxidos tendran unas
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propiedades fisicas y quimicas Unicas debido a la reduccion del tamafio®®. Este grupo puede englobar éxidos

metalicos como: TiO,, Fes04, Fe;0s3, Zn0, CeO, CuO o Al,03, incluyendo también SiO,.

Es por ello que estas nanoparticulas tienen una gran aplicabilidad; por ejemplo, nanoparticulas de TiOs,
Fe20s y ZnO han sido usadas en cosmética o en protectores solares. Por otro lado nanoparticulas de SiO,
son usadas en pastas de dientes como abrasivos mientras que nanoparticulas de Al,Os son usadas en

catalisis®.

En apartados posteriores de este mismo capitulo se hard una descripcién mas pormenorizada de las
nanoparticulas de Fes04 y de SiO, ya que han sido utilizadas en las investigaciones presentadas en los

capitulos posteriores de esta Tesis Doctoral.

1.2.3.- Otros tipos de nanoparticulas.
Liposomas

Son considerados particulas coloidales autoensambladas cuya estructura es parecida a las membranas
celulares, y estan compuestas por vesiculas esféricas de una o mas bicapas fosfolipidicas. Sobre ellos o en
su interior pueden unirse una gran variedad de moléculas tanto hidrofébicas como hidrofilicas lo que les
confiere una amplia aplicabilidad en la encapsulaciéon y vehiculizacién de farmacos y otras biomoléculas.
Debido a la variedad de liposomas en cuanto a su tamafio; SUV (small unilamellar vesicle) entre 25y 50 nm,
LUV (large unilamellar vesicle) entre 100 y 2000 nm, GUV (giant unilamellar vesicle) entre 1000 y 3000 nm
o MLV (multilamellar vesicle) entre 1000 y 3500 nm, solo los mas pequefios podran ser considerados como

nanoparticulas presentando una buena estabilidad in vivo y facil biodistribucion?®.

Dendrimeros

Los dendrimeros estan formados por moléculas poliméricas muy ramificadas dotandolos de una estructura
tridimensional andloga a un arbol. Se construyen mediante capas poliméricas a las que se conoce como
generaciones. Asi, un dendrimero de generacién n estara formado por la unién covalente de n capas de
polimero. Dependiendo del nimero de generaciones el tamafio sera variable (generalmente, entre 1y 15
nm). Tienen una elevada aplicabilidad como excipientes, debido a su capacidad para aumentar la

solubilidad, estabilidad, viabilidad y eficacia de farmacos°.
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1.3.- Adsorcidn de ligandos a la superficie de las nanoparticulas.

Como ya se ha comentado con anterioridad, la elevada drea especifica de las nanoparticulas es una de las
propiedades que le confieren un especial interés en variadas aplicaciones biotecnoldgicas. La adsorcion de
distintas moléculas, en especial biomoléculas, ha sido utilizada en las Ultimas décadas en los mas variados
procesos biotecnoldgicos. La adsorcion de biomoléculas a superficies tanto hidrofilicas como hidrofébicas
es un fendmeno que responde a su naturaleza anfipatica? 2. Este comportamiento ha sido profusamente
utilizado en aplicaciones tales como la separacién cromatogréfica?®, el desarrollo de nuevos sistemas de

2526 sensores?’ o nuevos materiales biocompatibles?®. Sin embargo, la adsorcidn

encapsulaciény transporte
de proteinas a superficies soélidas a menudo lleva aparejada la disminucién de su estabilidad
conformacional®*™!, lo que puede traducirse en cambios tanto estructurales como funcionales32. Todo ello
puede tener efectos potencialmente negativos en situaciones en las que se requiere de proteinas
funcionales para su uso como catalizadores, farmacos o aditivos nutricionales. Como ejemplos de estos
procesos pueden citarse la adsorcidn de proteinas sobre superficies solidas de vidrio y plastico o lentes de
contacto®, induciendo una cierta pérdida de actividad, y los procesos de agregacidn proteica que pueden

provocar el desarrollo de trombos en implantes artificiales y una potencial inmunogenicidad324-%.

Dado que el grueso de la presente Tesis Doctoral se basa en la adsorcion de proteinas sobre determinadas
superficies sélidas o recubiertas con ciertos polielectrolitos, a continuaciéon, describo los aspectos mas

importantes que caracterizan este fenémeno.

La adsorcién de proteinas es definida como la adhesion espontdnea de una o varias capas de moléculas de
proteina sobre una superficie sélida, produciéndose debido a la disminucién de la energia libre derivada
tanto del establecimiento de interacciones favorables (tanto electrostaticas como hidrofdbicas) como del
aumento entrépico que induce la deshidratacidon tanto de la superficie de la nanoparticula como de la
propia biomolécula (que supone la liberacién de moléculas de agua). Las proteinas son co-polimeros que
contienen diferentes aminodacidos de hidrofobicidad variable, por lo que se comportan de manera anfifilica
otorgdndoles una gran superficie activa®’. Cada proteina tiene una composicion y estructura Unica debido
a la distinta composicién de aminoacidos (hasta 20 distintos) y a las distintas caracteristicas que presentan
estos en funcion de su polaridad, haciendo que aquellos que sean apolares estén mayoritariamente
enterrados en el interior de la proteina, mientras que los polares y cargados se encuentren
preferencialmente en la superficie de esta, contribuyendo de forma favorable a su adsorcion sobre

superficies de carga opuesta®.

Este proceso de adsorcion podemos caracterizarlo mediante la isoterma de adsorcién, que representa la
cantidad de adsorbato (ligando que se adsorbe) por unidad de masa (o de area) de adsorbente (material
del que esta hecha la nanoparticula sélida) en funcion de la concentracién de ligando en disolucion en

equilibrio con el complejo nanoparticula-ligando. La primera isoterma de adsorcion fue propuesta por
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Langmuir en 19183°. Aunque fue desarrollada para describir la adsorcién de gases a superficies sélidas, es
frecuentemente utilizada para explicar la adsorcién de otros ligandos, en particular proteinas en
dispersiones suficientemente diluidas®. Aunque hay varios tipos de isotermas, la isoterma tipo | (Fig. 4) o

isoterma de Langmuir (Ec. 1) es la mas utilizada.

My _K{P] [P]

prot — q —
my,  1+K{P] """  K,+[P]

q = 'qma'x (EC 1)

donde g es la masa de proteina adsorbida por unidad de masa (o de area) de la nanoparticula, gms la
cantidad maxima de proteina adsorbida por unidad de masa (o de area) de nanoparticula (una vez se
alcanza saturacién), [P] es la concentracién de proteina en disolucién y K es la constante de equilibrio del

proceso de adsorcién (siendo Kp = 1/K, la constante de disociacién).

g aumenta monotdnicamente y de forma saturable con [P] (para una cantidad de nanoparticula constante).
A medida que [P] aumenta, el incremento de g se hace menor, tendiendo asintdticamente a gmax, cuando

la superficie de la nanoparticula estd completamente recubierta de proteina®.
Este modelo de adsorcién asume que®:

- Sdlo se forma una monocapa; es decir, solo se une una molécula por sitio de unién.

- Lasuperficie es homogénea, por lo que todos los centros de unidon son idénticos.

- Los sitios de unién son independientes, por tanto, la adsorcion de una molécula no afecta a la
adsorcion de la siguiente.

- No hay competicién por los sitios de union.

- La adsorcién es reversible.

Cantidad adsorbida

Presidn relativa (p/po)

Fig. 4.- Tipos de isotermas de adsorcidn (IUPAC, 1985). Figura tomada de Keller y Staudt*?

En cuanto a los demas tipos de isotermas (Fig. 4), en la tipo Il y Ill la adsorcién se produce en materiales

macroporosos (diametro de poro > 50 nm), en los que se forma inicialmente una monocapa para después
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formar multicapas. El punto B indica cuando se completa la monocapa y empieza la formacion de capas
sucesivas. Este tipo se puede ajustar al modelo de isoterma BET, que debe su nombre a Brunauer, Emmett
y Teller que la desarrollaron en 1938%. Las isotermas IV y V, muestran un comportamiento similar a las de
tipo Il y lll en cuanto al proceso de adsorcion, sin embargo, el proceso de desorcion hace que presente un
comportamiento de histéresis debido a la condensacion capilar que tiene lugar en los poros. Por ultimo, la
isoterma tipo VI presenta una adsorcién formando multicapas paso a paso sobre un una superficie

uniforme no porosa®?.

De la isoterma de Langmuir podemos obtener informacion acerca de la afinidad con la que se produce la
adsorcion (constante de equilibrio, K), y la capacidad mdaxima de adsorcidn de dicha superficie, qmax. (Fig.

5).

(A) (B) 1

Amax

0.5 Gpae |—

q(mg prot/ mg NP)

Ky=01-

Pl=1/K=K,

= :
t* [P] (mg/mL)

Fig. 5.- (A) Representacion de una isoterma de Langmuir con indicacion de los dos pardmetros de los que depende: K
Y gmax. (B) El valor de la constante de equilibrio K indica la afinidad de la proteina por la superficie: cuanto mayor
sea K mayor nivel de saturacion de la superficie se consigue para una misma concentracion de proteina libre.

Para superficies heterogéneas y con distintos sitios de unidon se puede aplicar el modelo de isoterma de
Freundlich® (Ec. 2) que es una relacion puramente empirica entre la cantidad de adsorbato unido a la
superficie y su concentracién en disolucion, siempre y cuando n > 1. Es también aplicado para sistemas que

no ajustan a la isoterma de Langmuir®®, ya que en este modelo no se llega a alcanzar la saturacion.
q :K.[p]% (Ec. 2)

donde K y n son pardmetros que dependen de la superficie adsorbente y de las caracteristicas del
adsorbato, [P] es la concentracidn de proteina presente en la disolucién en equilibrio con la superficie y q,
representa la masa de proteina adsorbida sobre la unidad de masa (o de darea) del adsorbente

(nanoparticula).

A partir de las dos isotermas anteriores, se ha planteado la de Langmuir-Freundlich (Ec. 3)* que pretende

unificar ambos tratamientos en una:
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K-ph
q= y'qmdx (EC 3)
1+K-P’"
Desde un punto de vista termodinamico, équé promueve la adsorcién? Tanto la contribucién entalpica
como entrépica dependen del tipo de superficie y del tipo de proteina, por lo que juegan un papel
importante en dicho proceso. A continuacion, se hara una descripcion de la energética de los procesos de
adsorcion de proteinas a superficies sélidas tanto hidrofilicas, en las que se establecen interacciones

electrostaticas y de enlace de hidrégeno, como hidrofébicas, en las que la deshidratacién de superficies

hidrofébicas de las especies interaccionantes jugara un papel crucial en la energética de adsorcién.

En la representacién de la isoterma podemos distinguir dos partes; la parte inicial y la parte final donde se
alcanza la saturacién de la superficie. En la parte inicial, donde la concentracion de la proteina en disolucién
es baja, el porcentaje de superficie cubierta por las moléculas de proteina adsorbida es pequefio y, como
consecuencia, la energética de adsorcion puede ser descrita como la simple adsorcion de moléculas de
proteina a la superficie sdlida, ya que las interacciones entre moléculas individuales de proteina en la

superficie son despreciables.

Son muchos los procesos de adsorcién de proteinas a superficies sélidas en los que se ha demostrado un
aumento de la constante de adsorcidn, K, con la temperatura, lo que sugiere un valor positivo de la entalpia
de unién vy, por tanto, desfavorable para la variacion de la energia libre de adsorcién. Por su parte, en la
zona de saturacién, donde se alcanza el maximo de adsorcidn, gmsx, medidas calorimétricas mostraron que
AH es igualmente endotérmica, sugiriendo la necesidad de que la variacion global de la entropia deberd ser
positiva para asegurar que la componente entrépica, -T-AS, sea negativa y (en valor absoluto) mayor que
la componente entélpica (AH > 0). En conjunto, los resultados experimentales sugieren que los procesos
de adsorcion son, en general, favorecidos entropicamente debido a la deshidratacion tanto de la superficie

sélida como del propio ligando, liberando esas moléculas de agua al medio.

Las contribuciones entdlpicas y entrdpicas del proceso de adsorcidon que deben considerarse son las

siguientes:

i) Contribuciones entalpicas:
a) Cuando la adsorcion estd dominada por el establecimiento de interacciones electrostaticas (el
ligando y la superficie tienen cargas opuestas), el cambio de entalpia, AH, suele ser muy pequefio
y, generalmente, despreciable frente a la contribucion entrépica, -T-AS. Por su parte, tanto la
formacién de enlaces de hidrogeno como las fuerzas de van der Waals tienen una contribucion
pequefia a la entalpia de adsorcion debido a la compensacidon que se produce entre las
interacciones que se establecen (entre la adsorbente y adsorbato) y las que se rompen,

mayoritariamente debidas a la deshidratacidon de la superficie solida y del ligando.
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b) Porotro lado, la adsorcion de moléculas hidrofébicas a superficies apolares, suele tener un cambio
de entalpia positivo (AH > 0, desfavorable a la adsorcién), siendo ésta una caracteristica habitual
en procesos de reconocimiento molecular hidrofdbico.

c) Enconsecuencia, tanto para procesos de adsorcién a superficies hidrofilicas como hidrofdbicas, la
contribucién entdlpica varia entre casi despreciable (para interacciones electrostaticas) a
fuertemente desfavorable, para interacciones hidrofébicas.

ii) Contribuciones entrdpicas:

a) Como consecuencia, para que el proceso de adsorcion sea termodindmicamente favorable se
requiere que la variacién de entropia global del proceso de adsorcidn sea positiva (aumente el
desorden global), lo que pudiera parecer contraintuitivo.

b) En primer lugar, existe una disminucién en la entropia traslacional, rotacional y vibracional del
sistema como consecuencia de la disminucion en el nimero de particulas libres en la dispersién de
nanoparticula y proteina como consecuencia de la adsorcidon. Este término es siempre negativo,
ASconfig < 0, y contribuye desfavorablemente al cambio de energia libre de adsorcion (-T-ASconfig > 0).

c) Porotrolado, la adsorcién de proteinas a superficies sdlidas viene acompafiada por la disminucion
en su estabilidad conformacional. Cuando se trata de superficies hidrofébicas (como las de latex,
por ejemplo), la proteina tiende a desplegarse (total o parcialmente) con objeto de exponer gran
parte de los residuos hidrofébicos que guarda en su interior para interaccionar favorablemente
con la superficie apolar. Por su parte, en el caso de superficies hidrofilicas cargadas, la proteina
tiende a adoptar una conformacion mds o menos extendida en la superficie de la nanoparticula,
de forma que se maximice el nimero de contactos electrostadticos en un intento de reducir la
energia libre mediante el establecimiento del mayor nUmero posible de interacciones
electrostaticas atractivas. En ambos casos, la reduccién en la estabilidad conformacional de la
proteina adsorbida (con respecto a la proteina nativa en disolucién) aumenta su entropia
conformacional, ASconform > 0, ganando grados de libertad rotacional y vibracional de sus residuos,
en particular de sus cadenas laterales.

d) Sin embargo, la contribucién favorable mas importante al proceso de adsorcién viene del gran
aumento de la entropia de hidratacion, AShigrat > 0, que implica la liberacidn de un gran nimero de
moléculas de agua que solvataban tanto a la superficie de la nanoparticula como a los residuos
expuestos al disolvente por parte de la proteina. Este término, -T-AShidrat < 0, €s suficientemente
grande, en valor absoluto, para compensar a las componentes desfavorables mencionadas
anteriormente y supone, en general, un porcentaje mayoritario de la disminucién de la energia

libre como consecuencia de la adsorcidon, AGagsorcion < O.

Ademas, la energfa libre de adsorcion dependerd del pH de la disolucién puesto que éste define la densidad

de carga superficial de la proteina y de la nanoparticula, afectando al ndmero de interacciones
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electrostaticas que pueden establecerse. Por su parte, la fuerza idnica del medio tendrd un efecto
monotdnicamente desfavorable en los procesos puramente electrostaticos debido al apantallamiento de
las interacciones electrostaticas que se producen como consecuencia del transporte de iones desde la
disolucién a la interfase proteina superficie, y el establecimiento de la doble capa eléctrica que surge como

consecuencia de la redistribucion de cargas.

Desde un punto de vista cinético, el pardmetro basico del proceso de adsorcién es el nimero de moléculas
de proteina adsorbida en funcién del tiempo. Generalmente es aceptado que dicho proceso de
adsorcién/desorcion contempla varias partes: transporte hacia la superficie, fijacion a la superficie,
separacién de la superficie y transporte desde la superficie. La velocidad de cada etapa determinara el
proceso de adsorcién, por lo que para determinar la velocidad de uno de los cuatro procesos, éste debe

ser el limitante38.

Existen varios modelos que resumen la cinética de adsorcion, los cuales asumen que el transporte de la
proteina hacia la superficie es un proceso rapido en comparacién con la fijacién de ésta sobre la
superficie*!. Estos modelos estdn esquematizados en la Fig. 6. En cualquiera de los casos, es importante
resefiar la dificultad de los estudios cinéticos de los procesos de adsorcién orientados a la elucidacion del
mecanismo de adsorcion, ya que las distintas etapas elementales tendran una cinética mas o menos rapida
dependiendo de las caracteristicas especificas de la proteina y de la superficie sélida, asi como de

parametros ambientales tales como el pH o la fuerza idnica.

W ® A © O ©) ~
Ka ky Kal kg Ky
kaTd ko kaf S \I, T 4T . T
Q Q &7 < Q2 >
S, /
1 2 ] 2 1 2
E) ©o ci) C, (t=c0) F
(E) & ALY ® O = O
kg de k‘d,[\ lk'., ’l‘k'n‘ s Ke / &
t
Q——= > i— T 7
Va4 V4 D P
ADSORCION DESORCION
! 2 3 IRREVERSIBLE IRREVERSIBLE
Fig. 6.- Modelos cinéticos propuestos para la adsorcion de proteinas a superficies sélidas. (A) Modelo reversible propuesto por
Langmuir. (B) y (C) Modelo irreversible propuesto por Lundstrém. (D) Modelo propuesto por Beissinger y Leonard. (E) Modelo
propuesto por Soderquist y Walton (cambio conformacional dependiente del tiempo, para tiempo corto, reversible (Langmuir),
a t oo, irreversible). (F) Modelo propuesto por Sevastianov, Belomestnaina y Zimin (transporte limitado, K3, Ks). Figura tomada
de Andrade, J. D. y Hlady, V.**

1.4.- Efectos adversos inducidos por la adsorcién de proteinas a superficies sélidas

Desde una perspectiva termodinamica, el proceso de adsorcion de proteinas a superficies solidas/rigidas
cargadas disminuira tanto mas la energia libre del sistema cuanto mayor sea el nimero de contactos que

se establezcan entre cargas opuestas. La capacidad de adsorcién de una proteina a una superficie dada
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viene afectada por su carga, tamafio, composicion de aminodcidos, conformacién y estabilidad
conformacional. Por ello, es previsible que la adsorcién modifique el equilibrio conformacional de la
proteina hacia estados mas desordenados que el estado nativo (estados parcialmente plegados) capaces
de establecer un mayor nimero de contactos electrostaticos atractivos. El efecto que esta desestabilizacién
del estado nativo de la biomolécula tenga sobre su funcionalidad biolégica dependera, en Ultimo término,
tanto de la estabilidad conformacional intrinseca de la proteina como de la intensidad y tipo de

interacciones que se establezcan entre la superficie y la propia proteina.

Es importante tener en mente que todas las proteinas han sufrido un proceso de seleccion evolutiva con
el objeto de optimizar su funcionalidad bioldgica que exige un exquisito equilibrio entre estabilidad
conformacional y flexibilidad estructural. Dado que este proceso evolutivo se ha llevado a cabo en medio
acuoso, el resultado ha sido que gran parte de los residuos hidrofébicos de la biomolécula se han
acumulado en el interior del estado nativo (plegado, evitando asi su desfavorable hidratacion vy
favoreciendo el establecimiento de interacciones hidrofdbicas entre ellos), a la vez que tanto los residuos
polares como los cargados se acumulan preferencialmente en el exterior de la proteina, expuestos al

disolvente.

En ocasiones, las proteinas que se adsorben sobre superficies solidas son clasificadas de acuerdo a su
estabilidad conformacional y, por tanto, del efecto global que la adsorcion induce sobre el estado
conformacional de la proteina adsorbida comparada, con la del estado nativo en disolucion a baja
temperatura. Asi, proteinas que tienen una elevada estabilidad conformacional, tales como a-
quimotripsina, ribonucleasa (RNasa), lisozima (Lzm) o B-lactoglobulina (B-Lg) se clasifican como proteinas
“duras” (“hard” proteins). Debido a su elevada estabilidad, la componente hidrofdbica del proceso de
adsorcion no es suficiente para poblar estados parcialmente plegados a baja temperatura. Como
consecuencia, su adsorcién a superficies moderadamente hidrofdbicas es casi despreciable (la exposicidn
de residuos hidrofébicos en el estado nativo es minimo). Por ello, solo es observable su adsorcion a
superficies hidrofilicas que presenten grupos cargados que le permitan establecer interacciones
electrostaticas atractivas. Por supuesto, la reduccion en la estabilidad conformacional como consecuencia
de la adsorcion se traduce en una disminucién en su estabilidad térmica, por lo que la adsorcion hidrofébica
toma un papel mas relevante a medida que se aumenta la temperatura y se estabilizan estados de la

proteina parcial o totalmente desplegados con respecto al nativo.

Por su parte, proteinas con una estabilidad conformacional reducida o con una proporcién mayor de
residuos hidrofébicos expuestos al disolvente en estado nativo son clasificadas como proteinas “suaves”
(“soft” proteins), ya que tienen tendencia a adsorberse a superficies moderadamente hidrofébicas, incluso
en ausencia de centros cargados que permitan el establecimiento de interacciones electrostaticas

atractivas. Ejemplos de estas proteinas son la albimina de suero bovino (BSA), la albimina de suero
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humano (HSA), la inmunoglobulina G (IgG), la a-lactoalbimina, la B-caseina o la hemoglobina. En cualquier
caso, cuando ambos tipos de proteinas son confrontadas a superficies muy apolares (tales como el latex),
la componente hidrofdobica de la adsorcion se hace mayoritaria favoreciéndose estados parcial o

totalmente desplegados para ambos grupos de proteinas®.

Las proteinas tienden a unirse formando una capa mas rigida sobre una superficie no polar que a una polar,
donde se produce una desestabilizacion de la proteina produciendo reorientaciones conformacionales y
provocando una fuerte interaccidén con la superficie. También se une mejor a una superficie con gran

tension superficial que a una con baja, y a superficies cargadas que a neutras®’.

En cuanto a la morfologia, la curvatura y superficie disponible de las particulas juegan un papel fundamental
en dichos cambios conformacionales. A medida que la curvatura de la superficie sélida disminuye, se
produce una mayor perturbacion en la estructura secundaria de la proteina adsorbida, observandose que
el efecto sobre su estructura terciaria es independiente de este pardmetro®**. La perturbacién que sufre
la estructura de la proteina como consecuencia de la adsorcidn se correlaciona principalmente con el
tamafio la superficie de interaccién proteina-particula. Esta superficie de interaccién es tanto menor
cuanto mas pequefia es la particula sobre la que la proteina se adsorbe, cuya superficie muestra una
elevada curvatura. A medida que aumenta el tamafio de la particula (disminuye su curvatura), la superficie
de interaccién proteina-particula aumenta y, como consecuencia, también lo hace la perturbacion de la
adsorcion sobre la estabilidad conformacional de la proteina. A medida que aumenta el tamafio de la
particula (disminuye su curvatura), la superficie de interacciéon proteina-particula aumenta y, como
consecuencia, también lo hace la perturbacion de la adsorcidn sobre la estabilidad conformacional de la

proteina.

Por lo anteriormente comentado, la adsorcién de la proteina puede establecerse entre su estado nativo
(para proteinas de elevada estabilidad conformacional) o desde un estado parcialmente desplegado,
siendo esta Ultima interaccién desde el punto de vista energético mas favorable debido a la mayor
exposicion de aminoacidos hidrofébicos y al aumento de contactos electrostaticos favorables entre la
proteina y la superficie de la particula. Una vez establecido el equilibrio de adsorcion, las moléculas de
proteina en disolucion pueden interaccionar con aquellas que se desorben de la superficie (teniendo en
cuenta el caracter dindmico del equilibrio de adsorcién) que podrian estar parcialmente desplegadas y
formar agregados® con posibilidad de dar lugar a respuesta inmune. Esto es importante, ya que, desde la
produccion de proteinas hasta su posterior utilizacién, por ejemplo, como aditivos nutricionales o como

farmacos, requieren del contacto con gran variedad de superficies tales como pldsticos, vidrios, etc.

Estos son algunos ejemplos de estas severas consecuencias:

38

~
—



Introduccion

v" La formacion de fibras amiloides puede ser inducida por la adsorcidn de proteinas sobre superficies
hidrofdbicas. La formacion de estas fibras amiloides estd involucrada en distintas enfermedades, tales

b35,50

como el Alzheimer, el Parkinson, la enfermedad de Creutzfeldt-Jako , entre otras muchas.

v" Lavelocidad de autolisis de la tripsina (enzima que cataliza la hidrdlisis de enlaces peptidicos) aumenta
hasta 100 veces en presencia de superficies de vidrio y silice coloidal®?.

v' La estabilidad termodindmica de la Ribonucleasa A (RNasa A) que cataliza la hidrélisis de ARN,
disminuye debido a la adsorcién sobre nanoparticulas, siendo el desplegamiento de la RNasa A
fuertemente afectado tanto por el tamafio como por la curvatura de la superficie®.

v' El grupo hemo de la hemoglobina sufre cambios conformacionales debido a la adsorcién sobre

superficies de poliestireno (latex) cargado negativamente®3.

1.5.- Nanoparticulas de silice: ejemplo de superficie sélida hidrofilica

La silice estd compuesta por tetraedros de dxido de silicio (SiO4), donde los cuatro oxigenos ocupan los
vértices de un tetraedro y el &tomo de silice ocupa la posicién central, estando cada uno de los oxigenos
formando enlaces covalentes con atomos de silice, dando lugar a una red tridimensional, a veces llamado
cristal covalente. La silice es practicamente insoluble en agua a pH moderados (pH < 12). Por el contrario,
en disoluciones acuosas fuertemente alcalinas (pH > 12) se produce la hidrélisis de los enlaces -Si-O-Si-, y
la disolucién de la estructura solida. En la superficie de dicha estructura, existen grupos silanoles (-Si-OH),
expuestos al disolvente. Como consecuencia, a medida que aumenta el pH de la disolucion se produce una
mayor ionizacion de estos grupos aumentando la densidad de carga de la superficie de la particula de
silice®>> (Fig. 7-A). La silice presenta un punto de carga nula alrededor de pH entre 2.5 —3.0. A medida que
aumenta el pH de la disolucidn, el equilibrio de disociacién protdnica de los grupos silanoles se desplaza
hacia la formacién de especies deprotonadas. Debido a la proximidad de los grupos silanoles en la superficie
solida, la ionizacion de un grupo induce una perturbacion en el equilibrio acido-base de grupos cercanos.
En otras palabras, la dependencia con el pH de la densidad superficial de carga negativa de la superficie de
la silice es compleja y no se corresponde con la disociacion de grupos silanoles caracterizados por un Unico
pKs. Tanto estudios experimentales como célculos tedricos son consistentes con la existencia de dos
poblaciones de grupos silanoles de diferente acidez: alrededor del 15 —20 % de los grupos Si-OH presentan
un pK, cercano a 4.5 mientras que el 80 — 85 % restante presentaria un pK, cercano a 8.5°%°’. El pK, de 4.5
se corresponde con la ionizacion de grupos silanoles alejados entre si, de forma que la ionizacion de uno
no influye sobre la ionizacién de otro. A medida que aumenta el nimero de grupos silanoles deprotonados
(-Si-O). Cuando el porcentaje de grupos ionizados de la superficie supera el 15 — 20 %, la ionizacién de los
grupos restantes esta fuertemente perturbada por el potencial eléctrico generado sobre la superficie de la

particula (doble capa eléctrica) lo que produce una polarizacién creciente de la misma afectando tanto la
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orientacion de las moléculas de agua como a la energética de su interaccidon con la superficie. El aumento
de la densidad superficial de carga implica una disminucién de la constante de disociacion del resto de
grupos silanoles, considerandose, en primera aproximacién, que tiene un valor promedio de pK, cercano a
8.5 para el resto de los grupos ionizables (80 — 85 % del total). A pH alcalinos (pH > 12), la cinética de

disolucion de la silice aumenta provocando su depolimerizacion para dar lugar al silicato correspondiente®®.

VECINALES

Fig. 7.-Representacion esquemdtica de una nanoparticula de silice. Figura tomada de Berna.® (A) Estructura
de la particula de silice con los grupo silanoles (-Si-OH) expuestos al disolvente. (B) Tipos de grupos silanoles
(aislados, geminales o vecinales) dependiendo de su estructura covalente.

Estos grupos silanoles pueden ser divididos en varios tipos: aislados, geminales o vecinales (Fig. 7-B). En los
aislados, no se producen puentes de hidrégeno entre OH vecinos debido a que estan lo suficientemente
alejados unos de otros. En aquellos que estan lo suficientemente cerca como para formar ese puente, se
conocen como vecinales. En los geminales, sobre el mismo atomo de silicio tenemos dos grupos OH

formando un silanodiol.

Las primeras particulas de silice coloidal fueron preparadas por Stober et al. en 1968 a partir de la hidrdlisis
de un silicato, como el TEOS (tetraethy! orthosilicate), en medio alcohdlico y en presencia de amoniaco
obteniendo particulas de tamafios comprendidos entre 50 y 2000 nm*. Este método es muy utilizado
actualmente y es un proceso de formacion sol-gel en el cual tiene lugar una etapa de hidrélisis y posterior
condensacion, donde o bien se libera una molécula de agua o un alcohol, dependiendo de los grupos que

reaccionen. De forma general estas son las reacciones que tienen lugar a partir de TEOS® (Fig. 8).

Si(OC,Hy), + H,0 hidrdlisis > Si(OC,H,),0H + C,H,0H

4

=Si—-0O-H + H-0-Si= condensacién acuosa =Si—0-Si= +H20

= Si _ O _ Csz + H _ 0 _ Si = condensacién alcohdlica = Si _ 0 _ Si = 4+ CZHSOH

Fig. 8.- Reacciones que tienen lugar para obtener particulas de SiO,(s) a partir de TEOS.
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Otro método de sintesis de particulas de silice es el de microemulsién inversa®, el cual presenta el
problema de la eliminacién del surfactante sobre el proceso final de obtencién. A nivel industrial, buena
parte de las particulas de silice de uso mas habitual (como las particulas de Cab-o-Sil que se utilizaran en
las investigaciones presentadas en los dos primeros capitulos de los resultados de esta Tesis Doctoral) se
obtienen mediante un método pirogénico. Las particulas de silice amorfo se obtienen mediante pirolisis de
SiCls(g) mezclado con H,(g) y O2(g) en una llama a 1500 °C (Fig. 9). Las nanoparticulas de silice formadas se
funden en cadenas ramificadas que, eventualmente, aglomeran para dar lugar a particulas de un tamafio

cercano a 180 nm de didmetro hidrodindmico y una elevada &rea especifica (~206 m?-g™).

Las caracteristicas de la silice producida pueden ser controladas por la variacién de las concentraciones de

reactivos, temperatura de la llama y el tiempo en la cdmara de combustion®2.

(A) Burner Molecules Proto- Imary
particies particles

Aggregates Agglomerates

S0, B0,
ELET ol i . M

Reaction at » 1500°C L
SiCly 2Hz 0, = 50+ 4HCI

(B) 2H,(g) + 0,(9) 2H,0(9)
Sicl,(g) + 2 H,0(g) Si0,(s) + 4 HCI(g)
2H,(g) + 0,(g) + Sicl,(9) Si0,(s) + 4 HCI(g)

Fig. 9.- (A) Representacion esquemadtica de la obtencion particulas de silice mediante el método pirogénico
en llama a 1500 °C. (B) Reacciones que tienen lugar para obtener particulas de SiO,(s) a partir de SiCls(g),

Ha(g) y O2(g).

Las particulas de silice presentan una multitud de aplicaciones debido a la variabilidad de tamafios,
consecuencia de la multitud de métodos disponibles para su obtencién, pudiendo ser controladas por tanto
. ’ . s . ’ . s . 63
sus propiedades fisicas y quimicas asi como sus propiedades optoelectronicas®. Dentro del campo de
biomedicina debido a su biocompatibilidad, pueden ser utilizadas en aplicaciones para el transporte y
liberacién de farmacos® o para imagen molecular usando técnicas dpticas, magnéticas, etc®. Ademds
pueden ser utilizadas para la eliminacion de contaminantes en aguas, como metales pesados, debido a la
facilidad de acoplamiento de una gran variedad de compuestos sobre los grupos silanoles®®. También

pueden ser usadas en electrdnica, en aplicaciones para el almacenamiento de energia®’.
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En cuanto a los sistemas de administracion de farmacos (drug delivery systems), segin datos de PubMed
(Fig. 10), es evidente que el interés investigador en este campo ha crecido de forma exponencial durante
los ultimos afios. El incremento continuado en el desarrollo de farmacos ha llevado al desarrollo de
moléculas bioactivas que presentan una serie de propiedades adversas que comprometen
biodisponibilidad (baja solubilidad, reducida estabilidad en medio acuoso, etc.). Como consecuencia, una
fase mas dentro de cualquier estrategia de disefio de farmacos tiene que ver con la optimizacién de su

biodisponibilidad mediante el uso de transportadores (nanoparticulas, por ejemplo).

Estos sistemas, como su propio nombre indica, consisten en la administraciéon de farmacos, tanto en
humanos como en animales, para fines terapéuticos®®. Hay varias razones por las que se emplean, y es
debido a ciertos problemas que puede tener el propio farmaco estando libre, como por ejemplo, baja
solubilidad, rapida descomposicion, mala biodistribucién®, etc. Ademas hay que afiadir que los sistemas
de administracién de farmacos convencionales pueden desencadenar efectos adversos, ya que presentan

la limitacion de ser inespecificos sobre el sitio de acciéon’.
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@
3
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Fig. 10.- Numero de publicaciones en distintos afios que tratan sobre drug delivery systems (datos obtenidos
de PubMed)

Por los motivos citados, ya se han desarrollado varios tipos de sistemas transportadores para ser utilizados
en la administracion de farmacos como liposomas’®, microemulsiones’?, dendrimeros’® o nanoparticulas’
entre otros, pero écudl elegimos para disefiar nuestro sistema? Sera aquel con el que logremos una mayor
potencia del farmaco (considerando esta como la cantidad minima de farmaco que es necesaria para

producir el mayor efecto posible’), ademés de considerar factores como su estabilidad o su solubilidad®.

Diversos estudios muestran que el empleo de estos sistemas tienen importantes beneficios para el farmaco
como pueden ser: reduccion significativa de toxicidad’®, aumento de la solubilidad’®, tiempo de circulacién

prolongado”’, etc.
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Para esta aplicacidon es fundamental controlar el tamafio, carga y composicién quimica de la superficie, ya
que afectan sobre el tiempo de circulacién o la biodisponibilidad dentro del cuerpo’®. Por ejemplo,
basandonos en el tamafio, aquellas particulas con un tamafio mayor de 200 nm, seran secuestradas por el
bazoy posteriormente eliminadas por las células fagociticas. Para particulas de menos de 10 nm estas seran
rdpidamente eliminadas via renal (bajos tiempos de circulaciéon para ambos tamafios). Mientras que
particulas entre 10 y 100 nm seran suficientemente pequefias para no ser eliminadas por el sistema
reticuloendotelial del cuerpo, ademds de atravesar pequefios capilares de ciertos tejidos (por tanto

tiempos de circulacidon mas elevados)’9.

En esta Tesis Doctoral, hemos centrado nuestro interés en el desarrollo de recubrimientos de las superficies
de silice que inhiban la adsorcion proteica a estas superficies, como medio de minimizar o incluso eliminar
los efectos provocados por la adsorcidn de proteina a las superficies sélidas de silice (que se han comentado
anteriormente) y que pueden presentarse durante el almacenamiento y/o tratamiento de proteinas.
lgualmente, se han desarrollado estrategias que permiten modular la densidad superficial de carga de las
superficies de silice recubiertas por polielectrolitos catiénicos, lo cual postulamos puede permitir una
optimizacion de los procesos de adsorcién de biomoléculas a estas particulas y su utilizacién como

vehiculizadores en los procesos de transporte y liberacién controlada de farmacos.

1.6.- Nanoparticulas magnéticas

Como su propio nombre indica, estas particulas presentan la caracteristica principal de ser atraidas
mediante un campo magnético externo. Cuando estas nanoparticulas tienen un tamafo por debajo de ~20
nm, presentan propiedades magnéticas distintivas de los materiales paramagnéticos ya que, aunque cada
particula actla como un Unico dominio en el que sus momentos magnéticos se encuentran alineados, al
orientarse cada una de ellas al azar no existe acoplamiento entre ellas, no sufriendo, por tanto, atraccién

8182 o5 caracteristico de

magnética mutua. Este comportamiento, conocido como superparamagnetismo
particulas magnéticas de tamafio nanométrico. Para su adecuada comprensién, parece razonable

introducir, de forma breve, algunos conceptos relacionados con el magnetismo.

Todo electrén genera un momento magnético debido a su espin. Aunque el espin es un fenémeno
puramente cudntico, en ocasiones se utiliza la analogia con la Fisica clasica de considerar al electrén como
una esfera cargada que puede girar en el sentido de las agujas del reloj (nUmero cudntico de espin, ms =
+14) 0 en el sentido contrario (ms = -%2). El giro de una esfera cargada genera un momento magnético en
la direccion del eje de giro y cuya direccidon es de sentido opuesto para cada uno de los valores de espin.
Como consecuencia, cuando dos electrones forman parte de un par (solitario o enlazante), al tener
numeros cudnticos de espin distintos, dardn lugar a una resultante nula en el momento magnético

resultante. Por el contrario, los electrones desapareados daran lugar a un momento magnético no nulo.
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Los atomos o moléculas que presenten electrones desapareados tendran un momento magnético no nulo
(suma vectorial de los momentos magnéticos de sus electrones desapareados) y seran atraidos por un
campo magnético externo. Son conocidos como sustancias paramagnéticas. Por su parte, los dtomos o
moléculas en los que todos sus electrones se encuentran apareados (formando pares electronicos)
mostraran un momento magnético resultante nulo, no interaccionando con un campo magnético externo

(sustancias diamagnéticas).

Los materiales magnéticos pueden tener una cierta magnetizaciéon permanente, M, dependiendo si la
resultante vectorial de los momentos magnéticos de los electrones individuales se anula o no. La

susceptibilidad magnética, y, se define como la capacidad de ese material a ser magnetizado mediante la

aplicaciéon de un campo magnético externo. Fue definida por Williams Thomson® en 1884 como: “la
susceptibilidad magnética de una sustancia isotropica es la intensidad de la magnetizacién que adquiera
una barra de grosor infinitesimal orientada con un campo magnético de médulo unidad” y viene dada por

la relacién entre la magnetizacién (M) y el campo magnético aplicado (H )®*:

z:ﬁ (Ec. 4)

1.6.1.- Tipos de materiales magnéticos

El magnetismo se origina como consecuencia de la existencia de momentos magnéticos de los dtomos
individuales que interaccionen entre si 0 con un campo magnético externo, en caso de ser aplicado. En este
sentido, todos los materiales tienen un comportamiento magnético, aunque el magnetismo que se observa
en muestras macroscopicas es el resultado de la suma vectorial de los distintos momentos magnéticos de
los electrones desapareados. Asi, algunos materiales no muestran magnetizacién, M=0, debido a la
compensacion global de los momentos magnéticos, mientras que otros materiales muestran este
comportamiento como consecuencia de una resultante no nula de los momentos magnéticos que lo

componen.

El comportamiento magnético de los materiales puede ser clasificado en cinco grandes grupos®: i)

diamagnético; ii) paramagnético; iii) ferromagnético; iv) ferrimagnético, y v) antiferromagnético.

Los materiales de los dos primeros grupos (materiales diamagnéticos y paramagnéticos) no exhiben
interacciones magnéticas colectivas y, como consecuencia, no se encuentran orientados magnéticamente.
Los primeros (diamagnéticos) por carecer de momento magnético resultante y los segundos
(paramagnéticos) porque cada dtomo o molécula orienta al azar su momento magnético individual dando

lugar a una suma vectorial nula. Por su parte, los materiales de los Ultimos tres apartados (materiales
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ferromagnéticos, ferrimagnéticos o antiferromagnéticos) muestran un cierto nivel de orden magnético por

debajo de una cierta temperatura critica.

a) Diamagnetismo

El diamagnetismo es una propiedad fundamental de la materia, aunque es generalmente bastante débil.
Los materiales diamagnéticos estan formados por dtomos cuyos electrones estan apareados bien como
pares libres o como pares enlazantes en enlaces covalentes. Como consecuencia, los momentos
magnéticos de los atomos individuales de cada par electrénico se compensan (su suma vectorial es nula).
Por ello, al carecer de un momento magnético resultante, la aplicacion de un campo magnético externo no
induce acoplamiento alguno, es decir la magnetizacién M es nula. Sin embargo, cuando un material
diamagnético es sometido a la accién de un campo magnético externo, H, se observa una susceptibilidad
negativa (magnetizacidén negativa), lo que implica que el material diamagnético se repele respecto del
campo magnético aplicado. Materiales comunes diamagnéticos con susceptibilidades negativas son la

silice, SiO,, la calcita, CaCOs, o el agua con valores -0.62, -0.48 y -0.90, respectivamente.

b) Paramagnetismo

Los materiales paramagnéticos estan formados por atomos que presentan algunos electrones
desapareados ocupando orbitales distintos. Como consecuencia, mientras que los momentos magnéticos
de los electrones apareados se anulan, el correspondiente a los electrones desapareados no vy, por tanto,
estos atomos paramagnéticos presentan un momento magnético resultante no nulo. Sin embargo, los
momentos magnéticos de los dtomos individuales se orientan al azar y no interaccionan entre ellos. Como
consecuencia, al igual que para materiales diamagnéticos, la magnetizacién, M, es nula en reposo. Al
aplicar un campo magnético externo, H, se produce la alineacién parcial de los momentos magnéticos

individuales de los dtomos paramagnéticos en la direcciéon del campo externo, resultando en una

magnetizacién positiva (|M| >o) y una susceptibilidad también positiva . (x >0)

Esimportante resaltar que, al efecto de alineacidn de los momentos magnéticos individuales de los dtomos
paramagnéticos con el campo externo aplicado se le opone el efecto desordenador de la temperatura que
tiende a orientar los momentos magnéticos al azar. Como consecuencia, la susceptibilidad magnética
inducida por el campo magnético externo es dependiente de la temperatura, lo que se conoce como Ley

de Curie®*®>,
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c) Ferromagnetismo

Al contrario que en los materiales paramagnéticos, los materiales ferromagnéticos contienen dtomos que
presentan momentos magnéticos resultantes (con electrones desapareados) que interaccionan
fuertemente (las fuerzas de interaccion se conocen como de intercambio electronico) resultando en el
alineamiento de los momentos magnéticos. Este alineamiento se traduce en una elevada magnetizacién

(M >> o) en ausencia de un campo magnético externo. Elementos como Fe, Niy Co (y muchos de sus 6xidos
y aleaciones) tienen un comportamiento ferromagnético.

Los materiales ferromagnéticos presentan una magnetizacion espontdnea que se define como la
magnetizacion existente dentro de un volumen macroscépico de material uniformemente distribuido en
ausencia de campo magnético externo. La magnitud de esta magnetizacion, a 0 K, depende de la resultante

de los momentos magnéticos de espin de los electrones desapareados de los dtomos que lo componen.

Un término, relacionado con el anterior y que suele determinarse en el laboratorio para caracterizar los
materiales ferromagnéticos, es la magnetizacion de saturacion, que se refiere al momento magnético
maximo que induce sobre el material un campo magnético externo. En otras palabras, el valor al que tiende
asintdticamente la magnetizacion del material al aumentar la intensidad del campo magnético externo
aplicado. La magnetizacion de saturacién es una propiedad intrinseca del material ferromagnético,

independiente de su tamafio, pero dependiente de la temperatura.

A las fuerzas de intercambio electrénico (responsables del alineamiento de los momentos magnéticos
individuales en los materiales ferromagnéticos) se les contrapone la energia térmica (que tiende a
orientarlos al azar). La temperatura a la cual el efecto desorganizador supera al del alineamiento de las
fuerzas de intercambio electrénico se conoce como temperatura de Curie. Por debajo de la temperatura

de Curie, el material ferromagnético esta ordenado y presenta una magnetizacion intrinseca, (|M| >0) . Por

encima de esta temperatura los momentos magnéticos estan orientados al azar y su magnetizacion es nula,

(|M| :o) . En otras palabras, por encima de la temperatura de Curie el material ferromagnético se convierte

en paramagnético ya que sus momentos magnéticos individuales (orientados ahora al azar) se alinearian

en presencia de un campo magnético externo.

d) Ferrimagnetismo

En compuestos idnicos, tales como los dxidos de ciertos metales, formas mas complejas de ordenacion de
los momentos magnéticos individuales son posibles debido a la estructura cristalina que el compuesto
adopte. Uno de los tipos de ordenamiento es el conocido como ferrimagnetismo en el que la estructura

magnética esta formada por dos conjuntos reticulares (A y B) separados por aniones de oxigeno (Fig. 11).
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El acoplamiento entre los momentos magnéticos de cada reticula estda mediado por los aniones de oxigeno,
denominandose interacciones indirectas o de superintercambio. Las interacciones de intercambio mas

intensas dan lugar a un alineamiento antiparalelo entre los espines del reticulo A respecto del reticulo B.

En los materiales ferrimagnéticos los momentos magnéticos resultantes de los reticulos A y B no son

idénticos y, como consecuencia, su acoplamiento da lugar a una magnetizacion global no nula, (|M|¢o).

Las sustancias ferrimagnéticas tienen un comportamiento similar al de las ferromagnéticas en lo que se

refiere a su magnetizacion espontdnea, temperatura de Curie, etc.

La magnetita, Fes04, es un material ferrimagnético muy conocido, aunque dependiendo del tamafio de los
dominios magnéticos (ver mas abajo) sus nanoparticulas pueden llegar a tener un comportamiento
superparamagnético. La magnetita cristaliza en una estructura en espinela en la que se establece un
empagquetamiento cubico compacto centrado en las caras de oxigenos, donde los huecos octaédricos y
tetraédricos estan parcialmente ocupados por los iones de Fe?* y Fe**. Los aniones oxigeno (de tamafio
elevado) se encuentran empaquetados en una estructura cubica mientras que los iones Fe?* y Fe3* (més
pequefios) ocupan huecos de dos tipos: i) tetraédricos, en los que el ion Fe se rodea de cuatro oxigenos, y

ii) octaédricos, en los que el ion Fe se rodea de seis oxigenos.

Los centros tetraédricos y octaédricos forman los dos subreticulos, Ay B, respectivamente. Los espines del
subreticulo A son antiparalelos respecto de los del subreticulo B. Los dos centros cristalinos son diferentes
entre siy dan lugar a formas de acoplamiento complejas que, generalmente, derivan en una resultante no

nula de los momentos magnéticos y, por tanto, una magnetizacién global no nula, (|M|¢o)- La formula

estructural de la magnetita es: [Fe**]a[Fe®, Fe?*]z0a.

e m——————

H o I |

o

o
E\
)
]
>
o

Fe tetraédrico
(reticulo A)

Fe octaédrico
o (reticulo B)

1 -
A ———
1 -

SRR S

Fig. 11.- Estructura en espinela de la magnetita, Fes0,4, en la que se observa las disposiciones tetraédrica y
octaédrica de los iones Fe, dando lugar a los reticulos A y B (modificado de Banerjee y Morowitz, 1985%°).
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e) Antiferromagnetismo

Un material antiferromagnético es aquel en el que los momentos magnéticos de los subreticulos Ay B son
antiparalelos pero exactamente del mismo madulo, siendo, por tanto, el momento neto resultante nulo.
Estos materiales presentan un comportamiento caracteristico en lo que se refiere a la dependencia de la
susceptibilidad magnética con la temperatura. Por encima de una temperatura critica (temperatura de
Néel, Ty) la susceptibilidad se comporta como la de los materiales paramagnéticos. Un ejemplo de material
antiferromagnético es la hematita, una de las formas cristalinas del Fe,03, donde los dtomos de oxigeno se

encuentran en un empaquetamiento hexagonal.

En la Fig. 12 se muestra un resumen del comportamiento en cuanto a los momentos magnéticos

individuales para cada uno de los materiales magnéticos anteriormente citados.

En reposo i Campo externo
H=0 | | H=0
Diamagnetismo 0 oy oy V| <o
Paramagnetismo + ¥ N > 0 t ¢+t t| =0
Ferromagnetismo SR S S >0 t + t t | >0
Ferrimagnetismo t ¥ ¢+ ¥ | >0 t + t t | >0
Antriferromagnetismo | ¢+ ¥ 4+ ¥ 0 + ¢+ ¢+ ¢t | >0
Fig. 12.- Comportamiento de materiales magnéticos en presencia y ausencia de un campo magnética externo. Las
flechas representan los campos magnéticos individuales. Los valores de la magnetizacion (en ausencia del campo
externo) y de la susceptibilidad, en presencia del mismo se indica en las columnas correspondientes.

Varios capitulos de la presente Tesis Doctoral se refieren a la utilizacién de nanoparticulas de magnetita

Fes04 por lo que nos centraremos en la discusién de los materiales ferro y ferrimagnéticos.

1.6.2.- Dominios magnéticos y superparamagnetismo

En un material ferromagnético podemos identificar pequefias regiones en las que sus momentos
magnéticos individuales estan orientados paralelos entre si. Estas regiones se denominan dominios
magnéticos (Fig. 13) o dominios de Weiss®” separados por una pared (pared de Bloch, estudiada

tedricamente por F. Bloch® en 1932).

Dentro del dominio, el campo magnético es intenso como consecuencia de la resultante de los distintos

momentos magnéticos individuales orientados en la misma direccion y sentido. Macroscépicamente, el
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material puede considerarse como la suma de infinidad de dominios cuyos momentos resultantes se

orientaran al azar. Como consecuencia el material no presenta magnetizacion global permanente (||\7|| :0)

Los materiales ferromagnéticos, dependiendo de su tamafo, pueden ser monodominios (si el tamafio de
la nanoparticula es menor que el tamafio de los dominios individuales) o materiales multidominios si su
tamafio es mayor y esta formados por mas de un dominio magnético (Fig. 13). El tamafio por debajo del
cual las particulas llegan a tener un Unico dominio fue predicho por Frenkel y Dorfman® en 1930. Para el
caso de la magnetita, el tamafio de los dominios se ha estimado en 20 nm®°. Como consecuencia, si la
nanoparticula de magnetita es menor de 20 nm de didmetro, en ausencia de campo magnético, actuara
como un unico dominio en el que todos los espines estan alineados mientras que en el conjunto de
dominios las resultantes individuales se orientan al azar. El comportamiento magnético de las
nanoparticulas es idéntico a los materiales paramagnéticos, pero con la gran diferencia de la elevada

susceptibilidad® que presentan estos materiales.

Suele denominarse superparamagnetismo al comportamiento en el que el material magnético esta
formado por nanoparticulas de tamafio suficientemente pequefio para que cada una actle como un Unico
dominio. Al igual que le ocurre a los materiales paramagnéticos, cada nanoparticula (monodominio)
orientard al azar su momento magnético resultante. Como consecuencia, el momento magnético
resultante de una muestra macroscopica (formada por un elevado nimero de monodominios individuales)
serd nulo, no existiendo atraccidon magnética entre las nanoparticulas. Sin embargo, la aplicaciéon de un
campo magnético externo provocara la alineacion de los momentos magnéticos individuales de cada
monodominio, resultando en una intensa interaccion entre la magnetizacién del material y el campo

externo aplicado.

en reposo (H=0) campo externo (H=0)

Particulas ferromagnéticas
(multidominio)

Particulas superparamagnéticas
(monodominio)

Fig. 13.- Comportamiento magnético de nanoparticulas ferromagnéticas y superparamagnéticas en ausencia y
presencia de un campo magnético.
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Como ya se ha comentado con anterioridad, los materiales ferromagnéticos pueden volverse
paramagnéticos por encima de una determinada temperatura (temperatura de Curie, T.) como
consecuencia de una elevada agitacién térmica que provoca un desorden en el alineamiento de los
momentos magnéticos. Por ejemplo, la temperatura de Curie para la magnetita es de 856 K (583 °C)
mientras que para metales tales como Ni, Fe, y Co, la temperatura de Curie es de 628 K (344 °C), 1044 K

(771°C), y 1388 K (1115 °C) respectivamente, siendo ésta Ultima la mayor conocida para un material®.

1.6.3.- Histéresis de los materiales magnéticos.

Como se ha comentado con anterioridad, la aplicacién de un campo magnético externo a un material
ferromagnético inducird cierta magnetizacion espontanea’® debido tanto al desplazamiento de las paredes
de los dominios (detectable con el método Bitter®?) como por la variacion de la direccion de alineamiento
dentro de ese domino®. Cuando cesa la aplicacién del campo magnético, el proceso de imanacién no es
reversible, resultando en el efecto conocido como histéresis o “recuerdo de su historia magnética”. Esto
puede ser representado mediante el ciclo de histéresis correspondiente (Fig. 14), el cual nos dice que al
aplicar un campo magnético sobre un material ferromagnético, la magnetizacion presenta una respuesta

irreversible®*.

H

Magnetizacién

-H

-B

Fig. 14.- Ciclo de histéresis para un material ferromagnético.

Cuando aplicamos un campo magnético a un material ferromagnético alcanzamos una zona de saturacién

(ay denlaFig. 14). Si la accién del campo magnético cesa, la pérdida de magnetizacién no es reversible

con respecto a la primera magnetizacidon que se produjo, sino que presenta un valor no nulo a H=0

(conocido como remanente, relacionado directamente con la potencia del iman (b y e en la Fig. 14). Los
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puntos cy fen la Fig. 14 representan la coercitividad del material ferromagnético (también llamada campo
coercitivo o fuerza coercitiva) que representa la intensidad del campo magnético externo que debe
aplicarse (en la misma direccion, pero sentido opuesto al aplicado inicialmente) para reducir su imanacién
a cero. Por lo tanto, la coercitividad mide la resistencia de un material ferromagnético a ser desimantado.
Si seguimos aplicando un campo mayor de orden opuesto, llegamos de nuevo a la zona de saturacion,
obteniendo la mitad del ciclo de histéresis. Si aplicamos lo mismo en orden inverso al anteriormente

descrito cerrariamos el ciclo®.

Por tanto, por un lado, cuanto mayor sea la coercitividad de un material ferromagnético mayor capacidad
para ser desimanadoy, por otro lado, cuanto mayor sea la remanencia mas magnetizacion habrd adquirido,
denominandose este tipo de material, magnéticamente duro. Por el contrario, consideraremos un iman

magnéticamente blando, si su coercitividad y remanencia son pequefios8#8°3,

Una nanoparticula superparamagnética no presenta histéresis, a menos que llegue a la temperatura de
bloqueo, Ts, donde la energia térmica es suficiente para inducir el movimiento aleatorio de los momentos

magnéticos, mostrando por tanto caracteristicas ferromagnéticas® (Fig. 15).

30
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Fig. 15.- Magnetizacién en funcién del campo a distinta temperatura. A) 300 K y B) 2 k>4,

Debido a esta gran propiedad que presentan las nanoparticulas, se han generado multitud de aplicaciones,
tanto a nivel industrial para biorremediacion® o catélisis®®, o a nivel biomédico, para imagen de resonancia

’ o transporte y liberaciéon de farmacos® (drug delivery), entre otras muchas. Aqui

magnética (MRI)®
describo algunas de las aplicaciones, centrdandome en aquellas que mas interés tienen en relacién con los

objetivos de la presente Tesis.
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1.6.4.- Aplicaciones biomédicas de las nanoparticulas magnéticas.
Hipertermia

La hipertermia es un procedimiento terapéutico usado para aumentar la temperatura de una region del
cuerpo para destruir tejidos tumorales o células patoldgicas. Esto puede ser logrado mediante el uso de
nanoparticulas magnéticas, ya que dado su superparamagnetismo, poseen la capacidad de absorber la
energia del campo magnético externo y disiparla en forma de calor como consecuencia de la reorientacién

de los momentos magnéticos™.

La principal caracteristica de las nanoparticulas en base a la aplicacién que se estd describiendo es la
capacidad que tienen para aumentar la temperatura por unidad de masa al aplicar un campo magnético

alterno, definida como capacidad especifica de absorcién® (SAR, Specific Absortion Rate).

SAR:Ce-d—T (Ec. 5)
dt

donde C. es el calor especifico, y dT/dt es la variacion de temperatura en funcién del tiempo.

Aguellas nanoparticulas que posean un SAR elevado, seran mejores candidatas para la hipertermia debido
gue necesitaremos administrar menor cantidad de estas, ademas de reducir la intensidad del campo que

es aplicado®L.

Su uso en el tratamiento de un tipo de tumor intracraneal (Glioblastoma multiforme) en ratones, ha
demostrado un efecto antitumoral efectivo, encontrando ademas que los resultados que obtienen

dependen fuertemente del tipo de recubrimiento que presente la nanoparticula®®.

Imagen por Resonancia Magnética, MRI (Magnetic Resonance Imaging)

La imagen por resonancia magnética (MRI) es una poderosa técnica usada para el diagnéstico de cancer
debido a que ofrece excelentes imagenes anatdomicas y funcionales con una gran resolucién espacio-
temporal. Para ayudar al diagnéstico se requieren del uso de agentes de contraste, pudiendo encontrar

varios tipos debido a sus diferentes mecanismos de actuacion®®.

Bajo un campo magnético externo, el momento magnético del protén se alinea en la misma direccién a la
cual se aplica el campo. Cuando se irradia con una radiofrecuencia externa el proton se excitara, para
posteriormente relajarse a un estado fundamental, siendo dependiente la sefial que se obtiene en MRI de
los tiempos de relajacion longitudinal (T1 o spin-red) y transversal (T, o spin-spin) del protén, que a su vez

dependen del entorno fisioldgico en el que se encuentre'®,

Debido a esto, hay dos tipos de agentes de contrate, los que afectan a la relajacion longitudinal (agentes

de contraste T;) y los que afectan a la relajacion transversal (agentes de contraste T,), siendo ambos
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mejores cuanto mas hagan reducir el tiempo de relajacion. Un ejemplo de T; es el formado por complejos
quelantes de Gd(lll), ya que el Gd(IIl) libre es tdxico®®. Por el contrario como agente de contraste T, se usan
las nanoparticulas superparamagnéticas, ya que debido a su magnetizacién por el campo que se estd
aplicando, producen una distorsién sobre el campo magnético local, con lo que producen una mayor
susceptibilidad magnética, afectando a un mayor nimero de moléculas de agua, y aumentando la

sensibilidad de deteccién en comparacion con el agente de contraste T;1%,

Estas nanoparticulas, en concreto magnetita recubierta con dextrano, ya han sido usadas para mejorar la

deteccién de lesiones hepaticas'®.

Terapia fotodindmica (PDT)

La terapia fotodindamica es un tratamiento clinico que implica la administracion de un fotosensibilizador en
una zona tumoral. Tras esto, la zona es irradiada con luz laser lo que provoca la formacién de radicales
libres, como consecuencia de la transferencia de energia de excitacién del fotosensibilizador sobre los
atomos de oxigeno presentes en el medio, conduciendo a la muerte celular mediante apoptosis, necrosis

o dafios en la membrana celular'®’.

La terapia fotodindmica convencional presenta varias limitaciones como pueden ser la baja solubilidad de
ciertos fotosensibilizadores o la inespecificidad hacia la zona tumoral'®. Es por ello que el uso de las
nanoparticulas magnéticas se ha abierto paso dentro de este tipo de terapia, ya que aplicando un campo
magnético externo se puede alcanzar el sitio deseado a tratar, ademas de aumentar la solubilidad de ciertos
fotosensibilizadores hidrofébicos asi como su acumulacién en la zona tumoral mediante el efecto EPR
(enhanced permeability and retention effect), el cual consiste en la acumulacién pasiva de dichas

nanoparticulas en la zona tumoral'®’.

Nanoparticulas de magnetita con distintos recubrimientos, han sido usadas in vitro para PDT usando células
Hela de cancer de cuello de Utero humano, donde concluyen que se produce una inhibicion significativa
del crecimiento de las células, ademas de la alta efectividad de la terapia (logran alcanzar una muerte

celular del 90 %) al usar estas nanoparticulas®®.

Ingenieria de tejidos

La ingenieria de tejidos surge por la necesidad de regenerar tejidos funcionales que han sido dafiados,
implicando principios de ingenieria, biologia celular y medicina'®. Para llevar a cabo esta técnica debemos

seguir varios procesos: a) aislamiento de células diana y crecimiento para obtener el nimero requerido, b)
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cosechado y resiembra de células dentro de soportes tridimensionales (3D) biodegradables para el cultivo

celular, y ¢) laimplantacién al paciente de dichos constructos 3D,

El uso de nanoparticulas magnéticas permite el desarrollo de una metodologia para la manipulacion fisica
de las células diana, la cual es fundamental para el desarrollo de la técnica, ademas de servir como
estructura 3D para construir un tejido que presente funciones similares a las que presenta in vivo. Esto es
conocido como ingenieria de tejidos guiada por un campo magnético (Mag-TE, magnetic force-based tissue

engineering)*°&110,

Esta técnica ha sido usada para la fabricacion de tejido de la epidermis a partir del cultivo de su célula
principal, el queratinocito. Para ello usan liposomas que contienen nanoparticulas de magnetita en su
interior sobre los cuales unen los queratinocitos. Tras sembrar en placas de fijacion ultrabaja y aplicar un
campo magnético, encuentran que pueden aumentar el espesor de las laminas de queratinocito de 2.5a 5

veces en comparacion con otros métodos que no utilizan esta técnica®!?.

Magnetofeccion (Gen Delivery)

La magnetofeccion es definida como la liberacion/entrega de acidos nucleicos mediante un campo
magnético, distinguiendo entre transduccion y transfeccion si la liberacién es mediante vectores virales o
no virales, respectivamente. Ciertos dacidos nucleicos, debido a su hidrofilicidad, ademds de su
susceptibilidad a ser degradados por nucleasas extracelulares o a su carga negativa hacen que se impida su
transferencia hacia el interior celular. Para minimizar estas limitaciones se ha utilizado la magnetofeccion,
donde se pueden acumular grandes cantidades de dcidos nucleicos en las proximidades de las células, y

por tanto reducir los tiempos de incubacion y transfeccion®.

A pesar de que la magnetofeccién ya ha sido ampliamente demostrada in vitro'#13

, in vivo hay pocos
estudios donde se aplique esta técnica, aunque ya ha sido usada en veterinaria para el tratamiento de
fibrosarcoma felino en gatos, mediante la utilizacion de nanoparticulas recubiertas de PEl sobre las que se
habian adsorbido diferentes plasmidos que codifican distintos genes para tratar el tumor, encontrandose

que en el 50 % de los gatos tratados el tumor desparece®*.

Sistemas de transporte y liberacion controlada de fdrmacos.

El uso de nanoparticulas magnéticas para la administracion de farmacos fue propuesto por Widder et al.}*®
en 1978, donde transportaba un agente quimioterapéutico (adriamicina) sobre una matriz compuesta por

microesferas de albdmina que contenian nanoparticulas de magnetita.
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Ya se ha comentado en el apartado 1.5 de esta Introduccion que para la adecuada funcionalidad de las
nanoparticulas in vivo, resulta de capital interés el control de pardmetros tales como el tamafio, carga y
composicién quimica de la superficie, ya que afectan al tiempo de circulacién o la biodisponibilidad dentro

del cuerpo’®.

Existen multitud de estudios sobre el uso de nanoparticulas magnéticas para el desarrollo de sistemas de
administracién de fdrmacos y esto es debido a la posibilidad de modificar la superficie de las nanoparticulas

mediante distintos recubrimientos, de los cuales hablaré mas adelante.

Varios autores han desarrollado distintas estrategias para la administraciéon in vivo de doxorubicina, un
farmaco para el tratamiento del cancer. Unos unen el farmaco mediante interaccion electrostatica®®, otros
mediante interaccion hidrofdbica®'’, y otros lo encapsulan®®. Aquellos que lo hacen mediante interaccion
electrostatica, utilizan nanoparticulas recubiertas de dextrano. Los que lo unen mediante interaccién
hidrofébica utilizan nanoparticulas recubiertas por acido oleico, mientras que los que encapsulan el
farmaco utilizan liposomas en cuyo interior se encuentra la nanoparticula y el farmaco, reduciendo el 90 %

del tumor para este Ultimo, en comparacion con la administracion convencional que lo reduce un 60 %.

1.6.5.- Aplicaciones industriales y medioambientales.
Remediacion de aguas contaminadas

La produccién de contaminantes tales como metales pesados, colorantes, etc. y su liberacién en aguas
continentales o maritimas en paises desarrollados e industrializados son cada vez mas frecuentes, siendo

necesario el desarrollo de nuevas herramientas para su tratamiento.

La adsorcidon de estos contaminantes sobre las nanoparticulas magnéticas dependerd de la afinidad de
éstos por el recubrimiento de la superficie sélida (este tema se tratard mas adelante). El tamafio de las
particulas utilizadas, por su parte, definird dos aspectos esenciales respecto de su aplicabilidad: la

capacidad especifica de adsorcién de los contaminantes y la cinética de decantacion magnética.

Resulta evidente que a medida que el tamafio disminuye, la superficie especifica (por unidad de masa de
la particula) aumenta. Para un determinado recubrimiento, la capacidad de adsorcién (y potencial
eliminacion) de un determinado contaminante sera proporcional a la superficie especifica de la particula.
Asumiendo, en primera aproximacién, una geometria esférica, resulta ser inversamente proporcional al

tamafio (radio) de la particula:

. . drea 4mxr’ 31
Superficie especifica = = =
masa

= (Ec. 6)
4 s  pr
5'71'-1” P

siendo r el radio y p la densidad para una determinada particula.
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Por tanto, la maximizacién de la capacidad de adsorcion de los contaminantes a las nanoparticulas
disefiadas a tal fin aconsejaria la utilizacion de aquellas de menor tamafio. Sin embargo, a medida que
disminuye el tamafio de la nanoparticula magnética también lo hace la fuerza efectiva con la que es atraida
por el iman. La fuerza con la que el iman permanente (o electroiman) utilizado para separar las particulas
del medio una vez han capturado el contaminante sera la resultante de la fuerza magnética atractiva, a la
que se oponen las fuerzas repulsivas entre ellas (derivadas fundamentalmente de repulsion electrostatica
entre las superficies de las nanoparticulas) y el movimiento browniano. Mientras que la primera es
constante, las fuerzas repulsivas aumentan a medida que la particula disminuye su tamafio ya que, al
aumentar su superficie especifica, lo hace en la misma proporcion su densidad superficial de carga. Como

consecuencia, la cinética de decantacion magnética disminuye con el tamafio de la nanoparticula.

Por tanto, el desarrollo de nanoparticulas que permitan su utilizacién en el tratamiento de elevados
volimenes de agua contaminada requerird no solo un adecuado disefio del recubrimiento de las
nanoparticulas que maximice su capacidad de adsorcién de un contaminante dado, sino la definicion de un
tamafio dptimo de la misma. Las dimensiones dptimas de la particula resultaran del balance entre la
disminucion de su tamafio para aumentar la capacidad especifica de adsorcién y la consecucion de una
cinética de decantacion magnética que permita su utilizacién en condiciones de trabajo reales (grandes

volumenes, distancias particula — iman elevadas, etc.).

El uso de nanoparticulas superparamagnéticas para la eliminacién de arsénico (Il y V)'*° y otros metales

como Hg, Ag, Pb, etc.??° ha sido propuesto hasta la fecha.

Catdlisis

Un catalizador es una sustancia que acelera la velocidad de la reaccién sin consumirse®?!, ofreciendo a los
reactivos una mecanismo de reaccién alternativo cuya energia de activacion es menor que el
correspondiente a la reaccion no catalizada. Podemos encontrar dos tipos de catalizadores, homogéneos,
si el catalizador y los reactivos se encuentran en la misma fase, o heterogéneos, si estan en distinta fase.
Los catalizadores heterogéneos, por un lado, son facilmente eliminados de la disolucién, pero hacen que la
velocidad de la reaccién sea limitada debido a su reducida superficie especifica. Por otro lado, los
catalizadores homogéneos hacen que la velocidad de reaccién sea elevada debido a la buena difusion en

el medio, pero son dificilmente recuperados del mismo*??, lo que implica enormes pérdidas econdmicas.

Es por este motivo que la inmovilizacién de catalizadores homogéneos sobre soportes poliméricos o de
nanoparticulas de muy distinta naturaleza (SiO,, Al,Os, TiO,, Fes0,, etc.) ha sido propuesta como medio
para recuperar y reutilizar estas sustancias. En el caso de los enzimas, su inmovilizacién puede originar
varios problemas como son la disminucién de la actividad enzimatica de la proteina inmovilizada (sobre

todo si la inmovilizacion es covalente) y la disminucién de la actividad catalitica como consecuencia de
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problemas derivados de difusion. Por tanto, para minimizar estos problemas se deberian usar soportes de
tamafio nanométrico, pero a pesar de aumentar la superficie especifica, el problema seguiria persistiendo,
ya que debido a su tamafio nanométrico seria complicado separarlos del medio. Por esto, surge la idea de
combinar las nanoparticulas magnéticas (de tamafio suficiente que asegure su facil decantacion magnética)
con los catalizadores, de forma que la utilizacién de un campo magnético externo permita la recuperacion

del catalizador unido a la superficie de la particula®®.

Un ejemplo de su aplicacién ha sido la adsorcién de platino sobre nanoparticulas de magnetita modificadas

con liquido iénico, para la hidrogenacion selectiva de aldehidos a-B-insaturados y alquinos?.

1.6.6.- Métodos de sintesis de las nanoparticulas magnéticas.

Son numerosos los métodos que se aplican en la sintesis de nanoparticulas magnéticas de oxidos de hierro,
los cuales presentan similitudes y diferencias sobre las caracteristicas finales de las particulas. La Fig. 16
muestra un resumen de las principales metodologias de sintesis. A continuacién, haré una breve

descripcion de cada una de ellas.
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Ll | |
r Temperature reaction [*C
|
Reaction period Shape contral
High
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High A B Co-precipitation M Sonolysis
B Thermal d. positi |
Sol-gel and polyol ¥ Electrochemical
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Methods of IONPs synthesis

Fig. 16.-Comparativa de métodos sintéticos de nanoparticulas magnéticas. Imagen tomada de Dussadn et al. 2017'%*

En muchos de ellos, cuando ocurre la precipitacion tiene lugar la formacion de pequefios nucleos (también
llamados centros de nucleacién) y su posterior crecimiento debido a la difusién de las especies en
disolucion hacia la superficie hasta alcanzar un tamafio final. Para conseguir una poblaciéon de
nanoparticulas monodispersas, la nucleacion y el crecimiento deberian estar lo mds separadas posibles,
ademas de evitar la nucleacion durante el crecimiento®. Esto es explicado por LaMer y Dinegar'?® con el

modelo que proponen sobre la formacion de coloides de azufre (Fig. 17). Este modelo se puede resumir en
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tres pasos principales; a) formacién de mondmeros, b) fase de nucleacién una vez se alcanza la
concentracion minima critica de mondmeros v, c) etapa de crecimiento para dar lugar a los primeros
nanocristales en la que los mondmeros individuales se unen al centro de nucleacidon tras reducirse la

concentracion por debajo de la concentracidon minima critica.

" Critical limiting super-saturation
cmax ---------------------------------------------------
Coin[~""""""""""7 d KT

= [l 1
£ : :
§ E Nucleation! Growth by diffusion
g ] :
= ' |
] : i
“ C i i Solubility

’“ el o

E e N
monomers i nuclei | nanocrystals
Time

Fig. 17.- Esquema del proceso de nucleacion y crecimiento de nanocristales en disolucion. Imagen tomada de Chang
et al.1?

Meétodo de co-precipitacion

Este método es el mas sencillo y eficiente para obtener nanoparticulas magnéticas. Consiste en la
precipitacion de hidroxidos de hierro (I1) y (Ill) mediante el aumento de pH de una disolucion conteniendo

iones Fe*" y Fe?* en relacién molar 2:1.
Fe*' (ac) + 2 Fe’ (ac) + 8 OH (ac) &= Fe(OH),(s) + 2 Fe(OH),(s) —> Fe,0,(s)y + 4 H,0(I)

La primera preparacion que se hizo mediante esta técnica fue en el afio 1981 por Massart*?’, donde obtuvo
particulas de un tamafio promedio de 12 nm. La principal ventaja de este método es que se obtiene una
cantidad elevada de nanoparticulas, sin embargo resulta complejo controlar el tamafio, la morfologia y la
composicién de la particula’®'?®. Esto puede ser controlado variando las condiciones experimentales, como

fuerza idnica, pH, naturaleza de las sales de hierro o concentracion de la base utilizada'®.

Meétodo de oxidacion

Un método de oxidacion bien establecido, propuesto por Sugimoto et al. en 1980*?°, permite obtener
particulas de magnetita de morfologia bien definida y con una distribucién de tamafio uniforme. El método
se basa en la oxidacién del Fe?* con nitrato en medio bésico. La mezcla de los tres reactivos provoca la
aparicion de un precipitado amorfo de Fe(OH), que posteriormente es madurado/envejecido a 90 °C en

presencia de nitrato provocando la oxidacion parcial del hidréxido para dar FesOs. En su investigacion
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observan como las propiedades de las particulas resultantes dependen de pardmetros tales como,
presencia o ausencia de O,, agitacion, pH, concentracién de los reactivos y la naturaleza de los aniones y
cationes, tiempo de envejecimiento, etc., llegando a obtener particulas de tamafio entre 0.03 y 1.1 um,

dependiendo de las condiciones experimentales utilizadas.

A pesar de que el tamafio de las particulas obtenidas por este método puede ser controlando mediante los
parametros anteriormente citados, a diferencia de las nanoparticulas obtenidas mediante el método de
Massart, el tamafio es ligeramente superior, como demuestran Sen et al.'*® en su estudio, obteniendo
particulas de 30 a 150 nm con el método de Sugimoto y de alrededor de 10 nm con el método de Massart.
Ademads, determinan que las de Sugimoto presentan una agregacion ordenada, por lo que no podrian

desagregarse, frente a las obtenidas con el de Massart que no presentaban tal agregacién.

Método de descomposicion térmica

Este método surge para evitar los problemas derivados del control del tamafio que presenta el método de
co-precipitacion. Consiste en la descomposicion térmica de compuestos organometdlicos en disolventes
organicos con un elevado punto de ebullicion®'%. Como compuestos organometélicos pueden utilizarse
Fe(acac); (acac=acetilacetonato), Fe(Cup)s (Cup=N-nitrosofenilhidroxilamina), etc. Para obtener
nanoparticulas monodispersas se afiaden estabilizadores organicos durante el proceso de reaccién, como
acido oleico, 1-octadecano o 1-tetradecano. Con esto ademds consiguen que el crecimiento del cristal se
vea impedido, logrando particulas pequefias!® y uniformes lo que se traduce en material con escasa

polidispersidad.

Debido a la adicién de estos estabilizadores durante la sintesis, este método se usa para preparar 6xidos
de hierro de distinta forma, como por ejemplo nanocubos o nanoesferas, si se usan distintas mezclas de

ferroceno y polivinilpirrolidona (PVP)*1.

Métodos solvotérmicos e hidrotérmicos

Con este método se obtienen nanoparticulas en medio acuoso (hidrotermal) o medio orgéanico
(solvotermal) en reactores o autoclaves a elevada temperatura y elevada presion. Altas temperaturas

conducen a una rapida nucleacion, lo que conlleva a la obtencidn de particulas pequefias'®.

Con este método es posible controlar la geometria modificando pardametros como el tiempo de reaccién,
temperatura, naturaleza del disolvente, relacién estequiométrica de reactivos, etc. Por ejemplo,
empleando iones sulfato o fosfato en la sintesis, es posible controlar el tamafio, morfologia o forma de los

dxidos de hierro, tal y como muestran Wu et al.*2 en su investigacién (Fig. 18).
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Fig. 18.- Evolucidn de la forma de nanoestructuras de hematita. Figura tomada de Wu et al.*3* (SNTs:
pequefios nanotubos)

Meétodo electroquimico

Con este método se obtienen nanoparticulas de elevada pureza y tamafio controlado, mediante el ajuste

del potencial aplicado en el sistema de reaccion*?.

Utilizando este método se pueden preparar nanoparticulas estabilizadas con surfactantes catidnicos cuyo
tamafio es de 3 — 8 nm. Para ello utilizan un dnodo de hierro, un cdtodo de una ldmina de platino, como

surfactante bromuro de tetraoctilamonio y como electrolito N,N-dimetilformamida®®.

Método de aerosol

Este método consiste en la vaporizacion de un disolvente organico que contiene sales de hierro. Como
consecuencia se forman finas gotas donde el disolvente orgénico se evaporard, quedando formadas las
nanoparticulas, cuyo tamafio dependera del tamafio de la gota inicial, ademas del tipo de sal que se utilice

para la sintesis®3.

Meétodos sol-gel y mediante utilizacion de polialcoholes (polioles)

El método sol-gel ha sido muy utilizado para la obtencién de nanoparticulas de silice siguiendo el método
de Strober®. Ademds, una adaptacion del procedimiento permite recubrir las nanoparticulas magnéticas
con una capa de silice de grosor variable. El método se basa en la hidroxilacion y condensacion de
precursores moleculares, dando lugar a la formacién de particulas nanométricas, conocido como sol. Tras

esto, tiene lugar la condensacién y polimerizacion inorganica para formar una red tridimensional conocida
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como gel'®. Para obtener una estructura cristalina hay que hacer un tratamiento térmico adicional puesto

que el proceso descrito previamente se lleva a cabo a temperatura ambiente®3>.

Este método ofrece la ventaja de obtener nanoparticulas con distinta estructura en funcién de las
condiciones experimentales que se usen, ademas de controlar el tamafio de la particula o la posibilidad de
alojar moléculas dentro de la matriz sol-gel”. Es por esto que las nanoparticulas pueden ser embebidas en

una matriz de silice inerte®®,

Si en lugar de llevar a cabo una reaccién de oxidacion, como ocurre en el método sol-gel, llevamos a cabo
una de reduccién, nos encontramos con un método inverso al sol-gel o método poliol. Aqui el precursor de
hierro es mezclado y calentado junto con un poliol, como puede ser polietilenglicol (PEG), hasta una
temperatura dada, que muy frecuentemente supera el punto de ebullicién del poliol, utilizandose por ello
un reactor autoclave en la sintesis. En estas condiciones el metal es reducido por el poliol para formar
nucleos de dxidos metalicos, los cuales formaran la particula. El uso de estos polioles permiten el control

del crecimiento de la particula y evitan la agregacion’.

Mediante la utilizacién de trietilenglicol (TREG) y Fe(acac)s a 280 °C se pueden obtener nanoparticulas de

magnetita monodispersas y de forma uniforme®?’.

Meétodo de microemulsion

Una microemulsién es una dispersion isotrépica termodindmicamente estable de dos liquidos inmiscibles,
como pueden ser aceite (O:oil) y agua (W:water) los cuales forman microdominios separados por una capa

de surfactante®®® (Fig. 19).

oil g water

water oil

tf/.

Fig. 19.- Microemulsiones W/O (izqda.) y O/W (dcha.) (Figura tomada de Langevin D.*38)

En microemulsiones de agua en aceite (W/0), la fase acuosa forma microgotas de un tamafio alrededor de
10 nm, estabilizadas por el surfactante proporcionando un efecto de aislamiento que limita la nucleacion,
el crecimiento y la agregacion®. Por tanto, la microemulsion se considera un nanoreactor donde puede

tener lugar la formacion de nanoparticulas.
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Esta técnica ha sido utilizada para obtener nanoparticulas tanto por W/O como por O/W, donde los autores
ven ligeras diferencias entre ambos métodos. Por un lado, las obtenidas por W/O muestran una mayor
magnetizacién que las obtenidas por O/W (35 emu/g frente a 10 emu/g), atribuyéndose esto a la diferencia
de tamafios (9.2 nm frente a 2 nm). Por el contrario las obtenidas por O/W presentan una mayor porosidad

y por tanto una mayor superficie especifica®®®.

Meétodo de sintesis utilizando ultrasonidos (sonolisis)

Oxidos de hierro pueden ser obtenidos mediante descomposicién de precursores organometalicos o sales
de hierro (termdlisis o sonolisis), pudiendo utilizar polimeros o surfactantes para limitar el tamafio de las
particulas!®®. En la sonolisis se emplean ultrasonidos de alta intensidad que, mediante el efecto de
cavitacién, permiten la formacion de nanoparticulas. Cuando empieza la sonicacion se forman
microburbujas, las cuales colapsan generando temperaturas locales muy elevadas (cavitacion) lo que

permite la transformacién de la sales de hierro en las nanoparticulas magnéticas’®.

Mediante esta técnica se han obtenido nanoparticulas de 15 nm con una elevada cristalinidad y elevada
magnetizacién en comparacién con unas obtenidas mediante co-precipitacion (83 emu/g frente a 51
emu/g). Tras ser tratadas con &acido oleico y recubiertas con quitosano (tamafio final de 65 nm) han sido

utilizadas para MRI*2,

Método de sintesis utilizando radiacion de microondas

Esta técnica se basa en irradiar sales de hierro mediante microondas para provocar la excitacion de las
moléculas, desencadenando una fuerte agitacion debido a su reorientacion y causando, por tanto, un
brusco aumento de temperatura®?®. La gran ventaja de esta técnica frente a la hidrotermal es que la cinética
de sintesis es extremadamente rapida’*?. Ademas, esta técnica presenta otra ventaja importante, y es que
durante la sintesis no se produce un gradiente térmico paulatino*.

Mediante esta técnica se pueden obtener nanoparticulas de tamafio ligeramente distinto (10 y 14 nm) si

la sintesis se lleva a cabo a distinta temperatura, 45 y 85 °C respectivamente’*,

Meétodos biosintéticos

La biosintesis de nanoparticulas magnéticas estd basada en reacciones de oxidacion o reduccién catalizadas
por enzimas microbianos. Este método estd enmarcado dentro de la quimica verde, y como consecuencia

el producto que se obtiene presenta una buena biocompatibilidad*?.
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En la biosintesis convencional son usadas bacterias magnetotacticas como M. gryphiswaldense y bacterias

reductoras de hierro, como Geobaceter metallireducens para la sintesis de nanoparticulas*>4¢.

1.6.7.- Recubrimiento y estabilizacion de nanoparticulas de magnetita

Si durante la sintesis evitamos la oxidacion de las nanoparticulas llevdndola a cabo bajo condiciones de

atmosfera inerte, obtendremos nanoparticulas de magnetita, Fes0O4. Las particulas de magnetita se oxidan

147 148

espontaneamente con el oxigeno atmosférico dando lugar a maghemita™’ o a hematita

Con objeto de entender la escasa estabilidad coloidal de las particulas de magnetita en disolucién acuosa
en condiciones fisioldgicas, se hace necesario explicar brevemente el comportamiento acido-base de este
oxido de hierro. Son muchos los estudios dedicados a la descripcion del comportamiento acido-base de
diferentes oxidos metdlicos. Existe actualmente un consenso en que, en el caso de la magnetita, este
comportamiento es consistente con la existencia de dos equilibrios de disociacion protdnica a los que
pueden adscribirse dos valores de pks, 4.4 y 9.0'*° (Fig. 20).

Fe(I1,111)OH; (ac) Mﬁ“ Fe(I1,111OH (ac) M:”go Fe(I1,111)0" (ac)

Si simulamos la variacién de carga superficial en funcion del pH, asumiendo los valores de pk,
anteriormente citados, encontramos que a pH 6.7 la carga neta de la superficie de la nanoparticula es cero

(PZC, Point of Zero Charge), siendo positiva a pH por debajo de este PZC y negativa por encima.

Como consecuencia, tanto a bajo como a alto pH la superficie de las particulas de magnetita estara
fuertemente cargada positiva o negativamente. En estas condiciones se establecerd una fuerte repulsion
electrostatica entre ellas aumentando su estabilidad coloidal, al oponerse esta repulsién a la atraccién

hidrofdbica, agregacién y consecuente precipitacion.

Por el contrario, a medida que el pH de la disolucidn se acerca al PZC, la carga superficial de las particulas
disminuira y, por tanto, se debilitard la repulsién electrostatica. Este acercamiento del pH de la disolucién
al PZC de las nanoparticulas reducira su estabilidad coloidal haciendo mas probable su aglomeracién y

posterior floculacién.
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Fig. 20.- (A) Variacion esperada de la fraccion de cada una de las tres especies, Fe(ll, I1l)OHx*, Fe(ll, I11)OH y
Fe(ll, 1l1)O, en funcion del pH tomando como valores de pK, 4.4 y 9.0. (B) Variacion tedrica de la carga
unitaria en la superficie de la magnetita en funcién del pH tomando como valores de pK, 4.4 y 9.0.

La estabilidad que presenten las nanoparticulas de magnetita en disolucién, dependera del equilibrio que
se establezca entre fuerzas atractivas y repulsivas, tal y como describe la teoria DLVO desarrollada por
Derjaguin y Landau en 1941 y por Verwey y Overbeek en 1948, donde las fuerzas repulsivas dependen del
potencial y espesor de la doble capa eléctrica, el radio de la particula y la constante dieléctrica del medio,

mientras que las atractivas dependen de fuerzas de van der Waals*%1°2,

La escasa estabilidad de las nanoparticulas de magnetita a pH cercanos al fisiolégico ha sugerido en las
Ultimas décadas su estabilizacion mediante el recubrimiento de su superficie para aumentar su estabilidad

coloidal.

Para lograr la estabilizacién de las nanoparticulas podemos utilizar recubrimientos de las particulas de
magnetita con objeto de favorecer el establecimiento de interacciones repulsivas (electrostaticas y/o
estéricas) que compitan con las fuerzas atractivas de van der Waals aumentando asi la estabilidad coloidal

de las nanoparticulas resultantes!®. Para ello distintas moléculas estabilizadoras pueden ser usadas para
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recubrir estas nanoparticulas, aumentando su estabilidad coloidal por un lado y, por otro, protegiendo el
nucleo de magnetita, Fes04, frente a la oxidacion con el oxigeno atmosférico para dar maghemita, y-Fe, 03,
o hematita, a-Fe;0s. Como consecuencia de este recubrimiento, estas particulas presentan una enorme
funcionalizacion®®, ya que ademds de presentar capacidad magnética, su superficie mostrara distintos
grupos funcionales en funcién del tipo de tratamiento/recubrimiento que haya sido utilizado. A

continuacion, describo las posibles estrategias de estabilizacién de estas nanoparticulas de magnetita:

Recubrimiento con dcido citrico

El 4cido citrico presenta 3 grupos carboxilicos, los cuales presentan valores de pK, de 3.13, 4.76 y 6.4

mostrando, ademas, una elevada afinidad como agente quelante de iones Fe?*y, especialmente, Fe3* .13

O OH
OH )

OH

Fig. 21.- Estructura del dcido citrico.

Debido a esto, al menos un grupo carboxilico puede ser expuesto al disolvente y como consecuencia
otorgard carga negativa a la particula. Este tipo de recubrimiento ha sido usado para estabilizar

nanoparticulas de magnetita para su posterior aplicacion en MRI*** o0 en bioimagen®®.

Recubrimiento con dcido oleico

El 4cido oleico (Fig. 22-A) es un &cido graso insaturado cuyo dacido carboxilico tiene un pK, de 5.02%%.
Aunque el acido oleico es solo soluble en disolventes no polares, cuando se unen a las nanoparticulas de
magnetita pueden formar una doble capa (Fig. 22-C), si el ajuste de pH es adecuado, haciéndolas solubles
en disolventes polares'®. Ademas, las nanoparticulas pueden ser estabilizadas mediante la formacién de
una sola capa de acido oleico (Fig. 22-B), siendo solubles solamente en disolventes no polares, y por tanto

no podran ser utilizadas para aplicaciones bioldgicas®®3.

Al igual que la estabilizacion con citrato, la unidn del acido oleico con la superficie es muy fuerte, ya que la

interaccién es producida mediante un grupo carboxilato.
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(A) (B) i) Ty

LB T TR

Fig. 22.- Estructura del dcido oleico. Estabilizacion del dcido nanoparticulas mediante una capa de dcido
oleico o mediante una bicapa. Figuras tomadas de Yang et al.**®

Siguiendo estos protocolos, nanoparticulas estabilizadas mediante esta doble capa han sido sintetizadas
para aplicaciones como hipertermia o MRI, donde debido al recubrimiento, se produce una pérdida en la

magnetizacion, pero sin llegar a perder la capacidad superparamagnética’®.

Recubrimiento con silice

El recubrimiento de las nanoparticulas con silice (Fig. 23) posee ventajas significativas debido a la
estabilidad de su entramado covalente. Por otro lado, otorga carga negativa a la particula en un amplio
rango de pH. El pH en el que la superficie tiene una carga neta nula es alrededor de 2 - 3%, Por su parte,
debido a la deprotonacién de los grupos silanoles, la densidad de carga negativa sobre la superficie
aumenta con el pH. La depolimerizacién del silice se produce a alto pH (pH > 12) produciéndose la

disolucién del recubrimiento®®®.

Fig. 23.- Recubrimiento de particulas de Fes0y4 con silice.

Debido a esto es posible evitar la agregacion de la nanoparticula desnuda a pH fisiolégico. Otra ventaja
debida a los grupos silanoles que expone sobre su superficie es que hacen que sea muy reactiva y
facilmente derivatizable pudiendo unir diversas moléculas de forma covalente'®®®. Ademds hace que la
particula presente menor toxicidad'®?, siendo buena candidata para obtener nanoparticulas para

aplicaciones biomédicas.
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Este tipo de recubrimiento puede ser llevado a cabo mediante varios métodos; uno de ellos es mediante
el proceso Stober®®, ampliamente utilizado, donde la silice es formada a partir de un precursor como es el

TEOS (tetraetil ortosilicato) a través de un proceso sol-gel**®. Otro puede ser mediante microemulsiéon W/O

(ver el método de sintesis de nanoparticulas discutido anteriormente), donde las micelas son usadas para

controlar el recubrimiento de la silice sobre la nanoparticula®®?.

Recubrimiento con polimeros neutros y polielectrolitos

Multitud de polimeros han sido empleados para estabilizar las nanoparticulas de magnetita, bien por
adicién in situ durante la formacion de la particula o mediante tratamiento tras su obtencién. Entre los
polimeros biocompatibles mas usados encontramos; dextrano'!®, quitosano!®, alginato!®, PVA®®

(polivinilalcohol), PEG® (polietilenglicol), etc.

Los polimeros cargados han sido, sin duda, los mas utilizados en la estabilizacién de las particulas de
magnetita ya que el recubrimiento resultante, ademds de aumentar de forma significativa su estabilidad

coloidal, permite la adsorcién de ligandos con carga opuesta.

Los polielectrolitos son polimeros que contienen grupos ionizables, los cuales en disolventes polares,
. . . Y . ~ . 167 . e

pueden disociarse en cadenas poliméricas cargadas (macroiones) y pequefios contraiones*’. En disolucién,

estos contraiones se encuentran condensados sobre la cadena polimérica, de acuerdo con la teoria de

condensacién del contraion propuesta por Manning en 196968,

La densidad de carga que presente el polielectrolito dependera de varios factores. Por un lado afectaran
factores intrinsecos al polielectrolito, como la estructura o tipo de grupo ionizable que presente, y por otro
lado afectaran factores extrinsecos a este como naturaleza y concentracién del contraion, fuerza idnica,

pH o temperatura®7°.

Debido a estos factores, surgen distintas clasificaciones para los polielectrolitos. Por un lado, podemos
distinguir entre polielectrolitos fuertes y débiles. Los polielectrolitos fuertes estan igualmente ionizados en
todo el rango del pH, mientras que para los polielectrolitos débiles su grado de ionizacion es dependiente
del pH, por estar constituidos por grupos ionizables caracterizados por un pK, de valor intermedio. En
cuanto a su carga pueden ser divididos en polianiones, policationes y polianfolitos. Dependiendo de la
localizacion de los grupos ionizables, pueden clasificarse como tipo integral, si el grupo ionizable se
encuentra dentro de la cadena principal (Fig. 24-A, Fig. 24-B), o de tipo colgante, si se encuentran en las
cadenas laterales de la cadena principal*’? (Fig. 24-C). Ademas, pueden distinguirse entre lineales y

ramificados.

Un aspecto importante en la conformacién del polielectrolito es la fuerza idnica, ya que a fuerza idnica

baja, el polielectrolito adopta una conformacién “estirada” (Fig. 24-B) puesto que los grupos cargados se
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repelen entre si, mientras que a fuerza idnica elevada el polielectrolito adopta una conformacién “plegada”
(Fig. 24-D) debido al apantallamiento de cargas, tal y como afirman Kokufuta et al.}’? en su investigacién

de 1986.

NaCl

@@ Macroiones

©® ® Contraiones

Fig. 24.- Clasificacion de PE en cuanto a carga y localizacidn en las cadenas de PE; (A) polianfolito de tipo
integral, (B) polianidn de tipo integral y (C) polication de tipo colgante. En la figura (D) observamos que el
polianion de tipo integral adopta una conformacion plegada debido al aumento de la fuerza idnica en el
medio.

Tanto proteinas como acidos nucleicos son considerados ejemplos de polielectrolitos naturales. Ademas,

existe una enorme variedad de polielectrolitos sintéticos que han sido desarrollados en las Ultimas décadas.
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Objetivos

1.-

Desarrollar estrategias que, utilizando polielectrolitos catidnicos, permitan el efectivo recubrimiento

de las superficies de silice y, por tanto, inhiban la adsorcién de proteinas.

Utilizar los recubrimientos de las particulas de silice como adsorbentes de ligandos de carga opuesta.
Mejorar la capacidad de estos revestimientos para adsorber ligandos mediante la optimizaciéon de las
condiciones ambientales (pH, fuerza idnica, etc.) que maximicen el nimero de cargas expuestas al

disolvente.

Obtener nanoparticulas de magnetita recubiertas de polielectrolitos que les doten de capacidad de

capturar, transportar o almacenar ligandos de carga opuesta (especialmente biomoléculas).
Diseflar y sintetizar nanoparticulas magnéticas que permitan la unién, de forma selectiva, de metales
pesados con alta afinidad. Se deben optimizar, también, las metodologias de recuperacion del metal y

reutilizacion de la nanoparticula.

Perfeccionar los recubrimientos de las particulas de magnetita con el objetivo de dotarlas de mayor

capacidad de adsorcién y mejor estabilidad coloidal.
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Materiales y métodos

3.1.- Materiales

Particulas y magnetita

Las particulas de silice Cab-0-Sil con una superficie especifica de 206 m?-g !y con una pureza de mas del 99

% fueron compradas a Acros Organics.

Las particulas de magnetita, FesQy, fueron sintetizadas siguiendo el protocolo de co-precipitacion (ver mas
adelante) a partir de sales de hierro con una pureza mayor del 99 %. FeCl,-4H,0 (198.83 g-mol?) y
FeCls-6H,0 (273.3 g'-mol™) fueron obtenidos de Merck mientras que el resto de productos quimicos (acidos,
amoniaco, sustancias utilizadas para preparar disoluciones reguladoras, etc.) fueron obtenidas de Merck,

Sigma-Aldrich y Fisher con una pureza mayor del 99 %.

Polielectrolitos

Varios polielectrolitos sintéticos fueron utilizados con objeto de recubrir las particulas de silice y de
magnetita. Fueron obtenidos de fuentes comerciales (Sigma, Fisher, etc.) bien como sdlidos o como
disoluciones acuosas de concentracién definida y utilizados sin ser sometidos a procesos de purificacion
posteriores. A continuacion, se indican las estructuras, los pesos moleculares promedio y el del monémero

correspondiente.

a) Polielectrolitos anidnicos

Poli(vinilsulfato), sal potasica, KPVS

Peso molecular promedio: ~150-10° g-rmol*
Formula molecular (monémero): C;H304SK

o Peso molecular (monémero): 162.2 g-mol™

Poli(acrilato), sal sédica, PAA

Peso molecular promedio: varios

O~__ONa

Formula molecular (monémero): C3H,0,Na

n Peso molecular (mondmero): 93.0 g-mol™
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b) Polielectrolitos catidnicos

Hidrocloruro de poli(alilamina), PAAH

Peso molecular promedio: 17.5-10% y 56:10% g-mol ™

Férmula molecular (monémero): CsHsCIN

* HCI

NH2 n Peso molecular (monémero): 93.55 g-mol™

Cloruro de poli(dialildimetilamonio), PDADMACI

Peso molecular promedio: varios

Cl
Férmula molecular (mondémero): CgH16CIN

+

n
N ,
HsC™ 'CHa Peso molecular (monémero): 161.7 g-mol™

Poli(etilenimina), PEI

Peso molecular promedio: 70-10° g-mol™

(\NHQ (\u/\/NHﬁ
RNy, Férmula molecular (monémero): CoH4N

N , -
HaN™ N Peso molecular (mondémero): 42.05 g-mol™?

Quitosano
HO Peso molecular promedio: polidisperso
HO on > ) ,
o0 Formula molecular (mondmero): CeH1104N
OH NH;
HO NH; Peso molecular (monémero): 161.0 g-mol™
Colorantes

Elazul de orto-toluidina (0-Tb) que se utilizé para determinar concentraciones de polielectrolitos catidnicos
por titulacion con el polielectrolito anidnico KPVS se obtuvo de Acros Organics, mientras que el carmin de
indigo usado en la caracterizacién de particulas de silice o magnetita recubiertas por polielectrolitos
anionicos o catidnicos se obtuvo de Sigma, al igual que la 1,10-fenantrolina que se utilizé para determinar
la cantidad de hierro presente en las dispersiones de magnetita. Tanto el zincon como la o-cresolftaleina

se utilizaron para cuantificar metales divalentes en el medio, y ambos fueron obtenidos de Sigma.

En la siguiente tabla se muestran las estructuras de los cinco colorantes con alguna informacion

espectroscopica relevante.
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Azul de orto-toluidina, o-Tb

HaN S S N,CH3

Tipo: catidnico
Peso molecular promedio: 305.83 g-mol?

Amax = 630 nm
&s30nm = 51000 Mt-em?

Carmin de indigo, Cl

Tipo: anidnico

Peso molecular promedio: 466.35 g-mol?
Amax = 608 nm
&630nm = 26050 Mt.ecm

o o)
NaOvé H
SUL =T lg
N _
H 4 ('85 ONa

1,10-Fenantrolina, Phe

Tipo: quelante de iones Fe?*.

Peso molecular promedio: 466.35 g:mol*
Amax =512 nm (unido a Fe?*)
630 nm = 16280 M*-cm™ (unido a Fe?*)

o-Cresolftaleina Tipo: quelante de iones Ca®*

Peso molecular promedio: 63660 g-mol*
Amax =572 nm (unido a Ca®*)
&630nm = 39250 Mt-cm™ (unido a Fe?*)

Zincon Tipo: quelante de iones Ni** y Cu®*
0
$-ONa Peso molecular promedio: 462.41 g-mol™
o
HO ph OsOH Amax = 488 nm pH 9 (libre)
-y N‘Né 530mm = 26900 M-cm? (libre)
Proteinas

La capacidad de las particulas que se obtuvieron de silice y magnetita recubiertas con distintos
polielectrolitos para unir proteinas fue determinada utilizando dos proteinas modelo: la lisozima de clara
de huevo de gallina (Lzm o HEWL, por sus siglas en inglés Hen Egg-White Lysozyme) para los recubrimientos
anidénicos y la B-Lactoglobulina bovina (B-Lg) para los catidnicos a pH 7.0. A continuacion, se muestran sus

estructuras y algunas propiedades de interés.

Lisozima de clara de huevo de gallina

La lisozima fue descubierta por Fleming en 192273 (Fleming, 1922), pero hasta 1965 no se consiguid
resolver su estructura mediante difraccién de rayos X, con una resolucién de 2 A*. Durante muchos afios

fue el objeto de andlisis debido a las propiedades Unicas que posee; es muy facil de purificar a partir de la
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clara de huevo, y ademas es muy facil de cristalizar. Actualmente la estructura de la Lzm de huevo de gallina

ha sido resuelta a una gran resolucién, 0.65 A7>.

Es la primera enzima de la que se conoce su estructura tridimensional de forma tan detallada, siendo el

conocimiento de su estructura extremadamente (til para la determinacién de su mecanismo de accién.

La Lzm se encuentra, entre otros lugares, en el mucus nasal, saliva y lagrimas. Al promover la disolucion de
las paredes celulares bacterianas, la lisozima protege frente a la infeccion. Esto lo hace catalizando la
hidrdlisis del enlace glucosidico B-1-4 entre el acido N-acetilmuramico y la N-acetilglucosamina del
peptidoglicano que compone las paredes bacterianas. Es una proteina globular, constituida por una cadena
de 129 aminodcidos (14.3 kD) (Fig. 25-A). Su estructura tridimensional estd formada por cinco hélices q,
una lamina B antiparalela formada por tres hebras, y una gran cantidad de “random coil” y giros B. Ademas,
su estructura es estabilizada por cuatro enlaces disulfuro, con la mayoria de cisteinas situadas en las hélices
a. Tiene forma elipsoidal, con una gran hendidura en un lado formando el sitio activo donde puede unir

seis anillos de NAcGIn para realizar su funcién catalitica.

(A)

Numero de aminodcidos: 129

Numero de cisteinas: total: 8 libres: 0
Peso molecular: 14313 g-mol?

Punto isoeléctrico: 9.32

&80nm = 37970 Mt-cm™ = 2.635 (mg-mL)*-cm™.

30

(B) o

10

Potencial z (mV)
ISy

-10

-20

-30

Fig. 25.- (A) Representacion de la lisozima. (B) Representacion del potencial Z tedrico en funcién del pH de la disolucion..

Su punto isoeléctrico (pl) es de 9.32 aproximadamente (Fig. 25-B), por lo que a pH fisioldgico estd cargada
positivamente. Contiene multiples Trp, concretamente seis, situados en los residuos: 28, 62, 63, 108, 111
y 123. En 1972 Imoto et al.'’® demostraron que el 80 % de la fluorescencia es debida al Trp62 y al Trp108,

ambos situados alrededor del centro activo y relativamente expuestos al disolvente. Dada su localizacidn,

78

-~
—



Materiales y métodos

estos residuos presentan un papel importante tanto en la unidén a sustratos e inhibidores, como en la
estabilizacion de la biomolécula. Los otros cuatro, Trp28, Trp63, Trpl11 y Trpl23, poseen una menor

contribucién a la fluorescencia.'’””

A pH fisioldgico y concentraciones por debajo de 1 mg-mL™, se encuentra como mondémero y desnaturaliza
reversible y cooperativamente de acuerdo con un mecanismo de dos estados?’®. Sin embargo, a igual pH y
concentraciones mas altas, su desplegamiento térmico se hace irreversible debido a la agregacion de la

proteina al desplegar®”.

B-Lactoglobulina

La funcion de la B-Lg no estd del todo clara, aunque parece que participa en el transporte de acidos grasos

y de retinol gracias al barril-B presente en su estructura®®.

Utilizamos concretamente B-lactoglobulina (Fig. 26-A) aislada a partir de leche bovina. Esta proteina tiene
un total de 162 aminoacido (18.3 kD). Cuatro de las cinco cisteinas de la B-Lg forman dos puentes disulfuro
(Cys66-Cys160, Cys106-Cys119) y la quinta cisteina se localiza en un hueco hidrofébico entre el barril-B y
la a-hélice de la estructura nativa. En cuanto a los residuos de triptéfano, son dos y uno de ellos se localiza

en el fondo del barril hidrofébico (Trp19) y el segundo (Trp61) se localiza cerca de la superficie®®?.

(A)
Numero de aminodcidos: 162

Numero de cisteinas: total: 5 libres: 1
Peso molecular: 18281 g-mol*
Punto isoeléctrico: 4.83

&250m=17210 M-cm™1=0.941 (mg-mL)*-cm™

(®) TN

Potencial z (mV)

Fig. 26.- (A) Representacion en cartoon de la 8-lactoglobulina. (B) Representacion del potencial Z tedrico en funcidn del
pH de la 6-lactoglobulina.
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Posee un punto isoeléctrico de 4.83 (Fig. 26-B), por lo que a pH fisioldgico presenta carga negativa. Ademas,
entre pH 3y pH 9 se suele encontrar mayoritariamente en forma dimérica. La estabilidad del dimero viene

dada por la interaccién de los mondémeros mediante 12 enlaces de hidrogeno y 2 puentes salinos®2.

3.2.- Instrumentacion

Espectroscopia de absorcion ultravioleta-visible

Cuando a través de una cierta molécula se hace pasar radiacién electromagnética, se produce la absorcién
de los fotones por parte de dicha molécula provocando la excitacién de los electrones desde su nivel

fundamental a estados electrénicos de energia superiores (estado excitado) (Fig. 27).

- T,
— ‘ e P
=.c WY IsC — =
W""Wg IsC =
S Ty %,E
—3— [ABSORPTION|[FLUORESCENCE| [PHOSPHORESCENCER —
| B —
g Y
v Y
S S,

Fig. 27.- Diagrama de Jablonski. Figura tomada de Valeur B*®3

La relacién de luz incidente sobre la muestra y la transmitida, se conoce como transmitancia, T, que viene

dada por:

I
T=— Ec.7
. (Ec.7)

0

donde |, es la intensidad de la luz incidente e | la de la luz transmitida y que es recogida por el detector (ver

Fig. 28). Por su parte, la absorbancia (también denominada como densidad dptica) se define como el

logaritmo decimal de la transmitancia:

A:—log(T):—log[ILj (Ec. 8)

0
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De acuerdo con la ley de Lambert-Beer, la absorbancia de una cierta disolucion a la longitud de onda A es
directamente proporcional a la concentracién de la especie que absorbe, lo que justifica la importancia de

este observable:
A =¢,cl (Ec.9)

siendo &), el coeficiente de absortividad molar (o coeficiente de extincién) a la longitud de onda A que es
una propiedad caracteristica de cada sustancia indicativa de su capacidad de absorber radiacion
electromagnética a esa longitud de onda, | el paso éptico y c la concentracion. Por tanto, el coeficiente de
extincion de una sustancia representa la absorbancia de una disolucion de concentracion unidad utilizando
una cubeta de paso dptico 1 cm. La medida se lleva a cabo en un espectrofotdmetro cuyo esquema se

presenta en la Fig. 28.

/[ \

Divisor
de haz Analisis de
Fuente I

—| Monocromador M , Detector | datos

de luz

Fig. 28.-Representacion esquemdtica de un espectrofotémetro de doble haz. Figura adaptada de Cooper A*®4,

La luz pasa a través de un monocromador, donde se selecciona la longitud de onda a la cual queremos
irradiar la muestra. En un espectrofotémetro de doble haz, el haz de luz incidente se divide en dos y cada
haz se dirige a una de las cubetas (la de medida, M, y la de referencia, R). El espectrofotdmetro mide la
diferencia entre la absorbancia de la luz transmitida por la cubeta de medida, M, y la luz transmitida por la

cubeta de referencia, R.

En cuanto a proteinas, absorben luz en la region del UV-cercano® (sobre 250-300nm) debido a la presencia
en su estructura primaria de aminoacidos cuyas cadenas laterales contienen cromoforos capaces de
absorber radiacidon electromagnética en este intervalo del espectro, como es el caso del triptdfano, tirosina
y fenilalanina y los puentes disulfuro. A 280 nm, la absortividad molar del triptdéfano, tirosina y puentes
disulfuro alcanza valores promedio de 5500, 1490 y 125 M™.cm™, respectivamente, mientras que la
correspondiente a la fenilalanina es casi despreciable a esta longitud de onda. Como se observa la

absortividad de los grupos aromaticos es mayoritaria (especialmente la del triptofano).

Por lo tanto, la absortividad molar promedio de una proteina sera una combinacion lineal de estas tres

contribuciones:

8280 = a'gTrp, 280 + b.gTyr, 280 + C'gcys—cys, 280 (EC 10)
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donde a, by c son el nimero de triptéfanos, tirosinas y puentes disulfuros que contiene la proteinay &, ,

Enr Y €ysqs las absortividades molares de cada uno de ellos.

Espectroscopia de fluorescencia

La luminiscencia es la emision de radiacién electromagnética de una molécula a partir de un estado
electrdnico excitado como consecuencia de la desexcitacion de un electréon. Dependiendo de la naturaleza
de ese estado excitado hablamos de fluorescencia (estado excitado singlete) o fosforescencia (estado
excitado triplete). Centrandonos en la fluorescencia, el proceso completo comprende excitacion del
electrén mediante la absorcién de la energia de la radiacion electromagnética que le permita alcanzar un
cierto estado electrénico excitado, la disipacion parcial de energia mediante procesos radiativos y no
radiativos (entre los que destaca la relajacién vibracional) y la emision de luz al retornar al estado
fundamental que serd de mayor longitud de onda que la que indujo su excitacion. Todo el proceso es
extremadamente rapido ocurriendo en la escala de tiempo de nanosegundos®® (Fig. 27). Dado que el
proceso de fluorescencia es extremadamente rapido se requieren equipos muy sofisticados. La medida es
realizada en un fluorimetro (Fig. 29) en el que la muestra es excitada por un haz de luz que proviene del
monocromador de excitacion (que permite la seleccion de una longitud de onda). Las moléculas excitadas
que se encuentran en la cubeta emiten fotones como consecuencia de su desexcitacion en forma de
fluorescencia en todas direcciones. El monocromador de emisién (que se encuentra a 90° con respecto a
la direccion del haz incidente) colima y recoge la radiacién electromagnética de emision vy la filtra para
detectar una Unica longitud de onda (o varias longitudes de onda si recogemos el espectro) cuya intensidad

es medida por el detector.

muestra

fluorescencia

fluorescencia

fluorescencia

Xem

\\\\ ‘ //// fluorescencia
~> X
= =
o -
v o
S N
monocromador monocromador detector
fuente de de excitacién de emisién
radiacién

Fig. 29.-Representacion esquemdtica de un fluorimetro.
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La fluorescencia normalmente tiene lugar tras la excitacion de electrones en moléculas aromaticas,
conocidas como fluoréforos. Ejemplos de fluoréforos pueden ser; la quitina (observada por primera vez
por John Frederick William Herschel en 1945), la fluoresceina o los aminoacidos aromaticos como el
triptéfano, la tirosina o la fenilalanina que pueden presentar las proteinas. El estudio de la fluorescencia
intrinseca de la proteina y su variacion al cambiar las condiciones del entorno (temperatura, pH, presencia
de desnaturalizantes, etc.) permite detectar cambios la topografia local alrededor de los residuos
aromaticos de la proteina (especialmente de los triptéfanos) y correlacionarlos con variaciones en su

estructura secundaria y/o terciaria.

En proteinas, el espectro de fluorescencia de emisidén obtenido es una suma de las contribuciones de la
emision de cada uno de los residuos aromaticos presentes en su estructura (triptéfano, tirosina y

fenilalanina, por orden de importancia), cuyas propiedades estan recogidas en la Tabla 1.

Tabla 1.- Propiedades de absorbancia y fluorescencia de los aminodcidos aromdticos'8®

Absorbancia Fluorescencia Sensibilidad
Aminoacido
Amax (nm) €max (M t-cm™) Amax (nm) br Emax O (Mcm™)
Triptéfano 280 5600 355 0.13 700
Tirosina 275 1400 304 0.14 200
Fenilalanina 258 200 282 0.02 4

La fluorescencia nos proporciona informacion acerca de la estructura terciaria de la proteina alrededor de
sus residuos aromaticos y permite el estudio de procesos de reconocimiento intramolecular, como en el
caso del plegamiento de proteinas, o intermolecular, como es la unién de proteinas a ligandos de muy

distinta naturaleza (otras proteinas, péptidos, azlcares, acidos nucleicos, iones metalicos, etc.).

La emision de fluorescencia de los distintos fluordforos de una proteina esta fuertemente influenciado por
el entorno en el que el fluordforo se encuentre. Asi, variaciones en la hidratacién del fluoréforo como
consecuencia del proceso de reconocimiento molecular (exposicion al disolvente o establecimiento de
interacciones hidrofdbicas inducidas por su deshidratacion) tienen efectos distintos y muy importantes
sobre las caracteristicas del espectro de emision correspondiente (variacidon en su intensidad y posicién

relativa de la banda de emision).

Consideremos, como ejemplo, el equilibrio de desplegamiento de una proteina monomérica en cuyo
desplegamiento (térmico o quimico) Unicamente se encuentran significativamente poblados sus estados

nativo, N, y desplegado, U (modelo de dos estados)
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Nativa (N) —— Desplegada (V)

donde fy y fu son las fracciones de cada uno de los estados conformacionales. Dado que la fluorescencia
del triptéfano sera mayoritaria (sobre todo si excitamos las muestras a longitudes de onda alejadas del
maximo de absorcién de la tirosina, como 295 nm), podemos monitorizar la reaccién de desplegamiento
dado que el observable (intensidad de la emision de fluorescencia en el rango 300 — 450 nm, es
sensiblemente distinto para cada uno de los estados conformacionales (Fig. 30-A). En general, un aumento
de la hidratacion de la cadena lateral del triptofano (como ocurre al desplegarse la proteina) supone un
desplazamiento del maximo de la banda de emision hacia 355 nm mientras que el maximo de emisién del
estado nativo suele aparecer entre 320 y 340 nm, dependiendo del grado de hidratacién (exposicion al

disolvente) de los triptéfanos que formen parte de la proteina®®’.
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Fig. 30.-(A). Espectro del triptofano en buffer (linea sélida) y en 3 M de cloruro de guanidinio (linea de puntos). Imagen
tomada de Royer'®. (B). Desplegamiento de una proteina en funcidn de la concentracion de agente desnaturalizante
(C), Desplegamiento térmico de una proteina en funcién de la temperatura. Figuras B y C tomadas de Eftink*®’

Las diferencias en el espectro de emision de los distintos estados conformacionles de la proteina son
atribuidas a una mayor exposicién de residuos, que antes del desplegamiento se encontraban enterrados
en su interior, a la disminucién de la intensidad de fluorescencia por interaccién con otros residuos
cercanos (fendmeno que se conoce como apagamiento de fluorescencia o quenching) y a las diferencias

en cuanto al rendimiento cuantico (¢r) del triptdfano segun la polaridad del su entorno
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Los paneles (B) y (C) de la Fig. 30 muestran como puede ser monitorizada la reaccion de desplagamiento
de la proteina tanto isotérmicamente al afiadir concentraciones crecientes de un desnaturalizante, D, (tal
como urea o cloruro de guanidinio) o inducida mediante el calentamiento de la muestra hasta superar la

temperatura de desplegamiento de la proteina, Tr.

Espectroscopia de correlacion de fotones o dispersion de luz dindmica (DLS)

Esta técnica no invasiva nos permite determinar el tamafio de particula en suspension en la region
submicrométrica obteniendo el didmetro hidrodindmico de la particula, ya que debemos considerar la

esfera de hidratacion de la particula.

La técnica de DLS mide la variacion temporal de la fluctuacion de la intensidad de luz dispersada por las
particulas (o macromoléculas) que contiene la disolucién al difundirse como consecuencia del movimiento

Browniano (movimiento aleatorio debido a interacciones con moléculas del disolvente).

La intensidad de la luz dispersada por las nanoparticulas es proporcional a la sexta potencia de su radio.
Cuando el tamafio de las particulas es menor que la décima parte de la longitud de onda de la luz incidente
(tamafio < A/10), la luz dispersada tiene la misma energia (dispersion elastica) que la luz incidente y no
depende del dangulo (dispersién Rayleigh). Por el contrario, cuando el tamafio de la particula es superior a
M10, la luz dispersada no tiene la misma energia (dispersidn ineldstica) que la incidente y depende del
angulo (dispersiéon Mie), donde se produce un aumento de la intensidad de luz dispersada en la misma

direccion de la luz incidente®®.

El tamafio de la particula es calculado a partir del coeficiente de difusion traslacional de la particula, el cual
define la velocidad del movimiento Browniano, mediante el uso de la ecuacion de Stokes-Einstein.

kT

= (Ec.11)
3-7-7-D

d(H)
donde d es el diametro hidrodindamico, k es la constante de Boltzman, T la temperatura, n la viscosidad del

disolvente y D el coeficiente de difusidn traslacional de la particula o macromolécula.

Ademas de verse afectado el tamafio hidrodindmico por la viscosidad y la temperatura, hay que tener en
cuenta otros factores como la fuerza idnica del medio o la superficie de la particula, ya que afectan a la

velocidad de difusién®®.

Los componentes principales de un instrumento DLS son el laser, el portamuestras y el detector de luz (Fig.

31-A)
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Fig. 31.- (A) Representacion esquemdtica de un instrumento de DLS. Figura tomada de Bhattachaejee®. (B)
Correlograma  tipico y (C) distribucion en intensidad de una muestra que contiene dos poblaciones de
particulas.

Cuando particulas con un movimiento Browniano dado son irradiadas con luz laser, se obtiene un patrén
de puntos donde la posicidn de cada punto evoluciona constantemente formando nuevos patrones debido
al propio movimiento. La velocidad a la cual la intensidad fluctia depende del tamafio de la particula,
fluctuando mas répido para las particulas pequefias que para las grandes. Para detectar estas fluctuaciones
se usa un procesador digital que mide la similitud en intensidad de la misma sefial en funciéon del tiempo,
viendo como la correlacién entre la intensidad inicial y subsiguientes va decayendo con el tiempo
(correlograma, Fig. 31-B). De aqui se extrae la informacién de tamafio (mayor tiempo en decaer, mayor
tamafio) y como de homogénea es la muestra (siendo mas monodispersa cuanto mayor es la pendiente del
correlograma, o mas polidispersa si el decaimiento es menos pronunciado). Tras esto, se obtiene una
distribucién de tamafios en intensidad a partir de una funcién de correlacion de la intensidad dispersada

(Fig. 31-C).

Potencial Zeta

Mediante la medida del potencial zeta de una particula en suspension podemos determinar la carga neta

que presenta en las condiciones de medida dadas.

Cuando particulas (o macromoléculas) cargadas son dispersadas, se crea una doble capa eléctrica a su
alrededor como consecuencia de la condensacion de contraiones presentes en la disolucién (Fig. 32).
Suponiendo que la particula presenta carga negativa, se creara una capa de iones positivos unidos
fuertemente alrededor de la particula (capa Stern) y otra capa que aun siendo atraidos por la carga negativa

de la particula son repelidos por los iones que forman la capa Stern, haciendo que esta capa no esté tan
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fuertemente unida (capa difusa). Estos contraiones de la capa de Stern y la capa difusa son los que forman

la doble capa eléctrica®®?.

La composicion de la capa difusa es dindmica y es dependiente de factores como el pH, fuerza idnica,
concentracion, etc. Dentro de esta capa hay un limite o plano hipotético en el cual las particulas forman
una entidad estable, moviéndose en conjunto cuando se aplica un campo eléctrico. Este plano o limite es
conocido como plano de deslizamiento (slipping plane, ver Fig. 32-A), cuyo potencial es el potencial zeta o
potencial electrocinético'® (potencial Z, ¢, Fig. 32-B). El potencial sobre la superficie de la particula no

puede ser medido y es conocido como potencial de Nernst.

Slippingplane
Particle surface = + @
(W) Stern layer +

Fig. 32.- (A) Simulacion de una nanoparticula cargada negativamente mostrando la doble capa eléctrica.
(B) Representacion de una proteina (Lzm) en disolucion acuosa en presencia de cierta fuerza ionica (Ry es el
radio hidrodindmico, k™ la distancia de Debye, Y (r) el potencial electrostdtico y { el potencial Z.).

Esta técnica puede ser combinada con la medida de tamafio en un mismo instrumento de DLS, ya que la
base de la medida es la misma. Presenta ligeras diferencias con respecto a la medida de tamafio, y es que
el haz laser es dividido para obtener una sefial de referencia y otra que atreviese la muestra (Fig. 33), lo
gue sumado a la aplicacion de un campo eléctrico sobre ésta, causara una fluctuacion en la intensidad de
la luz detectada con respecto a la de referencia, con una frecuencia proporcional a la velocidad de la
particula (efecto Doppler)®. Para asegurar que la intensidad de luz dispersada es detectada, se coloca un
atenuador antes de la muestra. Al igual que en el tamafio, el procesador recoge la informacién sobre las

fluctuaciones de las particulas, y a través del software se calcula el potencial zeta.
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Fig. 33.- Representacion esquemdtica de un instrumento de DLS para la medida de potencial zeta. Figura
tomada de Bhattachaejee®®.

Laser

Un dato importante que refleja la medida de potencial zeta sobre las particulas es su estabilidad coloidal.
Se considera que particulas con un valor de potencial de + 30 mV tienen una gran estabilidad, pero esto no
quiere decir que particulas con valores de potencial bajo no puedan presentar suficiente estabilidad
coloidal, ya que esta medida solo tiene en cuenta fuerzas repulsivas y no tiene en cuenta las fuerzas

atractivas'®.

Espectroscopia de Infrarrojo

Como consecuencia de la absorcion de radiacién infrarroja por parte de una molécula podemos inducir
excitacion en los estados vibronicos dentro de un mismo estado electrénico, excitando por tanto sus niveles
rotacionales y vibracionales Dichas vibraciones y rotaciones pueden ser medidas directamente como
absorcion en un espectro infrarrojo pudiendo determinar los distintos grupos funcionales que posee dicha

molécula, ya que cada tipo de enlace absorbe radiacion infrarroja a una frecuencia distinta.

Esta interaccion de la radiacion infrarroja puede ser entendida como cambios en los dipolos moleculares
gue estan asociados a esas vibraciones o rotaciones. Es por esto que en una molécula que presenta centro
de simetria, donde el momento dipolar no varia, las vibraciones que resultan simétricas respecto del centro

de simetria son inactivas en el infrarrojo.

Una molécula puede absorber radiacion cuando la radiacion infrarroja incidente es de la misma frecuencia
gue uno de los modos normales de vibracion de la molécula, es decir el movimiento vibracional de una

pequefia parte de la molécula aumenta mientras el resto no se ve afectado'®.

Las medidas son realizadas en un espectrofotdémetro de infrarrojo FT-IR (Fig. 34-A). En este, la radiacién IR
se dirige hacia un interferémetro a través de una placa semitransparente que funciona como divisor del

haz, donde la mitad del haz incide en un espejo fijo y la otra mitad incide sobre un espejo movil. Ambos
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espejos reflejan la radiacidn hacia la placa, donde se produce la interferencia (constructiva o destructiva
segln la posicién del espejo). Como la radiacion es policromatica, el interferograma obtenido (Fig. 34-B)
(representa la intensidad, |, frente al desplazamiento del espejo, §) es una superposicién o suma de los
interferogramas correspondientes a todas las frecuencias individuales. A continuacion, la radiacion
modulada atraviesa la muestra, donde ésta absorbe selectivamente, dependiendo de las vibraciones de
excitacién de la muestra. El detector registra la luz IR que sale como interferograma, transformando las
sefiales Opticas en eléctricas. A partir del software correspondiente, mediante la transformada de Fourier
(FT por sus siglas en inglés), se convierten las frecuencias en el espectro caracteristico de bandas (Fig. 34-

C).

(A)

Fuente IR

<
Espejo

fijo

U

Divisor

Espejos
Rendija

Detector

de haz

Interferometro

____ Espejomavil Muestra

: "
(B) r(8) é | f/—w(/—/w (\\ r/
Al : || }1
| © |
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Fig. 34.- (A) Representacion esquemdtica de un instrumento de FT-IR. (B) Interferograma. (C) Espectro de infrarrojo
del dcido ldctico. Figuras tomadas de Stuart, H'*?

Microscopia Electronica de Transmision (TEM)

En microscopia electréonica un haz de electrones de alta energia interacciona con la materia para
proporcionar informacién de ésta a nivel atdmico. En concreto la microscopia electrénica de transmision
(TEM por sus siglas en inglés, Transmission Electron Microscopy) se basa en la deteccion de aquellos

electrones que han atravesado la muestra.

Ademds de proporcionar informacién a nivel subatdomico, también nos proporciona informacion quimica
con una resolucién espacial de 1 nm o mejor, haciendo de esta técnica una poderosa herramienta para la

caracterizacion del tamafio de las nanoparticulas, incluso cuando éstas estan recubiertas por polimeros'®:.
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La medida se hace en un microscopio electrénico de transmisién (Fig. 35-A), donde se emite un haz de
electrones que viaja en condiciones de vacio a través de la columna del microscopio. Para generar un haz
muy delgado de electrones (<10 nm en didmetro) y enfocarlos sobre la muestra se colocan lentes
electromagnéticas (lentes condensadoras). Una vez que pasa por la muestra los electrones colisionan con
ésta, y en funcién de su grosor y el tipo de atomos que la componen, parte de ellos seran dispersados de
forma selectiva pudiendo incluso no llegar a ser detectados (Fig. 35-B). Tanto los electrones que han
atravesado la muestra como los dispersados, son proyectados sobre lentes objetivo, las cuales pueden
proporcionar una magnificacion de hasta 1.5 millones de veces (determinan por tanto el limite de
resolucion de la imagen obtenida). Estos electrones son proyectados sobre una pantalla fluorescente, cuya
imagen (Fig. 35-C) es posteriormente digitalizada mediante un dispositivo de carga acoplado (CCD, por sus

siglas en inglés, Charge Coupled Device).
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Fig. 35.- (A). Representacion esquemdtica de un microscopio electrénico de Transmision. (B). Sefiales
generadas cuando un haz de electrones interacciona con muestra. Figura tomada de Williams™. (C). Imagen
digital de microscopia electronica de transmision de nanoparticulas de magnetita.

Calorimetria Isoterma de Titulacién (ITC)

La calorimetria isoterma de titulacién (ITC por sus siglas en inglés, Isothermal Titration Calorimetry) es la
Unica técnica instrumental capaz de medir directamente la energética de un proceso de reconocimiento

molecular entre una cierta macromolécula, M, y un ligando, L:

M+ L &= ML
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donde M representa a la macromolécula (proteina, nanoparticula, polielectrolito, etc.) y L al ligando.
Mediante un experimento de ITC es posible determinar tanto el cambio de energia libre de Gibbs asociada

al proceso de reconocimiento molecular, AG, como sus componentes entalpica, AH, y entropica, -T-AS.

Un calorimetro isotermo de titulacion esta construido situando dos celdas calorimétricas (una de referencia
y otra de medida) dentro de un blogue termostatizado a una cierta temperatura gue se mantiene constante
(Fig. 36). La celda de referencia estd llena de agua (o de la disolucién tampdn correspondiente) mientras
que la disolucion de macromolécula se aloja en la celda de medida de volumen V. Por su parte, la
disolucion de ligando, L, se coloca en una jeringa externa cuya parte final de la canula de inyeccién tiene
forma de agitador. La jeringa de inyeccion esta sometida a un movimiento de rotaciéon de velocidad
constante por lo que, ademas de servir para afiadir secuencialmente volimenes conocidos de la disolucion
de ligando, Vin, a la celda calorimétrica, la agitacién permite homogeneizar la disolucién resultante

(conteniendo M, Ly M-L).

Ligando

5 I s

celda de celda de
referencia medida

resistencia —-m

Macromolécula

I-resistencia

@& 4%
$

Potencia eléctrica

Fig. 36.- Representacion esquemdtica de un calorimetro isotermo de titulacion.

El instrumento mantiene el bloque termostatico en el que se encuentran ambas celdas a una temperatura
constante de forma rigurosa (éste es un requerimiento esencial de la técnica y la menor variabilidad de la
temperatura a la cual se mantiene el bloque termostatico esta en relacion directa con la sensibilidad del
instrumento). La temperatura a la que se mantiene las celdas calorimétricas es ligeramente inferior a la
cual se va a llevar a cabo el experimento. El calorimetro dispone de sendas resistencias adosadas a cada
una de las celdas calorimétricas (referencia y medida) que le permiten enviar una determinada cantidad

de potencia eléctrica a cada una de ellas y mantener a ambas celdas a una misma temperatura.

Los calorimetros actuales mas sensibles funcionan mediante el denominado sistema de compensacion de

potencia. El instrumento monitoriza constantemente la temperatura de cada una de las celdas y envia mas
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0 menos potencia eléctrica a la resistencia adosada a cada celda calorimétrica hasta que la diferencia de
temperatura entre ellas es nula (estdn exactamente a la misma temperatura). En este momento, la
potencia eléctrica enviada a cada celda es idéntica y, por tanto, su diferencia es nula, dP = dQ/dt = O (Fig.
37-A). Como en cualquier técnica calorimétrica, el observable monitorizado es potencia térmica, dP,
definida como la cantidad de energia en forma de calor, Q;, que se absorbe o se librera por unidad de

tiempo tras la adicion de cada volumen de ligando.
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Fig. 37.- Evolucidn experimento de ITC. (A) Antes de iniciarse el experimento, la sefial calorimétrica se hace
constante (la diferencia en la potencia eléctrica entre la celda de medida y la de referencia se hace
constante). (B) El experimento supone la adicion de alicuotas de ligando sobre la celda calorimétrica
conteniendo macromolécula.

Una vez que el instrumento se ha equilibrado y la sefial (diferencia de potencia eléctrica enviada a cada
celda) es nula, comienza el experimento. Tras la adicién de un determinado volumen de ligando se inicia la
reaccion (primer pico de Fig. 37-B) cuya sefial calorimétrica corresponde con una reaccién exotérmica
(AH<Q). Al formarse una cierta cantidad del complejo M-L la celda se calentard ligeramente y el sistema de
compensacion de potencia dejard de enviar potencia eléctrica a la celda de medida y envia potencia
eléctrica a la celda de referencia para intentar igualar ambas temperaturas. A medida que la diferencia de

temperatura entre las celdas disminuye también lo hace la potencia eléctrica enviada a la celda de
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referencia hasta hacerse nula cuando ambas celdas vuelven a estar a la misma temperatura. El observable
gue se recoge es la potencia eléctrica (calor por unidad de tiempo) que el sistema de compensacion envia

a la celda de referencia.

Alternativamente, cuando la reaccién es endotérmica, la formacion del complejo M-L implicaria la
absorcion de una cierta cantidad de energia en forma de calor en la celda calorimétrica que se enfriaria
ligeramente respecto de la celda de referencia. En este caso, el sistema de compensacién de potencia
detectaria esa diferencia de temperaturas y enviaria a la celda de medida una potencia térmica (pulso

eléctrico) que iria disminuyendo hasta igualar la temperatura de ambas celdas.

Una de las ventajas fundamentales del sistema de compensacion de potencia es que se obtiene un
aumento considerable de la relacién sefial a ruido respecto de un sistema estatico que registre la libre
difusién del calor desde la celda de medida al entorno. Para una cantidad fija de energia en forma de calor
intercambiada debida a la reaccién, la sefial detectada por un calorimetro que utilice un sistema de
compensacion de potencia cada pico serda mas estrecho y mas alto que el detectado para un sistema
estatico. Esto se debe a que, aunque en ambos casos el drea del pico es la misma, debido a la lenta cinética
de difusion del calor entre la celda en el entorno, el pico de un calorimetro estatico serda mucho mas ancho

y, por consiguiente, su maximo (o minimo) mucho menos pronunciado.

La Fig. 37-B muestra cdémo varia la sefial calorimétrica como consecuencia de la adicion secuencial de L. Al
comienzo de la titulacién, cuando todos los centros de unién de M estan libres, la fraccion de ligando que
se une a la macromolécula es maxima. A medida que aumenta la concentracién total de L en la celda
calorimétrica, el equilibrio se desplaza hacia la derecha formandose mds y mas complejo M:L y quedando
una menor cantidad de macromolécula, M, libre. Como consecuencia, a medida que avanza la titulacion la
fraccidon de ligando, L, que se une a la macromolécula en cada inyeccién es menor hasta que todos los

centros de union de M han sido saturados.

La preparacién del experimento y el tiempo que transcurre desde que la jeringa (conteniendo el ligando)
se pone en contacto con la disolucion de la celda calorimétrica (conteniendo la macromolécula) hasta que
comienza efectivamente el experimento (transcurrido el tiempo necesario para la estabilizacion del
experimento) facilita que una pequefia cantidad de ligando se difunda a la disolucion de la celda antes
incluso que el experimento comience. Para evitar que este hecho influya sobre los parametros
termodinamicos extraidos del experimento mediante el tratamiento de los datos (Fig. 38-B), es habitual
que la matriz de inyeccion (indicando el nimero de inyecciones, el volumen de cada una de ellas y el
intervalo de tiempo que las separa) contenga una primera inyeccién de pequefio volumen, que dependerd
del modelo de ITC utilizado, la cual serd la Unica que se verd afectada por este pequefio error.

Generalmente, esta primera inyeccién no es utilizada en el ajuste de los datos experimentales.
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Dado que la sefial monitorizada en el experimento de ITC es la potencia térmica (dQ/dt) en funciéon del
tiempo, la cantidad de energia en forma de calor absorbida o cedida tras la adicion de cada alicuota de
ligando, Q;, (tras cada inyeccion) es simplemente el area de cada pico (la integral de la potencia térmica

desde el momento en que se realiza la inyeccidon hasta que la sefial retorna a la linea de base) (Fig. 38.- A).
t
Q =J‘ dQ (Ec. 12)
t

Para extraer los parametros termodindmicos caracteristicos del proceso de reconocimiento molecular
estudiado, se somete la isoterma (Fig. 38.- B) a un proceso de ajuste no lineal de minimos cuadrados. Por
las razones indicadas anteriormente, el primer punto de la isoterma no se toma en consideracion para el

ajuste.

(A H

da/dt (u cals”)

T
-20 0 20 40 60 80 100 120

Time (s)

N 0.97 +0.02

a keal/mol of injectant)

K (1.05+0.33)10°

AH -13.15 0.03 keal/mol

212 o

-14 T T T T T T T T T
000 025 050 075 100 125 150 175 200 225 250

[c],/[m]

cell

Fig. 38.- Andlisis de los datos del experimento de ITC. (A) La integral de cada pico representa el calor
absorbido o cedido en cada inyeccion. (B) La isoterma de unidn es la representacion del calor de cada
inyeccion, Q, frente al cociente de concentraciones entre el ligando, L, y la macromolécula, M.

El analisis de los datos experimentales derivados de un Unico experimento de ITC (Fig. 38.- B), permite

determinar, de forma directa, tres parametros:
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a) La estequiometria del complejo formado, M-L., n.
b) La contante de union, K.
c) La entalpia molar de la reacciéon de union (por mol de ligando), AH.
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3.3.- Metodologia

Determinacion de la capacidad de adsorcion de una particula (NP) respecto de una proteina, P (o un ligando)

Asumiendo, en primera aproximacién, que la adsorcién de una proteina, P, a la superficie de una particula
(sdlida o recubierta por polimeros, silice, etc.) viene adecuadamente representada por la isoterma de
Langmuir:

My __K{P] [P]

my,  1+K{P]

qgue describe la situacion en la que la proteina P se encuentra en disolucién en equilibrio con la que se

encuentra adsorbida sobre la superficie S:
S+ P &= SP

Existen muchas situaciones en las que el pardmetro que se requiere obtener es la capacidad maxima de
adsorcion de la particula por la proteina P (o cualquier otro ligando), gms. Una alternativa a la
determinacién de la isoterma es la de trabajar en condiciones saturantes de adsorbato ([P] >> Kp), de forma
qgue el equilibrio se encuentre totalmente desplazado hacia la derecha y podamos considerar

estequiométrica la cantidad de proteina total y adsorbida.

En estas condiciones: Ademas, si P >>> Kp

mprot — [P] ~ [P] (EC 14)

q = m KD +[P] qmdx ~ [P] qméx =qm¢ix

NP
Despejando,

(Ec. 15)

m ) = S0 m
( prot ] adsorbida qmax NP

donde mnp s la masa de (nano)particula presente en la dispersién. Teniendo en cuenta que conocemos la

cantidad total de proteina que contiene la muestra,

(s = (o) s+ (Pt ) i (Ec. 16)
Operando y sustituyendo en la ec. 15,

(e ) opton = (oo ) = (Ec. 17)
Dividiendo por el volumen de la muestra,

[P Laoncon =[P Lo = INP] (Ec. 18)
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Por tanto, si preparamos una serie de muestras en las que se mantiene constante la concentracién de
proteina total, [Plwt, Yy afiadimos concentraciones crecientes de (nano)particula, la concentracién de
proteina en la disolucion (sobrenadante) disminuira linealmente con la cantidad de particula afiadida. La

pendiente de la correlacion serd igual a - gmax.

La Fig. 39 muestra la variacién de la concentracién de lisozima (Lzm) en disolucién en funcién de la
concentracion de nanoparticula de magnetita recubierta con un polielectrolito anidnico. La concentracién
inicial de proteina en disolucién (ordenada en el origen, 0.596 mg-mL?) disminuye linealmente con la
concentracion de nanoparticula afiadida (adsorbiendo una mayor cantidad de proteina). La pendiente de
la correlacion lineal permite determina la maxima capacidad de adsorcién de la nanoparticula por la

proteina, gmax, que en este caso equivale a 3.1 mg de proteina por mg de nanoparticula).

0.7

[LZM ]soluble (mg 'mL-1 )

0t | SRR S A A

0.0 H H H H H H
0.00 0.02 0.04 0.06 0.08 0.10 0.12 0.14

[NP] (mg-mL-")

Fig. 39.- Ejemplo de representacion para determinar el valor de la capacidad de adsorcion maxima (Gmesx) de
un ligando sobre una nanoparticula.

Para hallar este pardmetro de forma experimental, lo que hacemos es incubar, hasta que se alcanza el
equilibrio (generalmente, mas de 12 h), una serie de tubos de 2 mL en los que ponemos una cantidad
creciente de NP y una cantidad constante y en exceso de ligando a unas condiciones de pH y fuerza iénica
dadas en funcién de lo que se pretenda estudiar (volumen final de 1 mL). Tras dejar incubar en continua
agitacion, las nanoparticulas de magnetita son decantadas con ayuda de un campo magnético externo (las
de silice se someten a centrifugacién). Una vez separadas de la disolucion el sobrenadante es cuantificado

(ver mas adelante). Con estos datos obtendremos la representacion anteriormente mostrada (Fig. 39).

Para la determinacidn con otro ligando que no sea una proteina se sigue la misma aproximacion.
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Desorcion de Lzm, previamente adsorbida sobre particulas de silice, inducida por polielectrolitos

Se prepara una dispersion de silice en agua, a partir de la cual determinamos su concentracién mediante
residuo seco (calentando a 120 °C hasta obtener una masa de silice constante). Antes de preparar las
muestras, las particulas son sonicadas usando un sonicador Branson 450. La disolucién de Lzm es preparada
en agua, y su concentracion es cuantificada espectrofotométricamente mediante medida de su
absorbancia a 280 nm (ver mas adelante). Preparamos distintos tubos de 2 mL que contienen una
concentracion constante de Lzm y una concentracion constante de silice (ambas concentraciones variaran
segun el estudio realizado) en HEPES 20 mM a pH 7. Dejamos en agitacion constante durante 12 h para
gue se produzca la adsorcidon de la proteina a la silice. Pasado ese tiempo afiadimos cantidades crecientes
de PE (variara, segun estudio) y dejamos incubar 16 h en agitacién hasta alcanzar el equilibrio. Tras la
incubacién, los tubos son centrifugados a 13400 rpm (12100 g) durante 30 min usando una centrifuga
Eppendorf Minispin. Recogemos sobrenadante y medimos por absorcion la concentracién de proteina en

disolucion.

Este experimento va a ser realizado con distintos polielectrolitos (PDADMACI <100 kD, de 150 kD, de 275
kD y 450 kD, PAAH 56 kD, PEI 60 kD y quitosano) y para el polielectrolito de PDADMACI 450 kD, con
diferentes fuerzas ionicas ([NaCl]: 0, 10, 25, 50, 100, 150, 250 mM).

Cuantificacién de la concentracidn de proteina

En ocasiones, tras someter a las muestras de silice al proceso de centrifugacion, se observé que pequefias
cantidades de particulas estaban aun presentes en el sobrenadante. Con objeto de corregir el espectro de
absorcion de la proteina de la dispersidn del material sélido no eliminado, éste se recogié entre 240y 400
nm. Dado que la absortividad de la proteina es practicamente despreciable por encima de 340 nm, el
espectro se corrigié de acuerdo al método de Leach y Sheraga*®* (Fig. 40). Asumiendo que en el rango 340
— 400 nm la densidad dptica detectada es exclusivamente debida a la dispersién del material sdlido, y
teniendo en cuenta que la intensidad de la dispersién aumenta a medida que disminuye la longitud de onda

(tedricamente con la sexta potencia):

(Abs) =a-A” (Ec. 19)

dispersién

donde a es una constante de proporcionalidad y a. la potencia efectiva a la que estd elevada la longitud de

onda, A. Tomando logaritmos decimales:

log(Abs) =log(a)+a-log(A) (Ec. 20)

dispersion

El ajuste del log de la absorbancia (en el rango 340 — 400 nm) con el log (A) permite determinas los

parametros a y o.. Una vez determinados estos parametros, es posible calcular la contribucién de la
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dispersién a la absorbancia determinada en todo el rango de longitudes de onda del espectro (240 — 400
nm) y corregir el espectro experimental con esta contribucion calculada. Los espectros fueron adquiridos
con una velocidad de barrido media y un intervalo de muestreo de 0.2 nm. La linea base se hizo con el

correspondiente tampon.

1.0
——experimental
—corregido
gos N
]
<
©
Sosd AN\
S
o
(7]
L 04t -\ /N
<
" 240 260 280 300 320 340 360 380 400
A (nm)
Fig. 40.- Ejemplo de un espectro de Lzm corregido tras aplicar el método de Leach y Sheraga*®*.

Tratamiento de nanoparticulas de silice con polielectrolitos. Eficacia del recubrimiento usando [zm como

sondaa.

Para comprobar la reversibilidad de la adsorcion del PDADMACI sobre las particulas de silice, 0.5 g de
particulas de silice tratado con PDADMACI fueron resuspendidas en 50 mL de una disolucién que contiene
buffer con distintas cantidades de NaCl (0, 150 y 250 mM). La dispersion fue incubada durante 16 h,
centrifugada, y el pellet resultante resuspendido en 50 mL de disolucién en idénticas condiciones a las
iniciales. Para comprobar la estabilidad del recubrimiento, una alicuota es incubada con Lzm, utilizando
ésta como sonda para determinar si se produce la adsorcién (en cada experimento la cantidad de silice ha
sido previamente cuantificada). Estas preparaciones fueron incubadas durante 16 h, y la cantidad de Lzm
en el sobrenadante fue determinada espectrofotométricamente. El proceso fue repetidol0 veces. De
forma paralela se hizo lo mismo con particulas de silice que no habian sido tratadas con PDADMACI,

sometidas a los mismos lavados (10 ciclos), no recuperando Lzm en el sobrenadante.
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Determinacion de /la cantidad maxima de PDADMACI adsorbido sobre la superficie de la particula de silice,

Qméx-

Diferentes cantidades de silice y PDADMACI fueron incubados a pH 7.0 y temperatura ambiente durante
16 h para que se alcanzase el equilibrio de adsorcion del polielectrolito sobre la superficie. Tras centrifugar
y eliminar las particulas, el polielectrolito que permanece en el sobrenadante fue cuantificado siguiendo el
método descrito por Mocchiutti et al. (2007)**> mediante titulacidon con KPVS (polivinilsulfato potasico)

usando azul de o-toluidina como indicador.

Una alicuota que contiene PDADMACI se diluyé en una disolucién reguladora de pH 7.0 conteniendo o-Tb
en concentracion aproximada de 20 uM. La absorbancia del colorante fue monitorizada a 630 nm tras la
adicion de volimenes conocidos de una disolucién, previamente estandarizada de KPVS*® (Fig. 41). Dado
gue el KPVS tiene mayor afinidad por el PDADMACI que por el colorante, las adiciones iniciales Unicamente
producen una ligera dilucion del colorante. Una vez todo el PDADMACI se encuentra unido al KPVS, la
absorbancia de la o-Tb disminuye fuertemente debido al desplazamiento solvatocrémico que sufre la sonda
cuando se encuentra unido al polielectrolito aniénico (desde 630 nm hasta 550 nm). El volumen de
equivalencia de KPVS se obtiene del punto de corte de las lineas de base inicial y final. Cada una de las
determinaciones se obtuvo como el valor promedio de, al menos tres titulaciones hasta alcanzar una

desviacion estandar menor del 5 %.
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Fig. 41.- Determinacion de la cantidad de PDADMACI presente en el medio mediante titulacidn con KPVS
mediante la monitorizacion de la absorbancia de la o-Tb al KPVS.
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Sintesis de nanoparticulas de FesO4 (NP) mediante el método de co-precipitacion

Sobre 1 litro de agua previamente degasificada, y con burbujeo de N, (esto evita la oxidacién parcial del
Fe?* a Fe**) bajo constante agitacion, se afiaden 32.80 g de FeCls - 6 H,0 y 12.06 g de FeCl, - 4 H,0. Una vez
disueltos estos, se afiade lentamente NH3 al 25 % utilizando una bomba peristaltica con un flujo de 1.2
mL-min, monitorizando el pH de la disolucién hasta alcanzar un valor constante en torno a 10. Se mantiene

durante 1 hora en agitacién a este pH.

La disolucién toma inmediatamente un color negruzco indicando la formacion de magnetita, Fes04 (s). La
subida de pH produce la precipitacién de los hidréxidos de hierro y su posterior oxidacion para dar

magnetita. La reaccion global puede expresarse de la siguiente forma:
Fe*"(ac) + 2Fe* (ac) + 80H(ac) —> Fe,0,(s) + 4H,0(l)

Una vez pasada la hora, calentamos a 70 °C y mantenemos la temperatura (bajo las mismas condiciones de
agitacion y corriente de N;) durante otra hora mas. Terminado, dejamos en agitacion toda la noche a

temperatura ambiente y sin corriente de N,.

Tras esto, hacemos lavados de las nanoparticulas separando la fase solida de la acuosa mediante el uso de
imanes permanentes de neodimio de 13000 gauss (1.3 T) hasta que desaparece el olor a amoniaco.

Posteriormente se alicuotan en varios tubos que son almacenados a 4°C.

Cuantificacion concentracion de NP
Residuo seco

Tras la obtencién de las nanoparticulas se cuantifican mediante el secado y posterior pesado de una
cantidad conocida de dispersion. Para ello se ponen 2 mL de dispersién de nanoparticulas sobre un tubo
previamente pesado, se decantan magnéticamente y se lavan con EtOH tres veces, resuspendiendo
finalmente en 1 mL de EtOH, donde se incuba a 70 °C en un termobloque durante 1 dia. Una vez se obtiene
el residuo, se pesa con el tubo y por diferencia hallaremos la concentracion de nanoparticulas que tenemos
en la dispersién. Una vez recubiertas las nanoparticulas, ya no pueden ser cuantificadas por este método
puesto que no podemos conocer la cantidad de recubrimiento que tienen y esto haria que
sobreestimasemos la concentracidn de nanoparticulas, por lo que se cuantifican por el método descrito a

continuacion.
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Método formacion de complejo de Fe?* con fenantrolina

Para la determinacion de la concentracion de magnetita cuando esta se encuentra recubierta, se ha
desarrollado un método basado en la formacidon de un complejo coloreado entre el Fe? presente en la

magnetita y la 1,10-fenantrolina®®’.

La 1,10-fenantrolina es un compuesto organico heterociclico que forma complejos con iones metalicos, los
cuales debido a su coloracién absorben radiacién electromagnética en la zona visible del espectro. En
concreto, la 1,10-fenantrolina forma un complejo de coordinacién con el ion Fe** de coloracién naranja

(Fe(phen)s?*) (Fig. 42), con un maximo de absorcién a 512 nm.

Fig. 42.- Complejo de coordinacidn formado por tres moléculas de fenantrolina y un ion Fe*.

Ya que la magnetita estd compuesta tanto de iones Fe?* como Fe®*, se requiere de un agente reductor con
el fin de reducir todo el hierro trivalente a hierro divalente y medir asi el hierro total de la muestra. Son
numerosos los agentes reductores empleados en la bibliografia para la cuantificacion del hierro, pero en

este caso se ha utilizado la hidroxilamina (NH,OH).

Previa a la determinacién de la concentracidon de hierro presente en la muestra de nanoparticulas, debemos
de realizar una recta de calibrado con concentraciones crecientes de Fe?* y en un exceso de 1,10-
fenantrolina, en las mismas condiciones que posteriormente se determinard la concentracién de Fe?*

presente en la dispersién de magnetita (Fig. 43).




Materiales y métodos

12 :
o A— y=16.281x | il ]
R2 = 0.9999
0.8 ommommre oo A beoooone oo
£ ! ! ! ! ! !
[=
N
-
0 : : : ‘ : :
@ 06 | g P
* ‘ ‘ ‘ ‘ ‘ ‘
)
<
S, —
B e o e R R e beooooneeooeea
0.0 T T T T T T
0.00 0.01 0.02 0.03 0.04 0.05 0.06 0.07
[Fe?*] (mM)
Fig. 43.- Determinacion del coeficiente de extincion molar del complejo Fe?* - 1,10-fenantrolina.

Para las muestras con nanoparticulas son tratadas de la siguiente forma: se afladen 100 uL de la dispersion
de nanoparticulas sobre 900 pL de HCl 5M vy se incuba a 60 °C en el termoblogque durante 3 horas para
producir la digestiéon de las nanoparticulas. A continuacion, para reducir todo el Fe* a Fe?*, se cogen 100
ulL de la disoluciéon anterior (en HCl 4.5 M) y se diluyen en 1900 pL que contienen hidroxilamina 0.2 M en
tampdn acetato 1 M pH 4.5. Volumenes crecientes de la disolucién anterior que contienen Fe?*, se hacen
reaccionar con un exceso de 1,10-fenantrolina ( ~ 1.5 mM) y se mide la absorbancia a 512 nm. Tras esto se

determina la concentracién de magnetita, FesO4, en la dispersién inicial.

Caracterizacion de NP
Diametro hidrodindmico (tamafio) y potencial Z

Tanto para la medida de tamafio como de potencial Z se utilizé el equipo Zetasizer Nano de Malvern o
Brookhaven 90Plus. Se utiliza una concentracion de nanoparticula dependiente del experimento que se
vaya a disefiar, utilizando concentraciones desde 0.045 — 4.5 mg-mL. Si se trata de hacer un barrido de
pH, este es ajustado mediante adicién de HCl o NaOH. Por el contrario, si se trata de estudiar la variacion
gue sufren las nanoparticulas cuando se recubren o se les une un ligando, son incubadas a una

concentracion de tampon y pH constante.
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TEM (Microscopia de Transmision Electrdnica)

Las imagenes de TEM son obtenidas mediante un microscopio JEOF JFM 1011, a través del servicio de
instrumentacion cientifica de la UMH. Las muestras son preparadas poniendo una gota de dispersién de
nanoparticulas a una concentracién aproximada de 0.01 mg-mL?' sobre una rejilla de carbono
(Formvar/Carbon 300 Mesh, copper, Electron Microscopy Sciences) y dejando que se evapore el disolvente

a temperatura ambiente.

Infrarrojo

Para las medidas de infrarrojo usamos un espectrofotémetro IFS 66/S BRUKER. En primer lugar, secamos
las nanoparticulas de magnetita previa incubacién en termobloque a 70 ° C. Tras esto, se mezclan 2.5 mg
de muestra con 800 mg de KBr, se homogeniza bien y se prepara un comprimido usando un troquel
cilindrico de 13 mm de didmetro, el cual se introduce en una prensa manual durante 15 min entre 8 — 10
tors. Como resultado obtenemos una pastilla de alrededor de 1 mm de grosor sobre la cual recogemos el
espectro de infrarrojo realizando 200 registros entre 4000 — 400 cm™. Una vez obtenido el espectro, se
caracteriza de forma cualitativa mediante comparacién de la frecuencia del maximo de las bandas con

respecto a las tabuladas de los distintos grupos funcionales®,

Titulacion acido-base PEl

Una disolucion de PEl a 0.5 M es dializada en agua, y posteriormente puesta a pH 2 mediante adicién de
HCI. Tras esto, es titulada con NaOH 1 M mediante adiciones de 50 pL. De esta forma podemos ver el

comportamiento acido-base de la PEI.

Titulacion de PEI con aniones divalentes (SOF, HPO/~ hexametafosfato, etc,) mediante ITC

Para la titulacion de PEI con aniones divalentes, el polielectrolito (PEl) se colocd en la celda calorimétrica a
concentraciones 0.25 — 25 mM (por mondmero) dependiendo del experimento y pH. El polielectrolito fue
titulado con el ligando disuelto en las mismas condiciones de pH (normalmente 10 mM de buffer en
ausencia de sal). Las concentraciones de PEl y ligando fueron elegidas para conseguir niveles de saturacion

no menores del 90 % para poder determinar los pardmetros termodindmicos de unién con cierta exactitud.
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Sintesis de PEIc

La PEl fue derivatizada con objeto de carboxilar cada uno de los grupos amino formando un enlace
covalente entre el nitrégeno y el carbono del resto —CH,-COOH (Fig. 44). Para la modificacion de los grupos
amino de la PEl seguimos la derivatizacidn previa que ya habian hecho Bruening, et al*®*®. 10 gramos de PE|
de 60 KD al 50 % (p/v) se disuelven sobre 100 mL de agua y se introducen en un matraz de tres bocas a
reflujo, provisto de un bafio de glicerina a 50 °C. Por otro lado, 20 gramos de cloroacético son disueltos en
25 mL de agua, sobre los cuales se burbujea una corriente de N,, y se mantienen 10 minutos a 30 °C.
Pasados estos 10 minutos, la disolucidn de cloroacético se gotea sobre la de PEI, ajustando el pH con NaOH
para mantenerlo a 10. Terminada la adicion se mantiene a 50 °C durante 1 hora. Pasada la hora, se sube a
90 °Cy se mantiene durante 2 horas. Finalmente, se deja durante al menos 16 h en agitacién constante a
temperatura ambiente. Para eliminar la PEI que no haya sido derivatizado, se baja el pH de la disolucion
provocando la precipitacién de la PElc, y se centrifuga durante 15 minutos a 5300 rpm. Tras esto se dializa

para eliminar restos de cloroacético que pudiesen haber quedado, y finalmente se liofiliza.

o g =
o4 J ]
Hal o o HH . = c}.__,uwn “ ,a.,n.,__{\a a
: e
K' a. i e ™~ Ao
H T HO 1 o7 |
L L T L A N TP NP ",--____,u\_{on
5 " . N 5 l‘T‘o o
M L) N ] M. OH
\I\ O-HI ?\\0’ 9[\ o a'--iig
NH n O o7 TOH N ‘o
branched PEI ;,}-ou
n
Fig. 44.- Esquema de obtencion de PElc a partir de PEl ramificado y de cloroacético

Medidas ITC. Comparativa entre PElc y EDTA

Para la titulacién de EDTA vy PElc con Ni?* se utilizaron las siguientes condiciones. Para el caso del EDTA, se
inyectan volimenes sucesivos de 10 L a una concentracidn de 5 mM de Ni** en 50 mM HEPES pH 7 sobre

EDTA a una concentracién de 0.4 mM en 50 mM HEPES pH 7 manteniendo la temperatura a 25 °C.

Para el caso de la PElc, se inyectan volumenes sucesivos de 10 plL a una concentracion de 5 mM de Ni%* en
50 mM HEPES pH 7 sobre PElc a una concentracién de 2 mM en 50 mM HEPES pH 7 manteniendo la

temperatura a 25 °C.

Titulacidn de Ni** con EDTA y PElc sequida mediante espectrofotometria

Para determinar la relacidn estequiométrica entre el EDTA y Ni** y compararla con la que presenta la PElc
con el mismo metal, hacemos una titulacién que seguimos mediante la medida de absorbancia, puesto que

cuando el metal es acomplejado por el EDTA o PElc su maximo de absorcion se desplaza aumentando su
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coeficiente. Cuando todo el metal es acomplejado, el coeficiente de extincion disminuye. Al representar

esto obtenemos dos rectas, en cuyo punto de corte podemos determinar la relacién estequiométrica (Fig.

45).

0,15

Abs (590 nm)

0 1 2 3 4 5 6 7
ratio PEIc/Ni2*

Fig. 45.- Determinacion de la relacién estequiométrica entre Ni?* y PEIc a pH 7.

Para la titulacidn de Ni?* con EDTA: ponemos Ni** a 15 mM en 10 mM HEPES pH7 y afiadimos volumenes

de 50 en 50 plL de EDTA 50 mM en HEPES 10 mM pH 7.

Para la titulacién de Ni?* con PElc; ponemos Ni?* a 15 mM en 10 mM HEPES pH7 y afiadimos volimenes de

50 en 50 pL de PEIc 200 mM en HEPES 10 mM pH 7.

Recubrimiento de NP

NP@TEOS

Para realizar el recubrimiento con TEOS de NP de magnetita utilizamos el método sol-gel a partir de las

relaciones usadas por Deng Y-H et al?®.

A partir de 10 mL de dispersion de nanoparticulas a una concentracion de 1.8 % (p/v), 200 mL de EtOH vy
25 mL de NH3 al 25 %, se sonica en un bafio ultrasonidos durante 1 hora. Pasado el tiempo se afiaden 600
mL de EtOH y 200 mL de H,0, de forma que finalmente tengamos una relacion 1:4 (H,O:EtOH). Sobre esta
se afladen gota a gota 5 mL de TEOS (99 %), y se mantiene la dispersién en agitacién durante 12 h a

temperatura ambiente. Pasadas las 12 horas se centrifuga a 16000 g durante 15 minutos, eliminando el
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sobrenadante y haciendo lavados con agua destilada, hasta finalmente resuspender en un volumen final

de 10 mL.

NP@TEOS@APTES

Para realizar el recubrimiento con APTES nos basamos en la descripciéon que dan Yamaura et al.?°! Sobre
125 mL de acético 100 mM a pH 5, afiadimos 10 mL de NP@TEQS (obtenidas anteriormente) al 1.8 % (p/v),
sonicamos durante 5 minutos y finalmente afiadimos 15 mL de APTES gota a gota, manteniendo en
agitacion constante durante 3 horas a temperatura ambiente. Pasada la incubacion hacemos lavados con
agua durante 3 ciclos, previa decantacion magnética, y resuspendemos en un volumen final de

aproximadamente 10 mL.

NP@TEOS@APTES-EDTA

Para la modificacion de los grupos amino que presenta la molécula de APTES seguimos la derivatizacion
previa que ya habian hecho Shiraishi et al.2%2 0.4 gramos de NP@TEOS@APTES a las que se le ha eliminado
el disolvente (agua) son puestas sobre una mezcla de 25 mL de acido acético y 25 mL de EtOH. A
continuacion, se afiade 1 gramo de EDTA dianhidro. Todo esto se mantiene a reflujo a 70 °C con agitacion
constante (410 rpm) y durante 13 horas. Pasadas las 13 horas de incubacién, hacemos lavados mediante
decantacién magnética tal como sigue; acetona, agua, acetona, agua. Finalmente almacenamos en

aproximadamente 10 mL de agua.

Variacion del tamafio de NP@PE con exceso de polielectrolito

A partir de nanoparticulas desnudas sonicadas a pH 11, se  preparan  distintos  tubos con una
concentracion constante de nanoparticula y concentracidn creciente de polielectrolito. Para NP@PAAH se
han utilizado tres concentraciones de nanoparticulas, 0.045, 0.45 y 4.5 mg-mL™?, y de polielectrolito (0 —
0.18, 0 — 1,8, 0 — 18 mg/mL, respectivamente), estando este a pH 7.0. Para las NP@PEI y NP@PElIc la
concentracion de NP ha sido de 0.4 mg-mL?y la concentracion de PE barrida ha sido de 0 — 20 mg-mL™. En

el caso de la PEl, esta se encontraba a pH 7, mientas que la PElc se encontraba a pH 9.

Las NP@PAA, son obtenidas a partir de NP desnudas sonicadas a pH 3, obteniendo una concentracién de
NP final de 0.45 mg-mL? y utilizando concentraciones de PE de 0 — 4.5 mg-mL™. El polielectrolito se

encuentra a pH 5. Tras la incubacion se mide el tamafio de las nanoparticulas mediante DLS.
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NP@PAA
Recubrimiento a pH 5

100 mL de dispersidn de nanoparticulas a4 mg-mL? son puestas a pH 3 y son sonicadas durante 30 minutos.
Estas son afiadidas sobre una disolucién que contiene PAA a 10 mg-mL™ en tampdn acético a pH 5. Sobre
estas se afiaden 100 mL de PAA a 10 mg:mL™ en MES 10 mM pH 6, de tal forma que hay un exceso de 2.5
veces de PAA con respecto a la nanoparticula. Tras dejar incubar durante al menos 16 h con agitaciéon
constante, las nanoparticulas son lavadas bajando el pH para protonar los grupos carboxilicos, de forma
que aquellos que no estén recubriendo la superficie puedan ser eliminados. Como estrategia de sintesis, el
pH al que se llevod la disolucion fue de 3, 2 y 1, en distintas preparaciones. Una vez eliminado el exceso de
PAA que no ha reaccionado, se resuspenden en agua y se vuelven a sonicar durante 30 minutos. Este

recubrimiento se ha hecho de igual forma con PAA de distinto peso molecular (15 kD y 1.2 kD).

Recubrimiento pH 9

Se parte de un stock a 4 mg-mL*de nanoparticulas a pH 11, previamente sonicado durante 30 minutos. 1
mL de dispersién de nanoparticulas es goteado sobre 10 mL de disolucién que contiene PAA, ajustado a pH
9.0, a una concentracion de 2.7 mg-mL®. De esta forma tenemos un exceso de 6.8 veces de PAA con
respecto a la nanoparticula. Para eliminar el exceso de PAA que no haya recubierto la superficie, se baja el
pH hasta 3, y después de varios lavados con agua, las nanoparticulas son sonicadas durante 30 minutos.

Este recubrimiento se ha hecho de igual forma con PAA de distinto peso molecular (15 kD y 1.2 kD).

NP@PAAH

Se parte de un stock a 4 mg-mL™ de nanoparticulas a pH 11 previamente sonicado durante 30 minutos. 10
mL de dispersion de nanoparticulas es goteado sobre 100 mL de disolucion que contiene PAAH en HEPES
50 mM pH 7 a una concentraciéon de 0.16 mg-mL™. De esta forma tenemos una relacién de 0.4 veces de
PAAH con respecto a la nanoparticula. Este recubrimiento ademas ha sido hecho en distintas condiciones
de fuerza idnica ([NaCl]: 0, 250, 500, 750 y 1000 mM). Para eliminar el exceso de PAAH que no haya
recubierto la superficie, se dejan bajo decantacién magnética durante 1 dia, y después de varios lavados

con agua, las nanoparticulas son sonicadas durante 30 minutos.

NP@PAAH-EDTA

Para la modificacién de los grupos amino que presenta la molécula de PAAH seguimos la derivatizacion

previa que ya habifan hecho Shiraishi et al.?®? 0.3 gramos de NP@PAAH a las que se le ha eliminado el
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disolvente (agua) son puestas sobre una mezcla de 25 mL de acido acéticoy 25 mL de EtOH. A continuacién,
se afiade 1.5 gramos de EDTA dianhidro. Todo esto se mantiene a reflujo a 70 °C con agitacion constante

(410 rpm) y durante 16 horas.

Pasadas las 16 horas de incubacion, hacemos lavados mediante decantaciéon magnética tal como sigue;
acetona, agua, acetona, agua. Las nanoparticulas son almacenadas con 5 mM de Cu?*, de forma que la

superficie de la nanoparticulas esté saturada de Cu?'.

NP@PE/

Se parte de un stock a 4 mg-mL™ de nanoparticulas a pH 11, previamente sonicado durante 30 minutos. 5
mL de dispersion de nanoparticulas es goteado sobre 50 mL de disolucion que contiene PEI de 60 KD
ajustado a pH 7 a la concentracién que se pretenda estudiar, puesto que con este PE se han recubierto las
nanoparticulas en distinta relacion en cuanto a masa de PEI:NP (1:1, 2.5:1, 5:1, 10:1, 20:1, 25:1 y 50:1),
sabiendo que la concentracion final de nanoparticula que tenemos en el medio es de 0.36 mg-mL™. Para
eliminar el exceso de PEI, las nanoparticulas son purificadas afiadiendo fosfato 500 mM ajustado a pH 7
hasta que se produce la precipitacion de la nanoparticula. Después de varios lavados con agua, las

nanoparticulas son sonicadas durante 30 min.

NP@PEIc

Se parte de un stock a 4 mg-mL™ de nanoparticulas a pH 11, previamente sonicado durante 30 minutos. 5
mL de dispersién de nanoparticulas es goteado sobre 50 mL de disolucién que contiene PElc ajustado a pH
9 ala concentracion que se pretenda estudiar, puesto que con este PE se han recubierto las nanoparticulas
en distinta relacién en cuanto a masa de PEIc:NP (1:1, 9:1 y 33:1), sabiendo que la concentracion final de
nanoparticula que tenemos en el medio es de 0.36 mg/mL. Para eliminar el exceso de PElc que no haya
recubierto la superficie, se baja el pH hasta que se produce la precipitacién de la nanoparticula (pH ~ 2), y

después de varios lavados con agua, las nanoparticulas son sonicadas durante 30 minutos.

Caracterizacion de la B-LG adsorbida a las NP@PE] por fluorescencia

Para caracterizar la proteina cuando se encuentra adsorbida, comparamos su T, Yy SU espectro de
fluorescencia con el de la proteina nativa en esas mismas condiciones. Se incuba NP@PEI a 0.05 mg-mL?y
B-Lg a 1 mg-mL™. Tras alcanzar el equilibrio de adsorcidn, se diluye 50 veces en HEPES 10 mM pH 7 vy se

mide su espectro de emision desde 300 hasta 400 nm (Aex: 280 nm, voltaje del fotomultiplicador: 700 — 900
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Vy rendijas de excitacion y emision: 5 nm). Como control se mide la proteina libre a la misma concentraciéon

de la que ha sido puesta con las nanoparticulas.

Para llevar a cabo la desnaturalizacion, hacemos un barrido de temperaturas desde 20 hasta 95 °C, con una
velocidad de barrido de 1 °C:mint. Recogeremos la intensidad de fluorescencia emitida a dos longitudes
de onda, tanto a 325 como a 360 nm (Aex 280 nm, voltaje del fotomultiplicador: 825 V y rendijas de

excitacion y emision: 5 nm). Del punto de inflexién de la curva, determinaremos su Tn.

Eliminacion de DNA unido a proteina tras purificacion.

Debido a que la proteina que se pretende purificar (presenta DNA unido) se encuentra a elevada fuerza
idnica, dializo frente a 10 mM de férmico pH 3. Una vez dializada la proteina, 500 uL de esta se afiaden a
500 plL de la dispersién que contiene las nanoparticulas de magnetita recubiertas con PEl a 3.3 mg-mL™.
Tras incubar durante 16 horas donde se produce la competicién de las NP@PEI por el DNA que contiene |a
proteina unido, las nanoparticulas junto con el DNA son decantadas mediante un iman y el sobrenadante

(proteina sin DNA) es cuantificado y estudiado.

Cuantificacion de Cu/* adsorbido mediante titulacion de NP@PEI con Cu*

Para la cuantificacion de la capacidad de adsorcion de Cu?* sobre las NP@PEI, primero se determina la
relacién estequiométrica entre el Cu®* y la PEl. Para determinar esto, se pone una cantidad constante de
PEl, 2 0.53 mg-mL?, y se afladen cantidades crecientes de Cu?*. Cuando el Cu®* se une a la PEl, su espectro
de absorcion cambia, por lo que serd facilmente detectable el momento en el que ya no se une mas ligando
a la PEl (cambio en la pendiente), consiguiendo la saturacién, pudiendo calcular la relacion molar entre el

Cu®*y la PEl, siendo esta de 0.23, o dicho de otra forma 4.33 mol de PEI por mol Cu®* (Fig. 46).
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Fig. 46.- Relacion estequiométrica entre Cu?* y PEl a pH 5.

Una vez hemos determinado la relacidn estequiométrica podemos cuantificar la cantidad de Cu®** que
adsorbe nuestra nanoparticula, haciendo la misma titulacién pero poniendo una cantidad conocida de

nanoparticulas en el medio.

Para la cuantificacion de la adsorcién de Cu?* se titulan las nanoparticulas con adiciones de 50 uL de 20 mM
Cu? en acetato 20 mM pH 5. Las concentraciones utilizadas de NP@PEI son de 200, 75, 200, 100 y 50 ug:

mL? para las distintas relaciones de PEI:NP de 1:1, 2.5:1, 5:1, 10:1 y 25:1, respectivamente.

Cuantificacion de metales

Para la cuantificaciéon de metales hemos usado métodos distintos en funciéon de las concentraciones
utilizadas en disolucién. Para aquellos casos donde la concentracion de metal esta en orden UM, usamos
colorantes como zincon?®® u o-cresolftaleina?®*, mientras que en el rango mM usamos buffer con aminas,

donde se produce la coordinacién del metal por las aminas aumentando el coeficiente de extincién del

complejo que se forma.

Cu?* —Zincon

Para la cuantificacién de Cu®* se prepara una recta de calibrado con una concentracion constate de zincon
(40 uM) y una concentracidn creciente de Cu®* (0 — 40 uM) incubados en acético 50 mM pH 5. Tras incubar
durante al menos 16 h se mide el espectro de absorbancia desde 400 hasta 700 nm. A partir del maximo a

600 nm obtenemos la recta de calibrado (Fig. 47).
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Fig. 47.- Recta de calibrado de Cu?* - Zincon a pH 5.

Ni?* — Zincon
Para la cuantificacion de Ni?* se prepara una recta de calibrado con una concentracidn constate de zincon
(125 pM) y una concentracion creciente de Ni** (0 — 100 uM) incubados en acético 50 mM pH 5. Tras

incubar durante al menos 16 h se mide el espectro de absorbancia desde 400 hasta 700 nm. A partir del

maximo a 666 nm obtenemos la recta de calibrado (Fig. 48).
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Fig. 48.- Recta de calibrado de Ni?* - Zincon a pH 5
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Ca** — o-cresolftaleina

Para la cuantificacion de Ca’* se prepara una recta de calibrado con una concentracién constate de o-
cresolftaleina (40 pM) y una concentracidn creciente de Ca%* (0 — 30 pM) incubados en 11.5 mM de NaOH.
Tras incubar durante al menos 16 h se mide el espectro de absorbancia desde 400 hasta 700 nm. A partir

del maximo a 572 nm obtenemos la recta de calibrado (Fig. 49).
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Fig. 49.- Recta de calibrado de Ca?* - o-cresolftaleina en 11.5 mM de NaOH.

Para la cuantificacion de Co** o Cu®*, mediante coordinacidn con grupos amino se prepara una recta de
calibrado con una concentracién constante de buffer glicina o etilendiamina pH 10 (500 mM) y una
concentracién creciente de Co?* o Cu?* (0 — 0.4 mM para la determinacion con glicinay de 0 — 20 mM para
la determinacion con etilendiamina). Tras incubar durante al menos 16 h se mide el espectro de
absorbancia desde 260 hasta 500 nm para la determinacion con etiliendiamina. A partir del maximo a 355
nm obtenemos la recta de calibrado (Fig. 50-A). Para la determinacion con glicina, recogemos el espectro

desde 500 hasta 750 nm y representamos el maximo a 700 nm para obtener la recta de calibrado (Fig. 50-

B).
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Fig. 50.- Rectas de calibrado de Cu?* y Co?* cuando se encuentran coordinados por distintas moléculas como
pueden ser glicina y etilendiamina. (A) coeficiente de extincion molar de Co?* en etilendiamina mucho mayor
que el del Cu?* con etilendiamina. (B) coeficiente de extincion molar de Cu?* en glicina mucho mayor que el

del Co?* en glicina.
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Eliminacion fraccionada de metales mediante uso de NP@PElc

Para estudiar si las NP@PAAH-EDTA son capaces de eliminar metales de forma selectiva, se incuban las
NP@PAAH-EDTA a una concentracion creciente desde 0 — 3 mg-mL™, conteniendo en el medio de forma
simultdnea una cantidad constante de Ni?* y de Ca?* (~ 100 uM) en un medio con tampdn HEPES 50 mM
pH 7.0. Tras dejar durante al menos 16 h en agitacidn, las nanoparticulas se decantan mediante un imany

se cuantifica lo que queda en el sobrenadante, previa dilucién en un medio que contiene o zincon para

cuantificar el Ni%* o o-cresolftaletina para el Ca%*.
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Para estudiar si las NP@PEIc son capaces de eliminar metales de forma selectiva, se incuban las NP@PElc
a una concentracion creciente desde 0 — 1 mg-mL?, conteniendo en el medio de forma simultanea una
cantidad constante de Co?* y de Cu®* (25 mM) en un medio con tampdn acético 20 mM pH 5.0. Tras dejar
durante al menos 16 h en agitacion, las nanoparticulas se decantan mediante un iman y se cuantifica lo
que queda en el sobrenadante, previa dilucion en un medio que contiene o bien 0.5 M de etilendiamina

pH 10, 0 0.5 M de glicina pH 10.

Lavados regeneracion de NP@PEIc

Para el estudio de la posible reutilizacion de las nanoparticulas en biorremediacién, se parte de una
concentracién de 0.5 mg-mL™ y una concentracién de 25 mM de Cu?* incubados en 50 mM de acético pH
5. Tras la decantacion magnética, el sobrenadante es cuantificado, y las nanoparticulas son tratadas con
EDTA 50 mM durante 5 minutos, con el fin de competir por el Cu?* dejando la NP@PEIc libre de metal. Tras
la competicidn, se baja el pH (~ 2) para protonar los grupos carboxilicos que expone hasta que se produzca
la precipitacion y poder decantar de forma rapida la nanoparticula, asegurando asi que no hay adsorcién
del Cu?* sobre esta. Una vez decantada, se elimina el sobrenadante (Cu?*-EDTA) y las nanoparticulas son
resuspendidas un pequeiio volumen para ser reconcentradas. Tras esto, este nuevo stock de
nanoparticulas se cuantifica mediante el método colorimétrico anteriormente descrito, y se vuelve a

incubar en las mismas condiciones que la primera vez (Fig. 51). Este procedimiento se repite 3 veces.
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Fig. 51.- Esquema de regeneracion NP@PElc
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4.1.- Capitulo 1 - Inhibicién de la adsorcidn de proteinas sobre

superficies de silice mediante competicion con polielectrolitos






Resultados y discusion — Capitulo 1

Inhibicidon de la adsorcion de proteinas sobre superficies de silice mediante competicion con polielectrolitos

4.1.1.- Introduccion

La adsorcién de proteinas a las superficies sdlidas hidrofilicas e hidrofébicas es un fenémeno generalizado
debido a la naturaleza anfipética de estas biomoléculas 2172, Este proceso se ha utilizado de forma habitual

205,206

para muchas aplicaciones biotecnoldgicas como las separaciones cromatograficas , el disefio de

nuevos conjugados biomoleculares para su uso como sistemas de administracion de farmacos?®?”,

dispositivos de diagndstico y sensores?’” y el desarrollo de nuevos materiales biocompatibles?®2%. Sin
embargo, la adsorcion de proteinas a superficies solidas a menudo reduce su estabilidad

conformacional?2%2%9-211 | que puede conducir a cambios estructurales y funcionales3*2'2

con posibles
efectos negativos en muchas areas donde es necesario utilizar proteinas completamente funcionales como
catalizadores, farmacos o aditivos alimentarios. Ademas, la adsorcién fisica de proteinas a superficies
solidas implica un equilibrio quimico entre las formas libres y adsorbidas de la biomolécula. Dado que su
adsorcion puede afectar negativamente a su estabilidad conformacional, la proteina parcialmente
desplegada liberada puede estar involucrada en procesos multimoleculares irreversibles, como la

36,213,214

agregacioén y/o fibrilacion gue conduce a la degradacion de proteinas funcionales inducida por la

superficie.

Por otro lado, el desarrollo de muchos procesos biotecnoldgicos en las Ultimas décadas ha permitido la
produccion de grandes cantidades de materiales relacionados con proteinas para satisfacer las necesidades
cada vez mds exigentes de la sociedad en areas como la fabricacién de productos farmacéuticos,
farmacologia clinica, investigacion en laboratorios, biotecnologia industrial o industria de procesamiento
de alimentos. Por lo tanto, existe la necesidad de desarrollar metodologias que transformen las superficies

potencialmente activas en la adsorcion de proteinas en un entorno inerte para estas biomoléculas.

La silice es uno de los materiales mas profusamente utilizados en nuestra vida cotidiana y su uso en la
mavyoria de los procesos biotecnoldgicos es omnipresente. La densidad de carga de la superficie de silice
depende en gran medida del pH del medio debido a la deprotonacion de sus grupos silanol®2*°. La silice
presenta un PZC de alrededor de 2.5 - 3.0. En consecuencia, las superficies de silice tienen una carga
negativa global a pH fisiolégico y se ha demostrado que la atraccion electrostatica hacia moléculas cargadas
positivamente desempefia un papel importante en su adsorcidon sobre la superficie sélida®*?%®. La
dependencia del pHy la fuerzaidnica de la energia de la adsorcion de moléculas cargadas sobre la superficie

33,206,217

de silice muestra claramente que estd directamente relacionada con la densidad de carga de las dos

30,216 172,218

especies que interactlan. La interaccién de la silice con polielectrolitos naturales y sintéticos es
especialmente fuerte debido principalmente a la contribucién entrdpica traslacional favorable a la energia
libre de adsorcion derivada del numero de contactos electrostaticos atractivos establecidos entre los

silanoles deprotonados en la superficie sélida y grupos positivos ubicados en una Unica cadena de polimero.
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Inhibicion de la adsorcion de proteinas sobre superficies de silice mediante competicion con polielectrolitos

Ha habido intentos previos de desarrollar recubrimientos efectivos para disminuir la tendencia de las
proteinas a adsorberse en las superficies de silice. En particular, se han propuesto muchos procedimientos
de silanizacion para la modificacion covalente de los grupos silanoles expuestos a la superficie??®?%. Aunque
el procedimiento de sintesis ha sido altamente optimizado y la silanizacion de superficies de silice es un
procedimiento directo y relativamente sencillo, el coste real de producir silice modificada covalentemente
impide su uso a escala industrial en la produccién rutinaria de material de vidrio habitualmente utilizado
en procesos biotecnoldgicos. Se han propuesto recubrimientos de adsorcidén simples y econémicos

1221 o la polivinilpirrolidona??2. En estos casos, la

utilizando varios polimeros neutros como el polietilenglico
adsorcion de proteinas se inhibid significativamente, pero el recubrimiento previo de las superficies de

silice con estos polimeros no evitd completamente la adsorcion proteica.

4.1.2.- Hipdtesis de partida

En este apartado, presentaremos una metodologia capaz de inhibir la adsorcién de proteinas cargadas
positivamente por el recubrimiento previo de la superficie de silice con un polielectrolito catidnico de alta
densidad de carga. La hipdtesis subyacente que ha motivado esta investigacion parte del convencimiento
que la adsorcién de polielectrolitos cationicos de alta densidad de carga tendra una mayor afinidad por las
superficies de silice con carga opuesta que la mostrada por las proteinas. Hay que tener en cuenta que la
interaccién entre estos polielectrolitos y las superficies de silice es de naturaleza fundamentalmente
electrostatica. Resulta evidente que cuanto mayor sea la densidad de carga del polielectrolito y mayor el
ndmero de mondmeros que lo conforman (peso molecular), mas elevado serd el numero de contactos
atractivos que una molécula de polielectrolito establece con la superficie. La disminucién en la energia libre
no sera simplemente la adicion de las pequefias variaciones negativas de cada contacto, sino que es de
esperar un fuerte efecto sinérgico asociado con el hecho de todos los grupos cargados del polielectrolito
pertenecen a una misma molécula. De esta forma, la reduccidon en la entropia traslacional del polimero
como consecuencia de su adhesion a la superficie serda mucho menor que el que sufriria un nimero igual

de mondmeros del polielectrolito actuado como particulas individuales.

Por su parte, una proteina cuyo punto isoeléctrico sea mayor que el pH al cual se establece el equilibrio de
adsorcion dispondra de un nimero de residuos cargados positivamente significativamente menor que un
polielectrolito de similar peso molecular. Aunque la proteina mostrara una elevada constate de adsorcién
por la superficie solida cargada, ésta sera sensiblemente menor que la del polielectrolito de alta densidad

de carga.

Por tanto, el recubrimiento previo de la superficie de silice por un exceso de polielectrolito catidnico

inhibird la posterior adsorcién de la proteina a la superficie y evitard los problemas hacia la integridad
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biolégica de la proteina asociados a dicha adsorcién. En efecto, en estas condiciones, la proteina seria
incapaz de competir favorablemente con el polielectrolito por la superficie sdlida y la repulsion
electrostatica resultante entre el polielectrolito adsorbido a la silice y la proteina, mantendria a esta ultima
en disolucion excluyendo su adsorcion a la superficie sélida, ahora completamente recubierta por el

polimero catidnico.

4.1.3.- Estrategia experimental

v' Utilizando la Lzm como proteina modelo, se estudiard la capacidad de ciertos polielectrolitos
cationicos de inhibir su adsorcion (Fig. 52). Para ello, determinaremos la capacidad de estos Ultimos
para desorber la proteina previamente adsorbida a la superficie de silice.

v" Seincubardn muestras de silice con Lzm a pH fisioldgico durante el tiempo suficiente para asegurar
gue se ha alcanzado el equilibrio. Las concentraciones de SiO; seran suficientemente elevadas para
asegurar que toda la proteina se ha adsorbido.

v Se afiadirdn concentraciones crecientes de polielectrolito a las dispersiones conteniendo proteina
adsorbida a la silice y se determinara la cantidad de biomolécula desorbida.

v' Se estudiard el efecto del tipo de polielectrolito (fuerte o débil), de su peso molecular o del
apantallamiento de las interacciones electrostaticas inducido por el aumento de la fuerza iénica.

v" Por Ultimo, se estudiard la estabilidad de los recubrimientos de polielectrolito ante lavados

sucesivos de las superficies recubiertas.

HO
N (\N’\/NHQ HO. 0
N~ /\/N\/\ AN OH
N N NH,
«HCl o0
NH» e N/\/N\/\NH OH NH
HO NH2

HaC’ CH3
PDADMACI PAAH PEI Quitosano

Fig. 52.- Estructuras de los cuatro polielectrolitos utilizados en el trabajo experimental cuyos resultados se
muestran en este apartado: PDADMACI, PAAH, PEl y quitosano.

La proteina modelo elegida ha sido la Lzm. Existen varias razones que avalan esta eleccién. La Lzm es una
proteina catidnica (pl ~ 9.3) y mantiene una elevada carga positiva (alrededor de +8) a pH 7.0%%%. La

adsorcion de Lzm en las superficies de silice se ha estudiado profusamente tanto desde el punto de vista

|216,217,224,225 226,227

experimenta como tedrico
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4.1.4.- Resultados y discusion
Desorcion de Lzm previamente adsorbida sobre una superficie de silice mediante el uso de polielectrolitos.

La adsorcién de Lzm sobre particulas de silice Cab-0-Sil ha sido previamente estudiada en detalle,
determinando que el proceso de unién de la Lzm sobre la nanoparticula es reversible, con una constante
de equilibrio de desorcidn (Kp) de 0.0061 + 0.0022 mg-mL™*y un recubrimiento maximo de superficie (qmax)
de 1.1 mg de proteina por m? de superficie a pH 7.0 (equivalente a 0.23 mg de proteina por mg de silice)?*.
La capacidad para desorber la proteina previamente adsorbida sobre la superficie de silice ha sido analizada
utilizando un polielectrolito catidonico, PDADMACI, con peso molecular promedio de 450 kD. Estos
resultados se muestran en la Fig. 53. En el panel A se muestra la fraccién de proteina desorbida en funcidn
de concentraciones crecientes de PDADMACI para cuatro experimentos diferentes. Para cada uno de los
experimentos, la concentracion de Lzm se mantuvo constantea 0.1, 0.3, 0.5y 0.7 mg-mL™ respectivamente,
mientras que la concentracién de silice se mantuvo constante para todos ellos (10 mg-mL?). Estas
condiciones experimentales fueron elegidas para asegurar la completa adsorcién de la Lzm sobre las
nanoparticulas de silice en base al grado de recubrimiento en masa citado anteriormente (0.23 mg.mg™).
Esto ultimo queda confirmado al no encontrar proteina en el sobrenadante en ausencia de polielectrolito
(ordenada en el origen para [PDADMACI] = 0). Cuando se realizaron experimentos utilizando
concentraciones de proteina superiores (por encima de 0.7 mg-mL?, manteniendo la silice a 10 mg-mL?)

no se produce la completa adsorcién de esta, iniciandose el experimento de adsorcién con una cierta

fraccidn de proteina libre en disolucién incluso en ausencia de polielectrolito.

Para el experimento realizado con proteina a mas baja concentracién (0.1 mg-mL?), la proteina no es
detectada en el sobrenadante hasta que se alcanza una concentracion de polielectrolito alrededor de 0.32
mg-mL*. Para los restantes experimentos que se muestran, la concentracién minima de polielectrolito a la
cual se inicia la desorcién de proteina disminuye a medida que aumenta la concentracién de proteina
adsorbida previamente, siendo de 0.04 — 0.05 mg-mL? para el de mayor concentracidon de proteina
probada. En todos los casos, a medida que la concentracién de polielectrolito aumenta, se produce un

aumento en la cantidad de proteina liberada de la superficie.
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Fig. 53.- Desorcion de Lzm inducida por polielectrolito a una concentracion constante de silice (10.0 mg-mL
1) a pH 7.0. En cada experimento la concentracion de PDADMACI450 varié desde O hasta 1.2 mg-mL7,
mientras la concentracion de proteina se mantuvo constante a 0.1 (®), 0.3 (©), 0.5 (M) y 0.7 (B) mg-mL?,
respectivamente. Se representa la fraccion de proteina desorbida en funcion de la concentracion de PE
presente en el medio (A) o la relacién en peso de polielectrolito/SiO, (B). En la grdfica insertada en (B) se
muestra la relacion en peso necesaria para desorber el 50 % de la proteina previamente adsorbida a la
superficie de silice en funcion de la relacién en peso proteina/SiO, presente en el medio. Tanto en la figura
(A) y (B), las lineas en cada experimento son solo para guiar el ojo.

En el panel B de la Fig. 53 se muestra la fraccion de proteina liberada frente a la relacion en peso de
polielectrolito/silice para explicar mejor el proceso que tiene lugar. Para cada experimento, a bajas
concentraciones de polielectrolito no se produce la liberacion de proteina. Esto es debido a que, con las

proporciones de proteina vy silice utilizadas, la superficie sdlida no queda completamente recubierta por la
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proteina. En estas condiciones, las primeras moléculas de polielectrolito se uniran preferentemente a los
sitios libres de la superficie expuestos al disolvente ya que mostraran una mayor afinidad por estos. Una
vez que el polielectrolito ha saturado los sitios libres, empieza a liberar moléculas de proteina de la
superficie. Para cada uno de los experimentos, a medida que la concentracion de polielectrolito aumenta
se produce una mayor liberacién de proteina de la superficie de silice, cuya liberacion presenta forma
sigmoidal. La liberacion completa de la proteina se consigue cuando se alcanza un valor entre 0.08 — 0.09
mg de PDADMACI por mg de silice para el experimento donde la concentracion de proteina adsorbida fue
de 0.7 mg-mL?. Hemos determinado la cantidad maxima de polielectrolito necesaria para recubrir la
superficie de silice en ausencia de proteina obteniendo un valor de 0.076 mg-mg™ a pH 7.0, siendo ambos

valores parecidos dentro del error experimental.

Enlafigurainsertada en el panel (B) de la Fig. 53—B se muestra la relacién entre la cantidad de polielectrolito
necesario para desorber el 50% de la proteina inicialmente adsorbida que resulta disminuir linealmente
con la concentracion total de proteina. Este comportamiento pareceria indicar que la constante de
adsorcion del polielectrolito a la superficie de silice es drdenes de magnitud superior a la mostrada por la
proteina. En estas condiciones, la cantidad total de polielectrolito necesaria para cubrir toda la superficie

sélida seria practicamente la misma tanto en presencia como en ausencia de proteina adsorbida.

Si la constante aparente de desorciéon (el inverso de la constante de adsorcion) para el PDADMACI en
presencia de proteina es mucho menor que la concentraciéon de polielectrolito, la adsorcion del
polielectrolito sobre la superficie deberia de ser estequiométrica necesitando un exceso minimo en la
concentracion de polimero para completar el recubrimiento de la superficie (y por consiguiente la
desorcién completa de la Lzm). La liberacidn de la proteina tiene lugar una vez que el polielectrolito ha

ocupado los huecos libres que no habian sido ocupados previamente por moléculas de proteina.

El grado de recubrimiento de la superficie de silice por la proteina es tanto mayor cuanto mayor sea la
concentracion total de proteina presente en el medio en el momento de la adsorcién (manteniendo
constante la concentracion de silice, 10 mg-mL™). Como consecuencia, al afiadir polielectrolito a la
dispersién conteniendo silice parcialmente recubierto por Lzm, la desorcién de la proteina se inicia una vez
la superficie de silice expuesta al disolvente (no recubierta por Lzm) queda saturada por polielectrolito. Por
tanto, es légico que el inicio de la desorcién de proteina se detecte a concentraciones de polielectrolito
proporcionalmente mas bajas para las dispersiones que contienen mayor cantidad de proteina (menor
porcentaje de superficie expuesta al disolvente). Del mismo modo, la desorcion del 50 % de la cantidad de
proteina adsorbida a la superficie de silice requiere cantidades de polielectrolito menores a medida que el

grado de recubrimiento de la superficie con Lzm aumenta (ver gréfica insertada en Fig. 53-B).
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Sin embargo, la liberacién total de la proteina resulta ser practicamente independiente del grado de
recubrimiento previo de la superficie (cantidad de proteina inicialmente adsorbida). De acuerdo con los
datos presentados en la Fig. 53-B, la concentracién de polielectrolito necesaria para desorber el 99 % de la
proteina inicialmente adsorbida sobre la superficie de silice resultd ser 0.084 mg de polimero por mg de
silice con una desviacion estandar de 0.002 para los cuatro experimentos presentados en la Fig. 53. Este
valor es muy cercano a la cantidad de polielectrolito adsorbida sobre la superficie de silice en ausencia de
proteina, 0.076 mg-mg™. Consecuentemente, ya que la cantidad de PDADMACI necesaria para recubrir
completamente la superficie de silice es practicamente independiente de la cantidad de proteina

adsorbida.

Para entender mejor el proceso de competicion, realizamos otra serie de experimentos donde
caracterizamos la desorcidn inducida por PDADMACI de una cantidad constante de Lzm (0.5 mg-mL?),
adsorbida sobre diferentes cantidades de silice (desde 7.5 a 15.0 mg-mL?%). Al igual que antes,
seleccionamos condiciones donde el grado de recubrimiento de la proteina sobre la superficie es bajo,
asegurando asi que se produce la completa adsorcion de ésta. Estos resultados se muestran en la Fig. 54.
En el panel A, se muestra la fraccion de proteina liberada en funcién de la concentracion total de PDADMACI
presente en el medio. En primer lugar, no se detecta Lzm en el sobrenadante en ausencia de polielectrolito.
El aumento en la concentracién de polielectrolito presente en el medio induce la liberacion de la proteina
previamente adsorbida. Debido a la diferente concentracion de silice utilizada, desde 7.5 hasta 15 mg-mL
1 el porcentaje de silice recubierto por la proteina se reduce desde el 30% aproximadamente hasta menos
del 15 %. Como se comentd anteriormente, la concentracion de polielectrolito necesaria para iniciar la
desorcion de la proteina de la superficie esta relacionada con la cantidad de silice no recubierta por Lzm vy,
por tanto, expuesta al disolvente. Tal y como muestra la Fig. 54-A, el inicio de la liberacién de la proteina a
la disolucion comienza a concentraciones de polielectrolito tanto mas bajas cuanto menor es la
concentracién total de silice (manteniendo constante la concentracién de proteina, 0.5 mg-mL?), esto es,
cuanto mayor es el grado de recubrimiento de la superficie por la proteina. La concentracién de
polielectrolito necesaria para liberar el 50 % de la proteina inicialmente adsorbida a la superficie presenta
la misma tendencia ya que este valor no solo incluye la cantidad de polielectrolito que compite con la
proteina por la superficie sino también el polielectrolito que ha sido adsorbido sobre las zonas de superficie

libre expuestas al disolvente.

En el panel B se muestra la fraccién de proteina liberada frente a la concentraciéon de polielectrolito

normalizado por la concentracién de silice utilizada (relacion en peso de polielectrolito/silice). La forma
sigmoidal de las curvas es parecida en todos los casos, aunque algunas de sus caracteristicas estan
relacionadas con las condiciones experimentales de cada experimento en particular, como es la pendiente

cerca del punto de inflexion. El aumento en la fraccidn de proteina desorbida con la concentracion de
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polielectrolito se correlaciona con la relacion en masa de proteina a silice para cada uno de los
experimentos realizados (en otras palabras, con el porcentaje de superficie inicialmente recubierta por la

proteina).
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Fig. 54.- Desorcidn de Lzm inducida por polielectrolito a una concentracion constante de proteina (0.5 mg-mL
1) a pH 7.0. En cada experimento la concentracién de PDADMACI450 varié desde O hasta 1.2 mg-mlL7,
mientras la concentracidn de silice se mantuvo constante a 7.5 (®), 10.0 (©), 12.5 (®) y 15.0 (B) mg-mL™7,
respectivamente. Se representa la fraccion de proteina desorbida en funcion de la concentracion de PE
presente en el medio (A) o la relacion en peso de polielectrolito/SiO (B). La grdfica insertada en el panel (B)
muestra la relacion en peso necesaria para desorber el 50 % de la proteina previamente adsorbida a la
superficie de silice en funcidn de la relacion en peso proteina/SiO, presente en el medio. Tanto en la figura
(A) vy (B), las lineas en cada experimento son solo para guiar el ojo.
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Como era de esperar por los resultados mostrados anteriormente, la relacion en peso minima de
polielectrolito/silice (Fig. 54-B) necesaria para empezar a desplazar a la proteina de la superficie refleja el
porcentaje inicial de superficie de silice libre expuesta al disolvente (no cubierta por proteina). Teniendo
en cuenta que se necesitan 0.23 mg de Lzm para recubrir 1 mg de estas mismas particulas?*®, para los
experimentos llevados a cabo a 7.5, 10, 12.5 y 15 mg de silice por mL de dispersion contendiendo 0.5
mg-mL? de Lzm, el porcentaje de superficie de silice expuesta sera de 71, 78, 83 y 85 %, respectivamente.
Ya que, como ya se ha discutido, las moléculas de polielectrolito se deberian adsorber con una mayor
afinidad a las zonas libres de la superficie, al comienzo de la titulacion no se detectara proteina adsorbida
(parte plana inicial de la sigmoidal). Por otro lado, la liberacion de la proteina inducida por el polielectrolito
resulta ser completa con una relacion en peso cercano a 0.08 -0.09. Este valor es similar al obtenido en los
experimentos mostrados en la Fig. 53 y muy cercano a la cantidad de PDADMACI necesaria para recubrir
completamente una unidad de masa de estas particulas (0.076 mg-mg™). En la gréfica insertada en el panel
B de la Fig. 54 se muestra la relacién en masa de polielectrolito a silice necesaria para liberar el 50 % de la
proteina previamente adsorbida en funcién de la relacién Lzm/silice en cada uno de los experimentos. Estos
valores son casi invariantes con la relacién en peso Lzm/silice obteniéndose un valor promedio de 0.036 +
0.002 mg de PDADMACI por mg de silice con una ligera dependencia sobre el contenido de silice de las
dispersiones (entre 7.5y 15 mg-mL™). Por tanto, estos resultados demuestran que la afinidad con la que se
adsorbe el polielectrolito sobre la superficie de silice es mucho mayor que la de la proteina. Por lo tanto, el
tratamiento de superficies de silice con PDADMACI podria evitar la adsorcién de Lzm, ya que la proteina no

deberia poder competir por la superficie puesto que su constante de adsorcion es mucho menor.

Tanto la adsorcién de PDADMACI sobre la superficie de silice como la de la proteina se espera que estén
dirigidas principalmente mediante atraccion electrostatica entre especies de carga opuesta’’®. Como
consecuencia, parece adecuado analizar la influencia de la fuerza iénica sobre la capacidad del
polielectrolito para liberar la proteina adsorbida. En la Fig. 55 se presenta el efecto del incremento en el
contenido de sal en las dispersiones sobre la liberacion de la Lzm en funcién de la concentracion de
polielectrolito afladido. En los 7 experimentos llevados a cabo, tanto la silice como la proteina se mantienen
constantes (a 10 y 0.5 mg-mL?, respectivamente) y la concentracion de PDADMACI fue variando desde 0
hasta 1.4 mg-mL?. En primer lugar, debemos de tener en cuenta que el aumento de la fuerza idnica en la
disolucion deberia debilitar la interaccidon electrostatica entre la superficie cargada negativamente de la
silice y la proteina cargada positivamente a pH 7 debido al apantallamiento parcial que se produce. Los
resultados presentados en la Fig. 55, en ausencia de polielectrolito, muestran que mientras la
concentracion de NaCl en el medio es inferior a 100 mM no se detecta Lzm en el sobrenadante, sin embargo
a concentraciones de sal mayores (150 y 250 mM de NaCl) un porcentaje de proteina permanece en

disolucién incluso en ausencia inicial de polielectrolito (sobre el 3 al 10 %, respectivamente). Este hecho
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estd en consonancia con la disminucién de la constante de adsorcién de la proteina por la superficie de
silice debido al incremento de la fuerza idnica, desplazandose el equilibrio hacia la desorcidon parcial de la

proteina.
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Fig. 55.- Dependencia de la fuerza idnica sobre la desorcion de Lzm a pH 7.0. En cada experimento, tanto la
concentracion de silice como de proteina se mantuvo constante (10.0 mg-mL?' y 0.5 mg-mlL?,
respectivamente) y la concentracién de PDADMACI450 varié desde O hasta 1.4 mg-mL™. Se representa la
fraccion de proteina desorbida en funcicn de la relacion en peso polielectrolito/SiO, presente en el medio a
concentracion constante de NaCl. Las lineas en cada experimento son solo para guiar el ojo. La grdfica
insertada muestra la relacidn en peso necesaria para desorber el 50 % de la proteina previamente adsorbida
a la superficie de silice en funcion de la concentracion de NaCl presente en el medio.

A medida que el contenido de sal aumenta, las curvas para la fraccion de proteina liberada se desplazan
hacia mayores relaciones en peso de polielectrolito/silice con una disminucion paralela sobre la pendiente
de su crecimiento sigmoidal. A pesar de esto, cabe mencionar que, incluso en presencia de 250 mM de
NaCl, la liberacion de la proteina se completa para una relacion en peso de polielectrolito/silice de 0.11 —
0.12 mg-mg™. Este valor es mayor que el que necesitamos para conseguir la completa desorcidn de la Lzm
en ausencia de NaCl (alrededor de 0.09 mg-mg™) pero no es muy diferente del necesario para recubrir

completamente la superficie de silice por PDADMACI en ausencia de proteina (0.076 mg- mg™).

En la gréfica insertada en la Fig. 55 se presenta la relacion en masa de polielectrolito/silice necesaria para
liberar el 50 % de la proteina adsorbida sobre la superficie sélida a diferente concentracion de sal. A baja
fuerza iénica hay un fuerte aumento en este valor con la variacion en la concentracién de sal (desde 0.036
mg-mgta0mM de NaCl hasta 0.063 mg-mg*a 50 mM). Aunque el aumento de la fuerza iénica induce una

disminucion en el crecimiento de la curva sigmoidal alrededor del punto de inflexién, se obtiene un valor
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virtualmente constante (0.064 + 0.001 mg-mg?) cuando la concentracién de NaCl aumenta desde 50 a 250

mM.

Es claro que el incremento en la fuerza idnica de la disolucion disminuye la afinidad tanto de la proteina
como del polielectrolito por la superficie cargada negativamente. Sin embargo, incluso en presencia de
concentraciones de sal moderadas, la constante de adsorcién intrinseca para el PDADMACI sobre la
superficie de silice es todavia mucho mayor que el de la Lzm. Estos resultados muestran que el
recubrimiento de la particula con el polielectrolito deberia inhibir de forma satisfactoria la adsorcion de

proteina sobre la superficie sélida incluso en presencia de concentraciones moderadas de sal.

Ademads, hemos estudiado la influencia del tamafio del polielectrolito sobre su capacidad de recubrir la
superficie de silice y por tanto inhibir la adsorcion de Lzm. En la Fig. 56, se muestra la fraccién de proteina
liberada por la presencia de PDADMACI frente a la relacion en masa de polimero/silice. En cada uno de los
cuatro experimentos tanto la concentracion de silice como de proteina permanecen constante (10 y 0.5
mg-mL?, respectivamente) mientras la concentracion de polielectrolito aumenta desde 0 hasta 1.2 mg-mL
! La capacidad para desplazar a la proteina por PDADMACI de distinto tamafio resulta ser muy similar. El
comienzo en la desorcién de proteina fue detectado a una relacion en masa de polielectrolito/silice
alrededor de 0.012 mg-mg™ y una completa liberacidn de la proteina de la superficie se alcanza a 0.08 —
0.09 mg-mg™. El uso de polielectrolitos de distinto peso molecular sobre la liberacién de la proteina tiene
un efecto muy pequefio: la relaciéon en peso de polielectrolito/silice necesaria para liberar el 50 % de la
proteina inicialmente adsorbida disminuye ligeramente pero de forma monotdnica desde 0.0359 para
PDADMACI de 450kD a 0.0343 mg-mg™ para el polimero de menor peso molecular (< 100 kD), con los
polielectrolitos de peso molecular intermedio (150 y 275 kD) siguiendo la misma tendencia (0.0350 vy

0.0354 mg-mg™, respectivamente).

Como ya se ha mencionado, el recubrimiento efectivo de la superficie de silice con polielectrolitos tiene
lugar principalmente debido a la interaccion electrostdtica atractiva entre las dos especies
interaccionantes. Por lo tanto, otro polielectrolito catidénico puede también ser adecuado para recubrir la
superficie de silice. Su capacidad relativa para inhibir la adsorcién dependera de su constante aparente de
adsorcion en presencia de cierta concentracion de proteina, lo que debera relacionarse con su constante

de adsorcién intrinseca (en ausencia de proteina) y la constante de adsorcion de la proteina.
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Fig. 56.- (A) Efecto del peso molecular promedio del PDADMACI sobre la desorcién de Lzm inducida por
polielectrolito sobre una superficie de silice a pH 7.0. En cada experimento, tanto la concentracion de silice
como de proteina se mantuvo constante (10.0 mg-mL™? y 0.5 mg-mL™, respectivamente) y la concentracion
de PDADMACI varié desde 0 hasta 1.2 mg-mL™. (B) Efecto de la naturaleza del polielectrolito sobre la
desorcion de Lzm inducida por polielectrolito sobre una superficie de silice a pH 7.0. En cada experimento,
tanto la concentracion de silice como de proteina se mantuvo constante (10.0 mg-mL? y 0.5 mg-mL™,
respectivamente). Se representa la fraccion de proteina desorbida en funcién del nimero de moles de
polielectrolito (por mondmero) por gramo de particulas de silice presentes en el medio.

Hemos probado la capacidad para desplazar la Lzm de la superficie de silice con tres polielectrolitos
diferentes, siendo estos el hidrocloruro de polialilamina de 56 kD, PAAH56, la polietilenimina ramificada de
60 kD, PEI6O, y el quitosano de bajo peso molecular. Tanto la silice como la proteina permanecen
constantes (10y 0.5 mg-mL?, respectivamente) y la concentracion de polielectrolito aumenta desde O hasta

1- 1.2 mg:mL? (excepto para el quitosano, cuya maxima concentracién alcanzada fue de 0.75 mg-mL?
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debido a su baja solubilidad a pH 7). Estos resultados se muestran en la Fig. 56-B. Debido a las grandes
diferencias de peso molecular entre los mondmeros cargados de cada polielectrolito, hemos representado
la fraccion de proteina liberada en funcién del nimero de moles de monémero de polielectrolito por gramo
de silice presente en la dispersién. Esto permitird comparar de forma mas precisa entre los distintos

polielectrolitos usados en funcién del efecto de la concentracién de los mondémeros cargados.

PDADMACI450, PAAH56 y PEI60 compiten de forma satisfactoria con la proteina por la superficie de silice
desplazandola de forma completa. PDADMACI450 es el mas eficiente para la desorcion de la proteina (en
base molar de mondmero), necesitando alrededor de 0.081 mmoles de polimero por gramo de silice para
iniciar el desplazamiento y completando su liberacion al alcanzar 0.5 mmol-g™. Para PAAH56 y PEI6O, la
desorcidn de proteina fue iniciada cuando la cantidad de polielectrolito en la dispersion alcanz6 0.11y 0.18
mmol-g?, respectivamente. Es importante mencionar que todos los experimentos fueron hechos con la
misma cantidad de proteina y de silice por lo que la cantidad inicial de grupos expuestos (no cubiertos por

la proteina) son los mismos para los cuatro experimentos.

De forma experimental obtenemos que la gmsx para la adsorcion de PDADMACI450, PAAH56 y PEIGO sobre
la silice es de 0.076, 0.054 y 0.044 gramos de polielectrolito por gramo de silice (equivalente a 0.455, 0.577
y 1.02 moles de mondmero por gramos de silice, respectivamente). Estos valores son muy similares al
numero de moles de cada polielectrolito necesarios para liberar el 99 % de la proteina adsorbida (0.518,
0.609y 1.11 moles de mondmero de PDADMACI450, PAAH56 y PEIGO por gramo de silice, respectivamente)
Porlo tanto, podemos concluir que se necesita un pequefio exceso de polielectrolito para liberar la proteina

adsorbida y recubrir completamente la superficie de silice.

El quitosano solo desplaza parcialmente a la proteina a la mayor concentracion de polielectrolito probada
(0.75 mg-mL?). Como hemos mencionado antes, la capacidad del polielectrolito para competir de forma
satisfactoria con la proteina por la superficie depende de su constante de adsorcion relativa. El quitosano

a pH 7 presenta una baja densidad de carga positiva debido a su alto valor de pK, (6.4 — 6.5)%?8

, por lo que
nos indica que solo el 20—24 % de los grupos amino se encuentran protonados. Por esta razon, el quitosano
presenta una baja solubilidad a pH neutro que aumenta a medida que disminuye el pH. Por lo tanto, la
constante aparente de adsorcién para el quitosano sobre la superficie solida en presencia de la proteina se
prevé que sera mucho menor que cualquiera de los otros polielectrolitos probados. En consecuencia, la

liberacion de la proteina por el quitosano necesitaria una mayor concentracién de este para asegurar la

desorcion efectiva de la Lzm.
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Efecto del recubrimiento de las particulas de silice sobre su tamafo y su densidad de carga superficial

Hemos caracterizado las particulas de silice recubiertas con polielectrolito y sin recubrir mediante DLS. En
primer lugar, el tamafio de las particulas sin recubrir medidas a 50 mM de NaCl (expresado como didmetro
hidrodindmico, 188 nm) no se ve afectado, dentro del error experimental, con respecto a las particulas
recubiertas con PDADMACI450, PAAH56 y PEI6O (195, 186 y 172 nm). Las particulas de silice
completamente saturadas con Lzm tienen gran tendencia a aglomerar debido a la disminucién de la carga
expuesta al disolvente como consecuencia de la compensacion de cargas entre la particula y la proteina.
Debido a esto, el tamafio de la particula cuando se encuentra saturada con Lzm es demasiado impreciso

como para ser medido por DLS y vario entre 2 y 6 um.

Cabe destacar que cuando las particulas se encontraban saturadas con Lzm y se afiade cualquiera de los
tres polielectrolitos utilizados para desorber y por tanto recubrir, el tamafio que se obtiene es similar a
cuando se recubre directamente con polielectrolito, siendo estos de 184, 183 y 169 nm para las particulas

recubiertas con PDADMACI450, PAAH56 y PEI6O, respectivamente.

Para confirmar el recubrimiento de las particulas con los tres polielectrolitos usados, medimos su potencial
Z (expresado en mV) como una medida directa de densidad de carga de la superficie modificada. Las
particulas sin recubrir presentan un potencial zeta de —24.3 mV a pH 7, de acuerdo a la deprotonacién de
los grupos silanoles. A este mismo pH, tras recubrir con PDADMACI450, PAAH56 y PEI6O, las particulas
presentan ahora una elevada carga positiva, siendo de + 44.6, 33.4 y 41.4 mV, respectivamente, lo cual
confirma que el recubrimiento de la superficie de silice con los tres polielectrolitos se lleva a cabo de forma

adecuada.
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Efecto de lavados sobre la estabilidad del recubrimiento con polielectrolito

Una vez establecido que el recubrimiento de superficies de silice por un polielectrolito cationico de alta
densidad de carga (tal como el PDADMACI, por ejemplo) inhibird de forma efectiva la adsorcion de
proteinas, resulta de interés analizar la estabilidad de este recubrimiento frente a sucesivos lavados con
tampdn. Para ello, se han realizado lavados sucesivos de las particulas de silice recubiertas con PDADMACI,
utilizando la propia Lzm como sonda. Si la dilucion provoca la disociacién de parte del polielectrolito, areas
de la superficie sélida quedarian al descubierto, expuestas al disolvente. Si la disolucion contuviese Lzm,
ésta se adsorberd a la superficie de silice no cubierta por el polielectrolito. Esta situacion provocaria una
disminucion en la cantidad de proteina en el sobrenadante que nos permitiria cuantificar la cantidad de

polielectrolito liberado de la superficie como consecuencia de la dilucién.

Se prepararon dispersiones de silice (10 mg-mL™?) recubiertas con un exceso de PDADMACI. Tras retirar el
exceso de polielectrolito, el contenido de la dispersién se determind por el método del residuo seco y se
ajustd a una concentracion de 10 mg-mL? (en 10 mM Hepes, pH 7). Cantidades conocidas de Lzm se
afiadieron a alicuotas de esta muestra (lavado n° 0), se incubaron durante 16 h vy, tras centrifugar, la

cantidad de proteina en el sobrenadante se determind espectrofotométricamente.

A continuacioén, la dispersion (50 mL) fue centrifugada, el sobrenadante descartado y la fase sdlida
resuspendida en el mismo buffer. Tras determinar su contenido, la concentracion se ajusté a 10 mg-mL?
(en 10 mM Hepes, pH 7: lavado n°® 1). Alicuotas de esta dispersion fueron tratadas con Lzm (de forma
idéntica a como se ha comentado para la muestra del lavado n° 0). El proceso se repitié hasta conseguir un

total de 10 lavados sucesivos.

El proceso se realizé en paralelo para muestras obtenidas y resuspendidas en disoluciones 10 mM Hepes,

pH 7.0 pero conteniendo distintas concentraciones de NaCl (0, 150 y 250 mM).

Los resultados de estos experimentos se presentan en la Fig. 57. La concentracién de proteina en el
sobrenadante permanecio constante e igual a la concentracion inicial tras cada uno de los lavados tanto
para las muestras preparadas a baja fuerza idnica como las que contenian cantidades moderadas de sal.
Como consecuencia, podemos afirmar que no se detecta desorcién del polielectrolito incluso tras un total
de 10 ciclos de centrifugacion y redispersién. Es conveniente indicar que los tratamientos (un tanto
agresivos) a los que se somete a la misma muestra (redispersion, sonicacion y centrifugacion) hace que los
errores en la determinacién de la concentracién de proteina aumenten con el nimero de lavados. En la
Fig. 57 se observa una tendencia de esa concentracion a aumentar (nunca a disminuir por debajo del 100
%). La turbidez residual de las muestras se observé que aumentaba con el nimero de lavados lo que
obligaba a corregir los espectros de absorcion de la proteina debido a la dispersion residual creciente de

las muestras. Esta puede ser la razén mas plausible de este artefacto experimental.
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Fig. 57.- Efecto de la adsorcion de Lzm sobre particulas de SiO, no tratadas y sobre particulas que han sido
previamente tratadas con polielectrolito en distintas condiciones de fuerza idnica (0, 150 y 250 mM) y que
han sido sometidas a lavados sucesivos con buffer. Se representa el porcentaje de Lzm recuperada frente al
lavado que ha sido sometida la particula para las tres condiciones probadas.

4.2.5.- Conclusiones

El tratamiento de superficies de silice con polielectrolitos de alta densidad de carga tales como el
PDADMACI, el PAAH y la PEl inhiben eficazmente la adsorcién de proteinas catidnicas. La formacién de una
capa de polielectrolito alrededor de la superficie, cargada negativamente, es estable incluso cuando se
someten a lavados intensivos con disoluciones tamponadas en presencia de concentraciones moderadas
de sal. Estos resultados podrian ser utiles en el disefio de nuevas estrategias para minimizar las
interacciones indeseadas inducidas por superficies solidas sobre biomoléculas que pueden poner en peligro

su integridad bioldgica.




4.2.- Capitulo 2 - Modulacién de la capacidad de adsorcién de

particulas recubiertas por polielectrolitos
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4.2.1.- Introduccion

En capitulos anteriores se discutio cémo la adsorcidn de proteinas a superficies sélidas (tanto hidrofébicas
como hidrofilicas) inducia una disminucién en su estabilidad conformacional. Este hecho puede tener
efectos negativos sobre aspectos como su actividad enziméatica??® o la mayor tendencia de la proteina a
agregar al desorberse desde estados parcialmente plegados que, al exponer gran cantidad de grupos
hidrofébicos, favorecerian la formacion de estados multiméricos en los que las interacciones proteina-

proteina reducirfan la energfa libre al evitar la hidratacién de dichas zonas apolares de la proteina®®.

En particular, en el capitulo anterior se demostré cémo el recubrimiento de las superficies de silice con
polielectrolitos catidnicos de alta densidad electronica (PDADMACI, PAAH vy PEI) impedia la adsorcion de
proteinas cargadas positivamente y, como consecuencia, inhibia aquellos procesos que, inducidos por su

adsorcion a superficies sélidas, podrian afectar a su identidad bioldgica.

Sin embargo, el recubrimiento de las particulas coloidales con polielectrolitos ha sido ampliamente
utilizado con dos objetivos fundamentales. Por un lado, el aumento de la densidad de carga superficial de
la particula resultante y, por otro, esta misma carga ofrece a ligandos de carga opuesta la posibilidad de
adsorberse. Por tanto, el recubrimiento de superficies sélidas con polimeros cargados se ha convertido en
una estrategia habitual para dotar a las particulas de una mayor capacidad de capturar, adsorber,
transportar y liberar ligandos de muy distinta naturaleza en campos tan dispares como el desarrollo de

27,230

sensores?’?3 |a implementacion de materiales biocompatibles®, la captura de contaminantes?! o el

disefio de materiales mixtos dirigidos al transporte y liberacién controlada de farmacos?®.

Por tanto, la optimizacion de la adsorcion de ligandos cargados a los recubrimientos de las particulas
formados por polielectrolitos de carga opuesta tendria consecuencias inmediatas en mejoras

operacionales en la aplicabilidad de estos materiales.

En el presente capitulo presentaremos una estrategia que permite modular la cantidad de ligando que se
adsorbe sobre la superficie de recubrimiento haciendo uso de la dependencia de su densidad superficial
de carga con el pH vy la fuerza idonica. Como ejemplo, hemos trabajado con particulas de silice y un

polielectrolito catidnico fuerte (PDADMACI) cuya carga es independiente del pH del medio.

Conviene recordar que la superficie de las particulas de silice utilizadas (Cab-0-Sil, de unos 180 nm de radio
hidrodindmico y una superficie especifica de 206 m?>-g™) presenta un PZC de 2.5 — 3.0. La deprotonacién de
los grupos silanoles localizados en la superficie de la particula justifica el aumento monoténico de su carga
negativa a medida que aumenta el pH. A valores de pH superiores a 12, la silice se vuelve inestable y se

depolimeriza lentamente para formar silicato de sodio monomérico.

Por su parte, los polielectrolitos catidnicos se adsorben fuertemente en la superficie de silice cargada

negativamente principalmente a través de la atraccion electrostatical’2. Por lo tanto, tanto la afinidad del
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polielectrolito como el nimero de contactos salinos establecidos entre la superficie de silice sélida y el
polielectrolito dependen del pH vy la fuerza idnica. Si bien el aumento del pH hace que el polielectrolito
catidnico se adsorba mas fuertemente a la superficie (dado que la molécula de polimero puede establecer
un mayor nuimero de contactos iénicos con la superficie disminuyendo sinérgicamente el cambio de
energia libre tras la adsorcién), la dependencia del proceso de adsorcidn con la fuerza idnica parece ser un
poco mas complicado. Recientemente se ha demostrado que, a un pH dado, la cantidad de polielectrolito
cationico (concretamente, PDADMACI o PVNP: poli (yoduro de 4-vinil-N-metilpiridinio)) adsorbida a la
superficie de las particulas de silice aumenta con la fuerza idnica hasta alcanzar un maximo (alrededor de
200 mM a pH 9) para disminuir monoténicamente para concentraciones de sal mas altas??. Este
comportamiento se ha justificado como una compensacién entre el efecto de apantallamiento que la
fuerza idnica produce sobre las atracciones electrostaticas (haciéndolas menos intensas) y su efecto
favorable en la hidratacién hidrofdébica, la cual resulta ser menos desfavorable termodindmicamente al

aumentar la presencia de iones cargados en la disolucién

4.2.2.- Hipdtesis de partida

Partimos de la evidencia que del total de mondmeros cargados positivamente del PDADMACI que forman
parte del recubrimiento de la particula de silice, un porcentaje establecerd contactos de atraccion

electrostatica con la superficie mientras que otros permaneceran expuestos al disolvente.

(n+ )total = (n+ )SiO2 -PE + (n+ )PE, expuestos (n+ = nmunémems(Jr) ) (EC 21)

donde (n+) es el numero total de mondmeros de PDADMACI (polielectrolito, PE) que forman parte del

total

recubrimiento, (n+) son los mondmeros de PDADMACI en contacto con la superficie de silice

5i0,~PE

(compensacion de cargas) y (n, ) el nimero de mondmeros de PDADMACI expuestos al disolvente.

PE, expuestos
Son estos ultimos los que posibilitan la adsorcion de ligandos de carga opuesta (anidnicos) a la superficie

de la particula cargada ahora positivamente.

Nuestra hipdtesis de partida se basa en considerar que, durante la formacion del recubrimiento silice-
PDADMACI, a medida que aumenta el pH de la disolucion aumentard la cantidad de mondémeros del
polielectrolito en contacto con la superficie sélida, con objeto de compensar la creciente carga negativa de

la superficie como consecuencia de la deprotonacion de sus grupos silanoles.

|:(n+ )SiOZ—PE :|pHA > |:(n+ )SiOZ—PE :|pH B pH A>pH B (Ec. 22)
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Por tanto, si el recubrimiento de la silice por PDADMACI se realiza a alto pH (pH A) y tras purificar
las particulas (decantacién, lavados, sonicacion y almacenamiento a pH A), estas particulas se resuspenden
en disolucién acuosa a un pH inferior (pH B) (ApH = pH A—pH B > 0), parte de los monémeros del PDADMACI

gue estaban en contacto con la superficie de silice, (n+) " deberan de exponerse al disolvente ya que

S$i0,~P.
al disminuir el pH de la disolucién, también lo hard la superficie de silice debido a la protonacion parcial de

sus grupos silanoles:

pHA —> pHB (4pH=pH A-pH B>0)

|:(n+ )SiOZ—PE:| = |:(n+ )SiOz—PE :|pH B + |:(n+ )SiOZ—PEaexpuestos] (EC 23)

pH A a pH B
donde [(m )s,-o 7PEJ se refiere a los mondmeros de PDADMACI unidos a la superficie de silice a alto pH
2 pH A
(pH A), [(m )sw WJ a los que estaban unidos a la superficie a alto pH (pH A) y permanecen unidos a la
2 pH B

misma a un pH mas bajo (pH B) vy [(m )Siorphexpuesm} . al de mondmeros que estaban unidos a la superficie
p

a pH Ay, como consecuencia de la pérdida de carga de la superficie, pasan a estar expuestos al disolvente

a pH B.

Por tanto, este cambio de pH provocaria un aumento en el nimero total de monémeros de PDADMACI
expuestos al disolvente y, como consecuencia, en la capacidad de la particula recubierta de adsorber un

mayor nimero de ligandos de carga opuesta.

pHA —> pHB (4pH=pH A-pH B>0)

A(n'*' )expuestospH B = |:(n+ )SiO2 —PE —expuestos :| >0

pH B

A(n+ )expuestuspH B [(n+ )smszE :|pH A |:(n+ )SiOZ—PE l}H 5

(Ec.24)

ya que al nimero de moles de mondmeros de PDADMACI ya expuestos al disolvente a pH alto (pH A), se le
sumarian los que debido al cambo de pH pasan a estar expuestos a pH B (que estan unidos a la superficie

a alto pH).

Por el contrario, si el recubrimiento de las particulas se realiza a un pH bajo (pH A) y posteriormente se
utilizan a un pH mas elevado (pH B), ApH = pH A — pH B < 0, la variacion en el nimero de moles de
mondmeros de polielectrolito serd negativo ya que al aumentar el pH desde pH A hasta pH B, la superficie
de silice aumentara su carga negativa y, como consecuencia, parte de los monémeros de PDADMACI que
estaban expuestos a bajo pH pasardn ahora a establecer contacto con la superficie en un intento de

compensar las cargas.
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pHA — pHB (ApH=pH A-pH B<0)

A(n'*' )expuesmspH B |:(n+ )SiOZ —-PE :|pH A _|:(n+ )SiOZ_PE :|pH B <0

[ B B [0 B

(Ec. 25)

4.2.3.- Estrategia experimental

v" Obtener particulas de silice recubiertas con PDADMACI a distintos pH (entre pH 3.0 y pH 10.5).
v" Determinar el nimero de monémeros de PDADMACI expuestos al disolvente al pH en el que se

han obtenido las particulas recubiertas, (n+ )PE’ expuestos,pH A

v" Determinar el nimero total de mondmeros de PDADMACI que forman parte del recubrimiento,

(n+ )tom,es Jia TS disolver la particula de silice a pH fuertemente alcalino.

v" Confrontar la hipdtesis con los datos experimentales: comprobar si la variacion del pH entre el pH
A (al que se han obtenido las particulas) y el pH al cual se resuspenden las particulas para su uso
(pH B) estd relacionado con el aumento o disminucion (dependiendo del signo de ApH = pH A — pH
B) en el nimero de mondmeros de polielectrolito expuestos al disolvente.

v' Confirmar que la variacién en el nimero de mondmeros expuestos como consecuencia del cambio
de pH se traduce en una variacién real en la capacidad de adsorcion de las particulas (masa de
ligando adsorbida por masa de particula).

En los experimentos que se presentan en este capitulo se utilizo PDADMACI de 450 kD de peso molecular
promedio. La cantidad de PDADMACI en el recubrimiento (expresado como mondmeros totales y
mondmeros expuestos) se determind con KPVS como titulante utilizando o-Tb como indicador para
identificar el punto de equivalencia, tal y como se explica en la parte de materiales y métodos de esta
memoria. Finalmente, la capacidad de adsorcion de las particulas de silice recubiertas de PDADMACI se
determind con el colorante carmin de indigo (o indigotina) (Fig. 58). Se eligio este colorante porque el Unico
equilibrio de disociacién protdnica ocurre con un pK, superior a 12 (pasando de azul a amarillo). Por ello,

el colorante mantendrd su estado de protonacién en el rango de pH estudiado (3.0 < pH < 10.5).

M\ N N N g 9 (.
" m j@ Nwﬁm
0 o e
N _g- HeN S SN N S-ONa
NEL KO g o) . N 2

AN CHg
HsC' CHa

PDADMACI KPVS o-Th carmin de indigo

Fig. 58.- Estructuras del PDADMACI (recubrimiento de las particulas de silice), KPVS (titulante para la
determinacion de PDADMACI), orto-toluidina B (o-Th, colorante para la titulacion entre polielectrolitos y
carmin de indigo (colorante que se adsorbe sobre el recubrimiento de PDADMACI).
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4.2.4.- Resultados y discusion

En primer lugar, se obtuvieron muestras de silice recubierta con PDADMACI a distintos pH: 3.0, 4.5, 6.0,
7.5,9.0y 10.5. El pH mas elevado analizado (10.5) es suficientemente alto para asegurar que practicamente
la totalidad de los grupos silanoles de la superficie de la silice se encuentran deprotonados, a la vez que la
cinética de depolimerizacion y disolucién de la silice es suficientemente baja para evitar la disolucién
(parcial o total) de la particula de silice. Para ello, una dispersion de silice (previamente sonicada para
deshacer posibles agregados) se afiadié gota a gota sobre una disolucién conteniendo 10 mg-mL? de
polielectrolito al pH deseado (10 mM buffer) sometida a fuerte agitacién magnética (1200 rpm). Pasadas 2
horas del inicio de la reaccién de recubrimiento, la dispersién resultante fue centrifugada. El sobrenadante
fue eliminado y la fase sélida dispersada en disolucién acuosa al mismo pH al que fue obtenida la particula
resultante y centrifugada nuevamente. Tras repetir el proceso de lavado una vez mas, la dispersion
resultante fue sonicada y almacenada en disolucion acuosa al mismo pH al que se obtuvo la particula

recubierta.

Cuantificacion del contenido en particula de silice recubierta por PDADMACI en las dispersiones obtenidas

a distinto pH.

El contenido de las dispersiones de silice recubiertas de PDADMACI se determiné por el residuo seco
obtenido después de la centrifugacion de la dispersidon y su calentamiento a 120 °C hasta obtener una masa
constante. Los experimentos fueron repetidos por triplicado, tomandose el valor promedio como medida
del contenido de las dispersiones (expresado como mg de particula recubierta por mL de dispersién),
siempre que la desviacién estandar fuese menor del 5 %, (de no ser asi, experimentos adicionales fueron
llevados a cabo). Por tanto, este contenido incluye tanto la silice que forma el interior sélido de la particula

como el polielectrolito que forma parte de su recubrimiento.

Determinacion de la cantidad de total de monomeros de PDADMACI del recubrimiento

Una alicuota de la particula recubierta fue dispersada en disolucién acuosa a un pH de 13 (100 mM NaOH).
La dispersidn resultante fue incubada a 45 °C durante 16 h con objeto de disolver la silice. Incubaciones
durante un periodo mayor de tiempo no afectaron a los resultados del experimento por lo que podemos

asumir que la silice se disuelve completamente en estas condiciones.

Una alicuota de la disolucion resultante se diluyd en una disolucion reguladora de pH 7.0 conteniendo o-
Tb en concentracién aproximada de 20 uM. La absorbancia del colorante fue monitorizada a 630 nm tras
la adicién de volimenes conocidos de una disolucidn, previamente estandarizada de KPVS'®® (Fig. 59). Dado

que el KPVS tiene mayor afinidad por el PDADMACI que por el colorante, las adiciones iniciales Unicamente
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producen una ligera dilucion del colorante. Una vez todo el PDADMACI se encuentra unido al KPVS, la

absorbancia de la o-Tb disminuye fuertemente debido al desplazamiento solvatocrémico que sufre la sonda

cuando se encuentra unido al polielectrolito aniénico (desde 630 nm hasta 550 nm). El volumen de

equivalencia de KPVS se obtiene del punto de corte de las lineas de base inicial y final. Cada una de las

determinaciones se obtuvo como el valor promedio de al menos tres titulaciones, hasta alcanzar una

desviacién estandar menor del 5 %.
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Fig. 59.- Determinacion de la cantidad de PDADMACI presente en el medio mediante titulacidn con KPVS

La determinacién tanto del contenido de PDADMACI expuesto sobre la particula recubierta como el total

de polielectrolito que la forma permite expresar la cantidad de polielectrolito global que contiene la

particula por unidad de masa de silice (en adelante esta relacion se expresara como pumoles de monémero

de PDADMACI por mg de silice, pmol‘mg?, o en la relacién como mg de polielectrolito por mg de silice,

mg-mg™).

Determinacion de la cantidad de mondmeros de PDADMACI expuestos al disolvente

La determinacion de la cantidad de mondmeros de PDADMACI expuestos al disolvente fue realizada al

mismo pH al que se llevd a cabo el recubrimiento. Una alicuota de la dispersién conteniendo la particula

recubierta fue dispersada en disolucién acuosa al mismo pH al que fueron obtenidas junto o-Th y titulada

con KPVS. Siguiendo un procedimiento similar al presentado en el apartado anterior, se obtuvo el nimero

de moles de polielectrolito expuestos al disolvente a partir del punto de equivalencia determinado como
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el punto de corte entre las lineas que definen la variacion lineal de la absorbancia de o-Tbh antes y después
que todos los mondmeros catidnicos se uniesen a los correspondientes mondmeros negativos del KPVS.
Cada una de las determinaciones se obtuvo como el valor promedio de al menos tres titulaciones, hasta

alcanzar una desviacion estandar menor del 5 %.

Variacion de la cantidad de PDADMACI presente en el recubrimiento en funcion del pH al cual las particulas

son obtenidas.

Los resultados obtenidos se muestran en la Tabla 2. El nimero total de moles de mondmero que forman
parte del recubrimiento por mg de SiO; es la suma de los que se encuentran unidos a la superficie
compensando las cargas negativas de ésta y los que se encuentran expuestos al disolvente. El nimero de

moles totales y expuestos al disolvente fueron determinados experimentalmente de forma independiente.

Tabla 2.- Contenido del recubrimiento de PDADMACI por unidad de masa de SiO, (umoles de monomero del polielectrolito
por mg de SiO,) para particulas de silice recubiertas por polielectrolito a distinto pH, en ausencia de sal.

% (p/p) @ Moles de PDADMACI por mg de SiO; (umoles-mg™)®
P SiO, PDADMACI Totales Unidos a la superficie Expuestos al disolvente
3,0 93.9% 6.1% 0.404 0.150 (37.2%) 0.254 (62.8%)
4,5 91.8% 8.2% 0.555 0.290 (52.2 %) 0.265 (47.8%)
6,0 89.7% 10.3% 0.714 0.436 (61.1%) 0.278 (38.9%)
7,5 88.0% 12.0% 0.844 0.579 (68.7 %) 0.265 (31.3%)
9,0 85.7% 14.3% 1.035 0.720 (69.9 %) 0.315 (30.4 %)
10,5 84.5% 15.5% 1.132 0.855 (75.5%) 0.278 (24.5%)

(a) porcentaje en peso del contenido de la particula recubierta de PDADMACI.  (b) Contenido de monémeros de PDADMACI por mg de
silice. Tanto el nimero de moles totales como expuestos fueron determinados experimentalmente de forma independiente. El nimero de
moles de mondmeros de PDADMACL unidos a la superficie de la silice es la diferencia entre ambos valores (ec. 1).

Nuestros resultados muestran que el contenido de PDADMACI en el recubrimiento de la particula de silice
aumenta monotdénicamente con el pH, pasando de representar el 6.1 % del peso de la particula a pH 3.0

hasta alcanzar el 15.5 % a pH 10.5.

El nimero de moles de mondmeros de PDADMACI, por otra parte, aumenta desde 0.404 pmoles-mg™ a pH
3.0 (equivalente a 0.065 mg de PDADMACI por mg de SiO,) hasta 1.132 umoles-mg™ a pH 10.5 (0.183 mg
de PDADMACI por mg de SiO,). Los resultados eran ciertamente previsibles y consecuentes con el aumento
en la densidad superficial de carga de la silice a medida que aumenta el pH. En otras palabras, el aumento
del niumero se grupos silanoles deprotonados en la superficie sélida requiere un aumento en el nimero de

monomeros de PDADMACI para que establezcan puentes salinos que compensen las cargas. Este aumento
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en el numero total de moles de monémeros de PDADMACI que forman parte del recubrimiento (entre pH

3.0y 10.5) es de un 280 %.

Sin embargo, los resultados resultan esclarecedores para entender cémo se establece el recubrimiento
cuando se analizan separadamente los moles de mondmeros unidos a la superficie y los expuestos al
disolvente a cada pH (Fig. 60). En el caso del nimero de moles unidos a la superficie, se observa un aumento
con el pH, paralelo con el aumento de la densidad de carga negativa de la superficie pasando de 0.150
pumoles'mg™? a pH 3.0 (equivalente a 0.024 mg de PDADMACI por mg de SiO,) hasta 0.855 pmoles'mg™ a
pH 10.5 (0.143 mg de PDADMACI por mg de SiO;). Como se observa, el niumero de mondmeros de
PDADMACI unidos a la superficie aumenta en un factor de 5.7 al pasar de pH 3.0 pH 10.5. Como se observa
en la Fig. 60, el aumento en el nimero total de mondmeros que forman parte del recubrimiento se debe
casi exclusivamente al aumento en la cantidad de mondmeros unidos a la superficie (con objeto de
compensar su creciente carga negativa al aumentar el pH) manteniéndose el nimero de mondmeros

expuestos al disolvente practicamente constante en todo el rango de pH.

. total
10 - . unidos

expuestos

0.8

0.6

0.4

pmol de PDADMACI/ mg de SiO,

0.2

0.0

pH

Fig. 60.- Variacion del numero de moles de monémeros de PDADMACI en el recubrimiento de las particulas
de silice con el pH al cual se produce el recubrimiento.

Resulta interesante observar que el nimero de moles de mondmeros de PDADMACI expuestos al disolvente
permanece, sorpresivamente, practicamente constante en todo el rango de pH, obteniéndose un valor
promedio de 0.276 pmol-mg™ (0.045 mg-mg™?) con una desviacién estandar de 0.021 umol-mg? (7.7 %) que

seguramente estd alrededor del error experimental de las medidas presentados en la Tabla 2.
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Por tanto, los resultados obtenidos parecerian sustentar la primera propuesta de nuestra hipotesis de
partida ya que aumenta del nimero de moles de PDADMACI unidos a la superficie al aumentar el pH de la

disolucién.

Con objeto de comprobar si al cambiar el pH de las particulas de silice recubiertas de PDADMACI se
produce, en efecto, un aumento en el nimero de mondmeros de polielectrolito expuestos al disolvente,
muestras de particulas obtenidas a pH 10.5 (pH A) se resuspendieron a distinto pH (pH B: 3.0, 4.5, 6.0, 7.5
y 9.0). La cantidad de mondmeros expuestos al disolvente fue determinado como se ha comentado
anteriormente por titulacién con KPVS utilizando o-Tb como colorante. Los resultados se presentan en la

columna 4 de la Tabla 3.

En primer lugar, en linea con lo esperado, se observa que cuando mayor es el salto de pH desde pH 10.5,
pH A, ApH = pH A - pH B, tanto mayor es el nimero de mondmeros de PDADMACI que se encuentran
expuestos al disolvente (columna 4 de la Tabla 3), desde 0.404 pmol-mg™ a pH 9.0 (0.065 mg-mg?) cuando
el salto de pH es de 1.5 unidades hasta 0.780 pmol-mg™ a pH 3.0 (0.126 mg-mg™) cuando se somete a las
particulas a un salto de pH de 7.5 unidades.

Tabla 3.- Caracterizacion de las particulas de silice recubiertas por PDADMACI obtenidas a pH 10.5 y resuspendidas a distintos
distinto pH.

( N+)expuestos (@) A( N+)expuestos (@) ( N, +)unidas (e A( N+)un/’dos (el
PHA®  pHBO  ApH© (umol-mg?) (umol-mg*) (umol-mg*) (umol-mg*)

pPHA—=>pHB apHB pPHA —= pHB PHA pH B pPHA —= pHB
10,5 3,0 7,5 0,780 0,254 0,526 0,855 0,150 0,705
10,5 4,5 6,0 0,662 0,265 0,396 0,855 0,290 0,565
10,5 6,0 4,5 0,576 0,278 0,298 0,855 0,436 0,419
10,5 7,5 3,0 0,441 0,265 0,176 0,855 0,579 0,276
10,5 9,0 1,5 0,404 0,315 0,089 0,855 0,720 0,135

(a) pH A: pH al que se obtuvieron las particulas recubiertas de PDADMACI. (b) pH al que se resuspendieron. (c) ApH =pH A—pH B. (d)
(N+)expuestos: Mmoles de mondmeros de PDADMACI expuestos al disolvente para las particulas resuspendidas a pH B (pH A — pH B) y las
obtenidas a ese pH (a pH B, valores de la Tabla 2); A(N+)expuestos €S a diferencia entre estos dos valores. (e) (N+)unidos: moles de monémeros
de PDADMACI unidos a la superficie de la particula a pH Ay pH B (valores de la Tabla 2); A(N+)unides €5 la diferencia entre estos dos valores.

La columna 5 de la Tabla 3 presenta el valor del nimero de moles de mondédmero de polimero expuestos al
disolvente para particulas obtenidas al pH B cuando han sido obtenidas a ese mismo pH. Como se observa,
en todos los casos este valor es sensiblemente menor que el anterior debido a que parte de los mondmeros
gue se encontraban en contacto con la superficie a pH 10.5 (pH A) se exponen al disolvente al ser sometidas
las particulas a una bajada de pH (pH A — pH B) como consecuencia de la pérdida de carga de la silice. La

columna 6 muestra la diferencia entre en nimero de moles expuestos al disolvente cuando la particula se
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somete a un cambio de pH (columna 4) y el valor que muestra cuando el recubrimiento se establecio a este

Ultimo pH (a pH B, columna 5).

El valor maximo esperable en el aumento en el nimero de mondmeros que pasarian de estar unidos a la
superficie a pH 10.5 a encontrarse expuestos a un determinado pH inferior vendria dado por la diferencia
entre el nimero de mondmeros unidos la superficie a pH 10.5 y los determinados para el resto de valores

de pH (ver valores de la Tabla 2):

A(n+ )expuestosmdximo = |:(n+ )Sioz—PE j| - |:(n+ )SiOZ—PE:| (EC. 26)

pH A pH B

Las columnas 7y 8 de la Tabla 3 muestran el valor del nimero de moles de monédmeros de polimero unidos
a la superficie de silice al pH A (10,5) y el pH final (pH B). Por ultimo, la columna 9 presenta la diferencia

entre los dos valores anteriores de acuerdo con la Ec. 26.

Como se observa, el valor tedrico es mayor que el obtenido experimentalmente para todos los distintos pH
analizados. La Fig. 61 representa el aumento en el nimero de moles de mondmeros expuestos al disolvente
determinado experimentalmente para cada pH analizado (columna 6 de la Tabla 3) con los calculados con
la Ec. 26 (columna 9 de la Tabla 3). La correlacién lineal muestra una proporcionalidad entre ambos valores,
indicando que alrededor del 72 % de los residuos, que deberian pasar de estar unidos a la superficie a pH

10.5 a exponerse al disolvente a un pH inferior, lo hacen en realidad.

El valor tedrico calculado por la Ec. 26 se corresponde, estrictamente, con la diferencia entre los
mondmeros unidos a la superficie de una particula obtenida a pH A (pH 10.5) y la que le corresponderia si
hubiese sido obtenida a pH B. Por tanto, implicaria que la transformacién de un mondmero unido a la
superficie (a alto pH) a uno expuesto (a bajo pH) no tendria restriccién alguna como consecuencia de la
conformacién del polielectrolito adsorbido sobre la silice. Este valor debe, por tanto, considerarse un limite
superior. Es de esperar que, en condiciones experimentales reales, la transformacién de los mondmeros
cargados de PDADMACI de unido a expuesto esté sometida a impedimentos que tendran que ver con la
flexibilidad local de la cadena de polielectrolito adsorbida a la superficie sélida y los impedimentos estéricos

gue esto pudiera generar a la hora de permitir la movilidad local del monémero.
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Fig. 61.-Aumento en el numero de monémeros expuestos al disolvente como consecuencia de la disminucion
del pH de la disolucion. El aumento experimental resulta representar alrededor del 71 % del valor mdximo
representado por el valor tedrico (Ec. 26).

Es légico, por tanto, que nuestros resultados indiquen que el grado de transformacion real de los
mondmeros unidos a la superficie en expuestos al disolvente sea menor que el calculado tedricamente.
Por otro lado, la elevada tasa de transformacién observada (cercana al 72 %) corrobora cualitativamente
la premisa de este trabajo a la vez que le impone de restricciones cuantitativas menos severas de las que,

en principio, podian suponerse.

Modulacion de la capacidad de adsorcion de particulas recubiertas con polielectrolitos mediante el cambio

de pH de la disolucion.

Con objeto de comprobar experimentalmente la hipdtesis de partida y, mas importante, correlacionar el
aumento (o disminucién) demostrado en el nimero de mondmero de PDADMACI expuestos al disolvente
al disminuir (o aumentar) el pH de la disolucién (pH B) con respecto al pH al que se obtuvieron las particulas
recubiertas (pH A), decidimos utilizar un ligando negativo como el carmin de indigo (ver Fig. 58). El
colorante fue elegido fundamentalmente por su elevado pK, (alrededor de 12.2), lo que asegura que su
estado de protonacién sera el mismo en el rango de pH investigado (3.0 < pH £ 10.5) ademas de estar

caracterizado por un alto coeficiente de extincidn (26050 M*-cm™) a 608 nm.

En primer lugar, se obtuvieron los valores de gmsx de las particulas obtenidas a distinto pH y cuyo contenido
en mondomeros de PDADMACI (tanto unidos a la superficie de silice como expuestos al disolvente) se

caracterizaron previamente (ver Tabla 2). Los resultados se recogen en la Tabla 4. Cada valor de gmsx es el
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promedio del resultado de dos experimentos siempre que la diferencia entre los dos valores fuera menor

del 5 %). De no ser asi, experimentos adicionales fueron llevados a cabo.

Tabla 4.- Mdxima capacidad de adsorcion de las particulas de SiO; recubiertas por PDADMACI obtenidas a distintos distinto
pH y analizadas a ese mismo pH.

pH A @) pH B @) {N-l-)expuestos;b} .qméx L . .
(umol-mg™) (umoles de ligando-mg™ de SiO)
3.0 3.0 0.254 0.185
4.5 4.5 0.265 0.184
6.0 6.0 0.278 0.181
7.5 7.5 0.265 0.175
9.0 9.0 0.315 0.164
10.5 10.5 0.278 0.179

(a) pH A: las particulas recubiertas de PDADMACI se obtuvieron y analizaron al mismo pH. (b) Moles de monémeros de PDADMACI del
recubrimiento expuestos al disolvente (valores de la Tabla 2) a cada uno de los distintos pH analizados. (c) Maxima cantidad de moles de
carmin de indigo (C.1.) adsorbidos sobre el recubrimiento de PDADMACI en condiciones de saturacion en funcion del pH.

Los resultados presentados en la Tabla 2 mostraban que, aunque la cantidad de PDADMACI formando parte
del recubrimiento de la particula de SiO,, aumentaba con el pH como consecuencia del aumento de la
densidad de carga negativa sobre su superficie, ello era exclusivamente debido al aumento de la
concentracion de mondmeros cargados de PDADMACI en contacto con la superficie necesarios para
conseguir la compensacion de cargas. Por el contrario, la cantidad de mondmeros cargados de PDADMACI
expuestos al disolvente permanecia virtualmente constante en funcién del pH (con un valor promedio de
0.276 umoles de PDADMACI por mg de SiO,, columna 3, Tabla 4). Este resultado se ve confirmado con los
resultados obtenidos acerca de la capacidad maxima de adsorcion de estas particulas frente al ligando
anionico carmin de indigo. En efecto, la capacidad maxima de carga para particulas cuyo recubrimiento se
obtuvo a distinto pH permanece constante a lo largo del rango de pH analizado (3.0 < pH £ 10.5) con un
valor promedio de 0.178 umoles de carmin de indigo por mg de SiO,, columna 4, Tabla 4 (la desviacion

estandar es pequefia, 0.008 umoles-mg™, que representa alrededor del 4.3 %).

Es importante tener en mente que, aunque desde un punto de vista estrictamente termodinamico, la
situacién mas favorable seria la completa compensacidon de cargas, ésta se hace mas dificil de conseguir,
en cantidades estequiométricas, a medida que el tamafio del ligando aumenta debido a impedimentos
estéricos y/o conformacionales. El carmin de indigo es una molécula que contiene dos grupos sulfonatos
que interaccionarian con los mondémeros de PDADMACI cargados positivamente. Tomando el valor

promedio del nimero de mondmeros de PDADMACI expuestos (0.276 umoles de PDADMACI por mg de
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Si0,), la cantidad estequiométrica necesaria para la completa compensacién de cargas seria 0.138 umoles
de ligando por mg de SiO; (debido a la estequiometria 1:2) Sin embargo, el valor que realmente es necesario
para la completa compensacion de cargas 0,178 umoles de carmin de indigo por mg de SiO,, (lo que
representa un exceso de un 29 % respecto de la cantidad estequiométrica). La estructura del carmin de
indigo (Fig. 58) nos sugiere que la molécula tiene una alta rigidez conformacional que dificultaria orientar
ambos grupos sulfonatos sobre mondmeros de PDADMACI espacialmente cercanos en la superficie del
recubrimiento. Como consecuencia, la compensacién de las cargas obliga a la adsorcion de un cierto exceso
de ligando, de forma que algunas de sus moléculas Unicamente estableceran un Unico contacto con el

recubrimiento de polielectrolito, exponiendo el otro grupo sulfonato al disolvente.

A continuacidn, con objeto de correlacionar experimentalmente el aumento (o disminucién) en el nimero
de mondmeros de PDADMACI expuestos al disolvente al disminuir (o aumentar) el pH al cual se utiliza la
particula (respecto del pH al cual se obtuvo el recubrimiento, pH A), se utilizé el carmin de indigo para
obtener la capacidad de carga maxima en funcién del ApH = pH A—pH B. Para ello, se sintetizaron particulas
recubiertas por PDADMACI a distinto pH dentro del intervalo estudiado: 3.0, 4.5, 6.0, 7.5, 9.0 y 10.5. Tras
esto, alicuotas de cada muestra obtenida a un cierto pH A se analizaron a cada uno de los otros pH del
intervalo (pH B) determinando la capacidad mdaxima de adsorcidn de las particulas en estas condiciones
para adsorber carmin de indigo. Los resultados se muestran en la Tabla 5. Cada valor de qmsx €s el promedio
del resultado de dos experimentos siempre que la diferencia entre los dos valores fuera menor del 5 %).

De no ser asi, experimentos adicionales fueron llevados a cabo.

En todos los casos, se observa que cuando se somete a la particula a una bajada de pH (ApH=pHA—-pH B
< 0), su capacidad de adsorber ligando aumenta y que este aumento es tanto mayor cuando mds grande
es el salto de pH inducido. Al contrario, cuando la particula obtenida a bajo pH es sometida a una subida
de pH (ApH = pH A—pH B > 0), su capacidad de unir ligando disminuye siendo este descenso escalable con

el valor absoluto del cambio de pH.

Cualitativamente, estos resultados confirman la hipdtesis de partida (mas adelante veremos que
cuantitativamente también) y muestran que la estrategia de utilizar el pH como medio de aumentar o
disminuir el nimero de grupos ionizados del recubrimiento y, por tanto, de la capacidad maxima de

adsorcion de la particula es viable.
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Tabla 5.- Capacidad maxima de adsorcion de carmin de indigo, sobre particulas de silice recubiertas de PDADMACI (Qmex,
umol-mg?) en funcion del pH al que se obtuvieron (pH A) y en el que se diluyeron (pH B).

pHA @ pH B # ApH @ Amix @ (umoles-mg™)
10.5 3.0 7.5 0.366
10.5 4.5 6.0 0.300
10.5 6.0 4.5 0.273
10.5 7.5 3.0 0.216
10.5 9.0 1.5 0.178
10.5 10.5 0.0 0.179
9.0 3.0 6.0 0.292
9.0 4.5 4.5 0.283
9.0 6.0 3.0 0.232
9.0 7.5 1.5 0.177
9.0 9.0 0.0 0.164
9.0 10.5 -1.5 0.099
7.5 3.0 4.5 0.351
7.5 4.5 3.0 0.318
7.5 6.0 1.5 0.284
7.5 7.5 0.0 0.175
7.5 9.0 -1.5 0.175
7.5 10.5 -3.0 0.125
6.0 3.0 3.0 0.218
6.0 4.5 1.5 0.224
6.0 6.0 0.0 0.181
6.0 7.5 -1.5 0.142
6.0 9.0 -3.0 0.130
6.0 10.5 -4.5 0.060
4.5 3.0 1.5 0.169
4.5 4.5 0.0 0.184
4.5 6.0 -1.5 0.118
4.5 7.5 -3.0 0.137
4.5 9.0 -4.5 0.032
4.5 10.5 -6.0 0.014
3.0 3.0 0.0 0.185
3.0 4.5 -1.5 0.134
3.0 6.0 -3.0 0.114
3.0 7.5 -4.5 0.060
3.0 9.0 -6.0 0.035
3.0 10.5 -7.5 0.009
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(a) pH A: pH al que se obtuvieron las particulas recubiertas de PDADMACI. (b) pH al que se resuspendieron y caracterizaron. (c) ApH = pH
A—pHB. (d) Méxima cantidad de moles de carmin de indigo (C.I.) adsorbidos sobre el recubrimiento de PDADMACI (gmax, imoles-mg™?) en
condiciones de saturacion en funcidn del pH al cual se lleva a cabo el experimento (pH B).

Con objeto de analizar cuantitativamente los resultados, calcularemos el valor promedio de la variacién en

la capacidad de adsorcion de la particula, Agmax, €n funcién del salto de pH inducido, ApH.
Aqmdx :(qmdx )pHA — pHB _(qma'x )pHB (EC 27)

donde (qm) es la capacidad maxima de adsorcién de una particula cuyo recubrimiento se obtuvo

pH A— pHB

a pH A, y fue determinada al pH B (tras someterle a un salto de pH (ApH =pHA—-pHB) vy (qméx )pHBes la

capacidad de adsorcion maxima de la particula cuyo recubrimiento se obtuvo a pH B. Los valores de

(@i )pHHpHB son los presentados en la columna 4 de la Tabla 5 mientras que los valores (g, ), , son 10s

presentados anteriormente en la Tabla 4 (columna 4). Por tanto, 4q . representa el aumento (o

disminucion) de la capacidad de la particula recubierta de PDADMACI a un pH determinado (pH B) como

consecuencia del salto de pH al que fue sometida desde el pH al que fue sintetizada.

Para facilitar el andlisis, consideraremos el valor promedio de Aqmax para cada valor de ApH:

Z ( Aqmdx )ApH

(Aqm‘ix )promedio ZIT (EC 28)

donde (Agmax)promedio €S la media aritmética de los valores de gmsx obtenidos a cada valor de ApH, (AQmax) aph-

Los resultados se recogen en la Tabla 6 y la Fig. 62.

Tabla 6.-Variacion de la capacidad mdxima de la particula de silice recubierta con PDADMACI
para carmin de indigo en funcion del valor del salto de pH al que se las somete, ApH = pH A

—pH B.

ApH @ Admax @ (umoles:mg™)
-7.5 -0.163
-6.0 -0.143
-4.5 -0.121
-3.0 -0.049
-1.5 -0.043
0.0 -0.012
1.5 0.027
3.0 0.063
4.5 0.118
6.0 0.112
7.5 0.182

(a) ApH = pH A — pH B, diferencia entre el pH al que se obtuvieron las particulas recubiertas y en el que se
resuspendieron para obtener su capacidad méaxima de adsorcion de carmin de indigo, (gmsx, Umoles-mg™).
(b) Diferencia entre la capacidad maxima de adsorcion de carmin de indigo entre las particulas sintetizadas
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a pH Ay resuspendidas a pH By la correspondiente a las particulas obtenidas a pH B, AQmax = Qmax, (PH A —
pH B) - qmax, (pH B).

0.3

y =0.0231x ! : : : ! !
02 [~ Re=09851 T P pr P pr P R

L s oo o oo o oo o i
R S— S—— S— S— S— S— S— e S—

T e o S S

AQp,s (Wmol-mg-)

ApH

Fig. 62.- Variacion dl aumento o disminucion de la capacidad de las particulas recubiertas con PDADMACI
para adsorber carmin de indigo en funcion al salto de pH a la que son sometidas desde el pH en que son
sintetizadas (pH A) y el pH al cual son utilizadas (pH B), ApH = pH A — pH B.

Los resultados mostrados en la Fig. 62, muestran que existe proporcionalidad entre la variacion en la
capacidad de adsorcion de las particulas Agma (aumento o disminucién) por el ligando carmin de indigo
con el salto de pH al que son sometidas. Esta correlacion lineal, ademas de permitir visualizar de forma mds
precisa la relacion entre Agmax Y ApH tiene un caracter predictivo interesante ya que permite calcular la

capacidad de adsorcién en unas determinadas condiciones.

4.2.5.- Conclusiones

Los resultados presentados y discutidos en este capitulo permiten afirmar que se ha desarrollado una
metodologia que permite modular racionalmente la capacidad de particulas de silice recubiertas con el
polielectrolito catiénico PDADMACI utilizando el cambio de pH al que pueden ser sometidas. Los resultados
avalan la idea que la cantidad de polielectrolito que forma parte del recubrimiento aumenta a medida que
aumenta el pH de la disolucidon. La razon fundamental de este aumento en el nimero de moles de
PDADMACI adsorbidos a la superficie de SiO; es la creciente densidad superficial de carga de la particula
sélida debido a la deprotonacién de sus grupos silanoles. Este incremento hace que, a medida que aumenta
el pH de la disolucién en la cual se establece el recubrimiento, se requerirda un mayor nimero de
mondmeros del polielectrolito catidnico para completar la compensacion de cargas entre éste y la

superficie de SiO, cargada negativamente.
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Se ha demostrado que este aumento en la cantidad de polielectrolito se debe exclusivamente al aumento
en el nimero de monémeros de PDADMACI en contacto directo con la superficie, mientras que la cantidad
de mondmeros cargados positivamente que permanecen expuestos al disolvente es constante, dentro del
error experimental en el rango de pH analizado (3.0 <pH <10.5) y puede ser estimado en un valor de 0.276
pumol de PDADMACI por mg de silice (0,045 mg-mg™). Consecuente con este comportamiento, las particulas
de silice recubiertas con PDADMACI obtenidas a distinto pH muestran idéntica capacidad de adsorber el
colorante anidnico carmin de indigo que se ha utilizado como sonda en este trabajo (0.178 umoles de
carmin de indigo por mg de Si0,). Este valor representa alrededor de un 29 % de exceso respecto del
estimado para una compensacion de cargas estequiométrica (0.138 pmol-mg™). Este resultado advierte de
la dificultad de los ligandos con varios grupos ionizables de conseguir la compensacién de cargas con la
superficie en las cantidades estequiométricas debido a impedimentos estéricos o conformacionales. Es por
ello, que la compensacién de cargas requiera un exceso de ligando en el que cierto porcentaje de sus
moléculas estableceran Unicamente un contacto con la superficie del recubrimiento dejando el otro grupo

cargado expuesto al disolvente.

Los resultados presentados en este capitulo confirman que existe una proporcionalidad entre el aumento
(o disminucién) de la capacidad de adsorcién de las particulas de silice recubiertas con PDADMACI y el salto
de pH al que son sometidas para su utilizacién. Cuando este salto de pH es positivo (el recubrimiento se
establece a alto pH vy las particulas se utilizan a un pH mas bajo), la disminucion de la densidad de carga
negativa en la superficie del SiO,, como consecuencia de la protonacién parcial de sus grupos silanoles, se
traduce en un aumento en el nimero de mondmeros de PDADMACI expuestos al disolvente. Como
consecuencia, este aumento en la densidad de carga positiva en la superficie del recubrimiento de

PDADMACI se traduce en una mayor capacidad de adsorcién de ligandos de carga opuesta (aniénicos).

Por el contrario, cuando el recubrimiento se establece a un pH bajo y las particulas se analizan a pH mas
elevado se producird una disminucion en el nimero de mondémeros de polielectrolito expuestos al
disolvente ya que parte de ellos se unirdn ahora a la superficie de la silice con objeto de compensar las
nuevas cargas negativas de los grupos silanoles cuya deprotonacién ha sido inducida por el aumento del
pH. Por lo tanto, el recubrimiento de PDADMACI, habiendo visto reducida su densidad de carga positiva

serd capaz de unir un menor nimero de moléculas de ligando de carga opuesta.
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4.3.1.- Introduccion

Los resultados presentados en los dos apartados anteriores han demostrados que, por un lado, los
polielectrolitos catidnicos de alta densidad de carga inhiben de forma eficaz y a muy baja concentracion, la
adsorcion de proteinas sobre superficies sélidas. Las ventajas de este hecho respecto de la preservacién de
la identidad bioldgica de proteinas en contacto con dichas superficies fueron comentadas entonces. Por
otro lado, el mismo recubrimiento sirve para adsorber ligandos de carga opuesta. En el segundo apartado
de este capitulo de Resultados y Discusion se ha presentado una metodologia que permite modular la
capacidad de particulas de silice recubiertas con un polielectrolito catiénico (en particular, PDADMACI) para
adsorber ligandos de signo opuesto. Este método se basa en aprovechar el comportamiento acido-base de
la superficie de la particula y ajustar el pH al cual se sintetiza el recubrimiento y el pH al cual las particulas
son finalmente utilizadas. El método es totalmente generalizable para particulas de otra composicién
guimica, como los oxidos de diferentes metales, y a polielectrolitos de distinta naturaleza (fuertes o débiles,

catiénicos o anidnicos).

El resto del trabajo experimental cuyos resultados se recogen en la presente Tesis Doctoral se centrara en
el desarrollo y optimizacion de recubrimientos que permitan la captura, transporte o almacenamiento de
ligandos de distinta naturaleza, con especial interés en biomoléculas. Utilizaremos para ello particulas
magnéticas recubiertas de distintos polimeros cargados, cuya sintesis, caracterizacion y optimizacion

comenzaremos a presentar en este apartado.

Las nanoparticulas de magnetita son muy atractivas debido a su facil eliminacion del medio mediante el
uso de un campo magnético externo, ademas de las multiples caracteristicas que poseen ya descritas en la
introduccion. Sin embargo, una de las mayores desventajas que poseen es la baja estabilidad coloidal que
presentan en zonas de pH cercano al fisioldgico, ya que debido a su composicion superficial presentan un
punto isoeléctrico alrededor de 6.3?%. Es por ello, que se hace necesario aumentar su estabilidad coloidal,
para permitir su utilizacién en el rango de pH mas Util desde el punto de vista biotecnoldgico. Nuestro
objetivo, por tanto, sera conjugar el necesario recubrimiento de la particula con maximizar su capacidad

de adsorcién, de forma que se amplie la aplicabilidad de las particulas resultantes.

4.3.2.- Hipdtesis de partida

Existen, fundamentalmente, dos métodos para aumentar la estabilidad coloidal de nanoparticulas. Uno
seria recubrirlas con polimeros que consigan que la atraccion entre ellas esté impedida estéricamente, lo
que reduciria la tendencia natural de éstas a flocular. Otra estrategia seria aumentar la carga superficial de
las nanoparticulas que induciria un incremento en las interacciones electrostaticas repulsivas, aumentando

asi su estabilidad coloidal y minimizando su agregacién. Teniendo en cuenta los resultados obtenidos en
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los dos apartados anteriores (referidos a particulas de silice), proponemos utilizar polielectrolitos de alta
densidad de carga para conseguir el aumento de estabilidad coloidal perseguido y, ademas, alcanzar el fin
Ultimo de estas investigaciones: disefiar, sintetizar y caracterizar nanoparticulas magnéticas que posean
una elevada capacidad de adsorcion de ligandos de signo opuesto y que puedan ser utilizadas para la
captura de contaminantes (colorantes, metales pesados, etc.), el transporte y liberacion controlada de
farmacos, o el almacenamiento de biomoléculas en disolucidon acuosa, inhibiendo los procesos
multimoleculares en los que pudieran estan involucradas y que desencadenan, en ultimo término,

fendmenos de agregacion y/o fibrilacion que limitan de forma severa su funcién.

Dado que PZC de la magnetita es cercano al fisioldgico, serd posible utilizar tanto polielectrolitos anidnicos
como catidnicos. Por otro lado, la presencia en la superficie de los cristales de magnetita de cationes Fe?*
y Fe** anticipan que, ademas de las meras interacciones electrostaticas atractivas entre el polielectrolito y
la superficie sdlida (como ocurria en el caso de la silice), la capacidad quelante de los polimeros cargados

utilizados en el recubrimiento jugaran un papel esencial en la estabilizacién de la particula recubierta.

4.3.3.- Estrategia experimental

v Sintetizar nanoparticulas de magnetita Fes04, mediante el método de co-precipitacion.

v' Obtener nanoparticulas recubiertas con distintos polielectrolitos de distinta naturaleza en cuanto
a su carga, como pueden ser el PAAH (catiénico) y el PAA (anidnico).

v Caracterizar la variacion del tamafio de la nanoparticula recubierta en funcién del exceso de
polielectrolito utilizado en su obtencion.

v" Determinar la capacidad maxima de adsorcion de cada uno de los dos tipos de nanoparticulas
recubiertas, FesOs@PAAH y FesO,@PAA, frente a proteinas de carga opuesta al recubrimiento a
pH 7 B-Lg y Lzm, respectivamente).

v' Optimizar las condiciones en las que se lleva a cabo el recubrimiento de la nanoparticula
(concentracion de exceso de polielectrolito, pH, fuerza idnica, etc.) para conseguir maximizar la

capacidad de adsorcién de dichas biomoléculas.
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4.3.4.- Resultados y discusion

Tras sintetizar nanoparticulas obtenidas mediante el método de co-precipitacion, se caracterizan mediante
el uso de distintas técnicas para determinar que la sintesis llevada a cabo ha sido la correcta, y por tanto
gue presentan un comportamiento similar al descrito en bibliografia. En primer lugar, realizamos medidas
con nanoparticulas incubadas a distintos pH, desde pH 3.0 hasta pH 11.0, para determinar el potencial Z

que presentan sobre su superficie al ser medidas mediante DLS. Estos resultados se muestran en la Fig. 63.
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Fig. 63.- Variacidn de potencial Z de nanoparticulas de magnetita (Fes0.) sin recubrir en funcion del pH.

Como era de esperar, el potencial Z de las nanoparticulas de magnetita obtenidas muestra valores positivos
a bajo pH (consecuente con la protonacién de los hidroxidos de hierro superficiales, Fe(ll, 11)OH;) que
disminuye a medida que aumenta el pH (los grupos Fe(ll, I1)OH, comienzan a deprotonarse para dar lugar
a la especie neutra Fe(ll, Ill)OH). A medida que aumenta el pH de la disolucion, el equilibrio acido-base se
desplaza hacia la formacion de la especie deprotonada Fe(ll, 111)O” confiriendo a la superficie una carga

negativa creciente.

Los resultados son consecuentes con los equilibrios presentados en el capitulo de introduccién y que

suponian eventos de disociacién proténica con valores de pK, de 4.4 y 9.0:

Fe(I1,111)OH; (ac) px——)<—H44— Fe(I1,111)0H (ac) T—><_H90_ Fe(I1,111)0" (ac)

El punto isoeléctrico es aproximadamente 6.2, similar al citado anteriormente?*. Por lo tanto, las particulas

de magnetita desnudas aumentaran su estabilidad coloidal a medida que el pH de la disolucion se aleje del
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punto isoeléctrico. Como consecuencia, estas particulas mostraran una moderada estabilidad coloidal a
valores de pH bajos y altos mientras que tendran una alta tendencia a agregar a valores de pH cercanos al
fisiologico.

Para ver la composicidn, analizamos las nanoparticulas mediante la realizacidén de su espectro infrarrojo.
Como se observa en la Fig. 64-A aparece una banda més intensa sobre 590 cm™, la cual es caracteristica de
la vibracién del enlace Fe-0%34?% |o que nos confirma la composiciéon de la estructura de la nanoparticula
de magnetita (Fes04). Por otra parte, la banda ancha que aparece entre 3000 y 3600 cm™ es asociada a la

H?, presente en la superficie de la

vibracién de alargamiento y acercamiento (stretching) del enlace O-
nanoparticula.

Por ultimo, en la Fig. 64-B, se muestra la imagen obtenida por microscopia electrénica de transmision (TEM)
y en la que se puede observar que las nanoparticulas de magnetita presentan forma esférica y tamafio
alrededor de 10-20 nm, pero se encuentran agregadas entre si, lo que nos indica una reducida estabilidad
coloidal, disminuyendo su superficie especifica y por tanto su capacidad de adsorcion de cualquier tipo de

molécula.
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Fig. 64.- Caracterizacidn de NP de magnetita (Fes04) mediante espectroscopia de infrarrojo (A) y mediante
Microscopia Electrénica de Transmision (TEM) (B).

Tras realizar la caracterizacién de las nanoparticulas de magnetita, confirmamos la baja estabilidad a un pH
cercano al fisiolégico (pH ~7), siendo por tanto necesario desarrollar estrategias para conseguir una mayor
estabilidad coloidal, que permita su utilizacion en aplicaciones en las cuales se requiera trabajar en ese
rango de pH.

Para llevar a cabo esto, las nanoparticulas pueden ser tratadas con distintas moléculas estabilizadoras. En
nuestro caso, hemos usado un recubrimiento con polielectrolitos, lo que las dotard de una alta densidad
de carga incluso a valores de pH cercanos a su pl. Centraremos el estudio en dos polielectrolitos de distinta
naturaleza, pero estructura quimica similar (ver Fig. 65). Tanto la polialilamina como el poliacrilato son

polimeros lineales con la diferencia que el primero es catidnico al disponer de un grupo amino en la cadena
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lateral del mondmero, mientras que el segundo serd aniénico a los pH en los cuales el grupo carboxilato,

presente en cada uno de sus mondmeros, se encuentre deprotonado.

O+_ONa
« HCI
NH»
n
Polialilamina, hidrocloruro. PAAH Poliacrilato, sal sodica. PAA

Fig. 65.- Estructuras de los dos polielectrolitos utilizados en el recubrimiento de las particulas de magnetita,
F€304.

Particulas de magnetita recubiertas por hidrocloruro de polialilamina, NP@PAAH

Para la adsorcion de biomoléculas anidnicas realizamos el recubrimiento a pH 7 con un polielectrolito que
expone grupos amino (NH,) al medio, el hidrocloruro de polialilamina (PAAH lineal) con un peso molecular
promedio de 17.5 kD. Las condiciones en las que se lleva el recubrimiento de las particulas de magnetita
implica un compromiso entre la tendencia del PAAH para aumentar su densidad de carga positiva al
disminuir el pH y el aumento de la carga negativa sobre la superficie de la magnetita a medida que el pH

crece por encima de su pl. El pK, de una amina primaria es del orden de 9.3%3¢

, aunqgue la proximidad de
los mondmeros que forman parte del polimero hace que el pK, de cada grupo dependa de si los grupos
cercanos estan protonados o no. Esto se traduce en que el comportamiento acido-base del polimero sea
mas complicado, siendo necesario alcanzar valores de pH muy acidos para conseguir la completa
protonacion del PAAH. Diversos ensayos preliminares mostraron que el pH éptimo para llevar a cabo el

recubrimiento es alrededor de 7. La Fig. 66 muestra un esquema del proceso de recubrimiento de la

particula de magnetita con PAAH llevada a cabo a pH 7.0.

Fe;0, PAAH

V

Fig. 66.- Esquema de obtencion de NP@PAAH

En primer lugar, estudiamos el efecto del exceso de polielectrolito utilizado en la reaccién de recubrimiento
sobre el tamafio final de la nanoparticula. Para ello, se realizd el recubrimiento de las particulas de
magnetita con cantidades crecientes de polielectrolito. Es de esperar que la concentracién inicial de

magnetita tenga algun efecto, por lo que los experimentos se llevaron a cabo en paralelo para tres
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concentraciones distintas de magnetita (0.045, 0.45 y 4.5 mg-mL™?). El tamafio de las particulas se midio

utilizando la técnica de DLS. Los resultados se muestran en la Fig. 67.
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Fig. 67.- Variacion de didmetro hidrodindmico de NP@PAAH en funcidn de la relacion en peso de PAAH y
nanoparticula de magnetita desnuda cuando se incuban distintas concentraciones de nanoparticula (0.045,
0.45 y 4.5 mg-mL*) siendo constante esta concentracion para cada experimento.

La adicion del polielectrolito tiene, a las tres concentraciones analizadas, un fuerte efecto reductor del
tamafio de las particulas. En ausencia de polielectrolito, el tamafio de las particulas de magnetita desnuda
era del orden de 2 um, confirmando la tendencia de las particulas a aglomerar a pH 7 incluso después de

ser sometidas a sonicacion.

Inicialmente, a medida que aumenta el exceso de PAAH utilizado al producirse el recubrimiento, se observa
una rapida disminucién del tamafio de las particulas. Cuando la relacién PAAH a magnetita alcanza un valor
cercano a 0.4, el tamafio promedio de las nanoparticulas se reduce hasta unos 60 nm. Incrementos del
exceso de polielectrolito no parecen afectar al tamafio para particulas obtenidas en las condiciones mas
diluidas (0.045 y 0.45 mg-mL™), observdndose que el tamafio de las particulas permanece constante. Sin
embargo, cuando el recubrimiento se realiza sobre particulas de magnetita a la concentracion de 4.5
mg-mL?, sutamafio aumenta monotdénicamente tras alcanzar el tamafio minimo (para una relacién de 0.4
mg de PAAH por mg de magnetita). Es importante tener en cuenta que el aumento en la concentracion de
magnetita obliga a un aumento proporcional en la concentracion de PAAH para mantener la misma relacion
por peso. Asi, cuando esa relacién es de 0.4 (donde se alcanza el tamafio minimo para las muestras que
contienen 4.5 mg-mL*-de magnetita), 1 mL de disolucion contenia 1,8 mg de PAAH, equivalente a 19,2 mM
de mondmero del polielectrolito. Por tanto, el aumento en la concentracion de magnetita provoca la

necesidad de aumentar la concentracion de PAAH y, consecuentemente, la fuerza idnica del medio. Por
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ejemplo, cuando tenemos una relacién de 2 mg de PAAH por mg de magnetita, el tamafio obtenido cuando
incubamos nanoparticulas a una concentracién de 4.5 mg-mL™? es 3 veces superior a las obtenidas con
concentraciones de 0.45 y 0.045 mg-mL™ (180 nm frente a 60 nm), pudiendo relacionarse con la elevada
concentracion de PAAH en el medio (96,2 mM frente a 9,62 y 0,96 mM cuando las concentraciones de

magnetita son 0.45 y 0.045 mg-mL?).

De acuerdo con los resultados, la adicion de polielectrolito provoca la desaglomeracion de las particulas de
magnetita que, una vez recubiertas de PAAH, aumentan su estabilidad coloidal mediante la repulsion
electrostatica que se establece entre la superficie de las nanoparticulas individuales cargadas ahora
positivamente. Al aumentar la concentracién de magnetita (obligando a un aumento en la concentracion
de PAAH), la presencia en el medio de reaccidn de concentraciones elevadas de polielectrolito apantallaria
dicha repulsidon electrostatica lo que se traduciria en un debilitamiento de dichas interacciones, una
disminucion en su estabilidad coloidal y un menor grado de desaglomeracion de las particulas de magnetita

de las que se parte.

Conocidas las condiciones para recubrir totalmente la nanoparticula y reducir su tamafio, aumentando por
tanto su superficie especifica, caracterizamos la estabilidad que presentan en un amplio rango de pH, desde
pH 3 hasta pH 11. Para ello determinamos el potencial Z que presentan sobre su superficie al ser medidas
mediante DLS. Este resultado se muestra en la Fig. 68-A. Los resultados muestran que la carga de las
particulas ahora es positiva desde pH 3.0 hasta 11.0, a diferencia de las NP desnudas (ver Fig. 63). A pesar
de las desviaciones en las medidas de la carga superficial, observamos que entre pH 5 — 9 presentan
densidad de carga elevada, dotdndolas de estabilidad coloidal en comparacion con las nanoparticulas
desnudas. Ademas caracterizamos de nuevo mediante TEM, como se encuentran las nanoparticulas
obtenidas (Fig. 68-B), observando que se produce una disgregacion de las NP como consecuencia de la
mavyor densidad de carga aportada por los residuos del polielectrolito que se encuentran expuestos al
disolvente al haber recubierto la superficie. Esto por tanto se traduce en un aumento de la superficie
especifica de la nanoparticula, optimizando asi su capacidad para adsorber moléculas de signo opuesto

(proteinas anidnicas).
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Fig. 68.- Caracterizacidn de las particulas de magnetita recubiertas de PAAH. (A) Variacidn de potencial Z de
nanoparticulas de NP@PAAH en funcidn del pH. (B) Tamafio de las particulas monitorizado por TEM.

Obtenidas las nanoparticulas, determinamos la capacidad de adsorber una proteina aniénica como la B-Lg,
gue presenta una densidad de carga negativa a pH 7 (pl ~ 4.8). Si incubamos una concentracion constante
de B-Lg (0.4 mg-mL™) con concentraciones crecientes de NP@PAAH (0 — 1.0 mg-mL?) a pH 7, observamos
cémo disminuye la cantidad de proteina en el sobrenadante a medida que la concentracion de NP@PAAH

aumenta, determinado asi la capacidad de adsorcion de dichas NP@PAAH (Fig. 69).
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Fig. 69.- Determinacion de la capacidad de adsorcion mdxima de 6-Lg de NP@PAAH, obtenidas en
condiciones de baja fuerza iénica, cuando incubamos 0.4 mg-mL™ de B-Lg en concentracién constante y
afiadimos NP@PAAH en cantidades crecientes (0— 1 mg-mL™) a pH 7.

De la pendiente de la grafica obtenemos que estas NP@PAAH presentan una capacidad de adsorcion de
0.29 mg de B-Lg por mg de NP@PAAH. Dado que el recubrimiento de la nanoparticula con el polielectrolito
se produce mediante interaccion electrostatica, es interesante estudiar el efecto de recubrir dichas
nanoparticulas en distintas condiciones de fuerza idnica. Estudios relacionados con la dependencia del

recubrimiento de superficies sélidas cargadas con polielectrolitos'’? han demostrado que, a baja fuerza
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idnica, la compensacién de cargas es total y la cantidad de polielectrolito casi estequiométrica con la
necesaria para compensar todas las cargas de signo opuesto. Sin embargo, un aumento de la fuerza iénica
del medio de reaccion hace que la cantidad de polielectrolito necesario para conseguir la completa
compensacion de las cargas presentes en la superficie sea significativamente mayor que la
estequiométrica, obligando, por tanto, a que aquellos mondmeros no implicados en la atraccién
electrostatica con la superficie queden expuestos al disolvente. Siguiendo esta ldgica, inducir el
recubrimiento de las nanoparticulas de magnetita con PAAH en presencia de cantidades crecientes de sal
podria aumentar la cantidad de polielectrolito efectivamente unido a la superficie y, como consecuencia,
el nimero de cargas positivas del recubrimiento expuestas al disolvente y capaces de establecer
interacciones atractivas con ligandos de carga negativa.

Para comprobar esta hipdtesis, se obtuvieron NP@PAAH en distintas condiciones de fuerza idnica (250,
500, 7500 y 1000 mM de NaCl), sometidas posteriormente al mismo proceso de lavado y eliminacién de
PAAH no adsorbido sobre la superficie. Cada una de las NP@PAAH se pusieron en el mismo rango de
concentracion, con la misma concentracion de B-Lg y al mismo pH (pH 7) que los resultados mostrados en
la Fig. 69, cuyas NP@PAAH fueron recubiertas en ausencia de NaCl. Los resultados sobre la capacidad de
adsorcion de B-Lg de NP@PAAH cuyo recubrimiento se llevd a cabo en presencia de distintas

concentraciones de sal (pero resuspendidas y analizadas en ausencia de sal), se muestran en la Fig. 70.
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Fig. 70.- Variacion de la capacidad de adsorcion mdxima de 8-Lg, en funcidon del aumento de la fuerza iénica
cuando recubrimos las NP con PAAH en presencia de distintas cantidades de NaCl (0, 250, 500, 750 y 1000
mM). Para cada experimento se incuba 0.4 mg-mL*' de B-Lg en concentracion constante y afiadimos
NP@PAAH en cantidades crecientes (0 — 1 mg-mL™?) a pH 7. En el inserto de la figura, se muestra la
correlacion lineal cuando se representa la capacidad de adsorcion de cada preparacion en funcion de la
fuerza ionica utilizada en la preparacion, obteniéndose que por cada unidad de aumento de fuerza iénica, la
capacidad de adsorcion aumenta en 0.6 ug-mL™.

Los resultados confirman la hipdtesis. El recubrimiento en presencia de concentraciones crecientes de sal

aumenta la cantidad de mondmeros de PAAH que forman parte del recubrimiento y, especialmente,
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aquellos que se mantienen expuestos al disolvente y son capaces de facilitar la adsorcion de ligandos de

carga opuesta.

Asi, cuando las NP han sido recubiertas en ausencia de NaCl obtenemos una capacidad de adsorciéon de
0.29 mg B-Lg'-mg™ PAAH@NP, observandose un aumento de este valor hasta 0.91 mg B-Lg:-mg™* PAAH@NP
cuando el recubrimiento se ha producido en presencia de 1 M de sal (un aumento del 300 %). Podemos
concluir que el aumento de la fuerza idnica favorecerd el aumento en numero de moles de polielectrolito
en el recubrimiento y, por tanto, la capacidad de adsorcion de la particula resultante. Es evidente, que
aumentos mayores de la fuerza idnica acabaran por debilitar la atraccion entre la superficie de magnetita

y el polielectrolito llegando a reducir drasticamente su capacidad de adsorcion.

Particulas de magnetita recubiertas por poliacrilato, NP@PAA

Estudiado y optimizado el proceso de obtenciéon de NP@PAAH para conseguir aumentar el grado de
recubrimiento sobre la superficie y por tanto mejorar la capacidad de adsorcion, pasamos a utilizar un
recubrimiento polimérico anidnico, para adsorber sobre su superficie moléculas catidnicas, utilizando un
polielectrolito cuyos mondmeros poseen grupos carboxilicos cargados negativamente cuando trabajamos
en condiciones de pH por encima de su pK, (~ 4.5%7). El polielectrolito usado es el acido poliacrilico (PAA

lineal) con un peso molecular de 15 kD.

Para realizar el recubrimiento, seguimos la misma metodologia que seguimos con las de PAAH, pero de
forma contraria. En este caso, afiadimos las nanoparticulas desnudas de magnetita que se encuentran a pH
3 sobre una disolucién que contiene PAA a pH 5 (Fig. 71). El recubrimiento va a ser guiado por un lado por
la atraccion electrostatica existente entre ambos, y por otro por la capacidad quelante de los grupos
carboxilicos de los mondmeros de PAA que a ese pH estén deprotonados sobre los atomos de hierro

presentes en la superficie de la nanoparticula.

Fe;0,

N4

Fig. 71.- Esquema de obtencion de NP@PAA.
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De forma andloga a como se estudié la dependencia del tamafio de la particula resultante con el exceso de
polielectrolito utilizado en la sintesis del recubrimiento, se determind la cantidad minima de PAA que es
necesario para que la nanoparticula quede totalmente recubierta, asumiendo que esto ocurre a una
relacion en peso de PAA/NP dada, cuando el tamafio de la particula es minimo. Esto lo hemos hecho a
concentracién constante de NP (0.45 mg-mL?) y a concentracion creciente de PAA (0 — 4.5 mg-mL?),
llegando a una relacion en peso de 10 veces el PAA sobre la NP. En este caso, como se observa en la Fig.
72, la cantidad minima de PAA gue necesitamos para conseguir reducir lo maximo posible el tamafio es de
6 veces en peso sobre la cantidad de NP. A partir de aqui, aunque aumentemos la relacidon en peso PAA/NP,

el tamafio permanece prdacticamente constante (~ 90 nm).
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Fig. 72.- Variacion de didmetro hidrodindmico de NP@PAA en funcion de la relacion en peso de PAA y
nanoparticula de magnetita desnuda, cuando se incuba a concentracion constante de nanoparticula de 0.45
mg-mL2. En el inserto de la figura se muestra la variacion de tamafio cuando pasamos de una relacion en
peso de PAA/NP nula hasta 0.2.

En el inserto de la Fig. 72, donde se ha representado la variacién de tamafio hasta una relacion en peso
PAA/NP de 0.3, a bajas relaciones en peso de PAA con respecto a la nanoparticula (0.075 mg de PAA por
mg de NP), se produce la agregacion de las NP por el PAA, puesto que al estar en defecto con respecto a la
nanoparticula, cada molécula unird a varias nanoparticulas distintas, sin capacidad por tanto de
disgregarlas. A pesar de que el recubrimiento es efectivo cuando la relacién en peso de PAA/NP supera 0.2
mg PAA/mg NP, puede existir una pequefia agregacion por parte de las NP en el momento inicial en el que
se estan recubriendo, puesto que las primeras moléculas de polielectrolito que se adsorben, hacen que la
carga neta de la nanoparticula sea menos positiva puesto que se estdn compensando cargas de la superficie

por parte del polielectrolito, pudiendo provocar una agregacién parcial de las mismas. Aunque no se ha
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obtenido el valor del potencial Z de las NP@PAA en el rango de pH anterior (desde pH 3.0 hasta pH 11.0),

a pH 7 presentan una carga negativa de -17 + 2 mV.

Para comprobar la estabilidad del recubrimiento y optimizar el proceso de purificacion para eliminar el PAA
gue no haya recubierto la NP, hacemos lavados bajando el pH a pH 3.0, pH 2.0y pH 1.0. En estas condiciones
protonamos los grupos carboxilicos que quedan expuestos del PAA precipitando la NP@PAA. Ademds, para
aquellos grupos carboxilicos que estan en contacto con la superficie de la nanoparticula y no se haya
producido una bajada muy grande de su pK. como consecuencia de esta unién?, el protén podra competir
por el carboxilato que se encuentra quelando al hierro y ser por tanto desorbido de la superficie. Esto se
conseguira mas facilmente a pH mas bajo, donde la concentracién de protones presentes es superior (100
veces mayor a pH 1.0 con respecto pH 3.0). Si estas nanoparticulas las resuspendemos a pH 7.0
(previamente lavadas) y hacemos estudios de adsorcion con proteina, nos darad informacién acerca de la
fortaleza de unién del PAA sobre la superficie, determinando por tanto qué pH a utilizar es mejor para
optimizar el proceso de purificacién. Para ello utilizamos Lzm, por lo que incubamos la proteina a
concentracion constante (0.25 mg-mL?) y cantidades crecientes de NP@PAA (0 — 0.25 mg-mL?). Tras
decantar magnéticamente, cuantificamos el sobrenadante obteniendo, por tanto, la capacidad maxima de
adsorcion de Lzm de estas NP@PAA (Fig. 73). En la Fig. 73-A se muestra la determinacion de la capacidad
maxima de adsorcién de Lzm sobre NP@PAA purificadas bajando el pH hasta 3.0 y resuspendidas a pH 7.0.
La pendiente, 0.77 muestra los mg de Lzm que se adsorben por mg de NP@PAA. En la Fig. 73-B, tras tratar

los datos de igual forma, se comparan la capacidad de adsorcién de las NP@PAA purificadas a distintos pH.

[Lzm] en disolucién (mg-mL-)

N

y=-07743x + 02254
R:=09096

2.

N

Gmax (Mg B-Lg por mg de NP)

[NP@PAA] (mg-mL-*)

05

02

pH2
PH purificacion

Fig. 73.- (A) Determinacion de la capacidad de adsorcion mdxima de Lzm de NP@PAA, purificadas a pH 3,
cuando incubamos 0.25 mg-mL™ de Lzm en concentracién constante y afiadimos NP@PAA en cantidades
crecientes (0 — 0.25 mg-mL™) a pH 7. (B) Variacién de la capacidad mdxima de adsorcién de NP@PAA que
han sido purificadas a pH 3, 2 y 1. Los experimentos de adsorcion de Lzm para las purificaciones a pH 2 y 1
estdn determinados en las mismas condiciones que el realizado para la purificacién a pH 3.

A partir de los datos obtenidos, observamos que a pesar de que las NP@PAA han sido tratadas a bajo pH,
el polielectrolito permanece unido casi en su totalidad, ya que la pérdida de adsorcion de Lzm sobre
NP@PAA que han sido tratadas a pH 2 sobre las que han sido tratadas a pH 3, es de sélo un 10 %, mientras

que un 28 % se pierde para las tratadas a pH 1. Consideramos una capacidad de adsorcion del 100 % para

[ 170 ]
{ J



Resultados y discusion — Capitulo 3

Optimizacion del recubrimiento de nanoparticulas de magnetita con polielectrolitos de alta densidad de carga

aquellas NP@PAA tratadas a pH 3 puesto que es el tratamiento menos agresivo que podemos realizar para
purificar las nanoparticulas. Estos resultados nos indican por un lado que el pK, de los grupos carboxilicos
del PAA no es Unico, sino que se comporta como un continuo, viéndose influenciados unos a otros por su
entorno. Y por otro lado la interaccién que se establece entre el PAA y la superficie es suficientemente
fuerte como para que el 72 % siga adsorbido a 0.1 M de H*, teniendo en cuenta que el recubrimiento ha

sido realizado mediante adsorcion y no hay ninguna unién covalente sobre la superficie.

Estos resultados se obtienen tras recubrir con un PAA de peso molecular de 15 kD, pero ¢cdémo afecta que
usemos un polielectrolito de menor tamafio al recubrimiento de la nanoparticula? Para ver esto,
recubrimos las NP con un PAA de un peso molecular de 1.2 kD, obteniendo NP@PAA con un tamafio
hidrodindmico de ~ 115 nm, similar al de las obtenidas con el de 15 kD. Tras determinar la capacidad de
adsorcion de Lzm de estas NP@PAA de 1.2 kD en las mismas condiciones que las NP@PAA de 15 kD, los

resultados de capacidad de adsorcion se muestran en la Fig. 74.

Amax (Mg B-Lg por mg de NP)

PAA 15 kD PAA1.2kD
Tamanodel PAA

Fig. 74.- Comparacion de capacidad de adsorcidn de Lzm sobre NP@PAA obtenidas con PAA de distinto peso
molecular (15 kD vs. 1.2 kD). Para la determinacion se incuba 0.25 mg-mL™ de Lzm en concentracion
constante y afiadimos NP@PAA en cantidades crecientes (0—0.25 mg-mL™?) a pH 7.

Al recubrir con un PAA de menor tamafio, la capacidad de adsorcion se ve reducida casi un 50 %
aproximadamente (0.39 frente a 0.77 mg de Lzm por mg de NP@PAA). Esto puede ser debido a que, a igual
numero de contactos con la superficie, el de mayor peso molecular expone al medio un mayor nimero de
residuos sobre los que la proteina puede interaccionar, por lo que, con el que mayor capacidad de

adsorcion se consigue es con el de 15 kD de peso molecular.

Anteriormente se ha comentado la posibilidad de que exista una pequefia agregacion de las NP@PAA
cuando se empiezan a adsorber las primeras moléculas de polielectrolito al partir de NP de magnetita
desnudas a pH 3 (cargadas positivamente), y ser afiadidas sobre el PAA a pH 5 (cargado negativamente). Si

esto lo hacemos a un pH donde la NP no va a compensar carga, porque presenta la misma carga que el
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polielectrolito, no podra darse tal agregacién, por lo que se ha propuesto el recubrimiento de las NP de

PAAaunpHde9.

Para ello, partimos de NP de magnetita desnudas a pH 11 (carga negativa) y las afiadimos sobre PAA a pH
9 a la concentracién que corresponda para lograr el exceso deseado. En este caso, el recubrimiento va a
ser guiado fundamentalmente por la capacidad quelante del grupo carboxilato del PAA. A pesar de la
repulsion que sufren la NP y el PAA debido a la carga negativa que presentan, la gran capacidad quelante
del carboxilato hacia los atomos de hierro de la superficie a este pH hace que el recubrimiento sea posible.
La gran ventaja de este método con respecto al anterior es que la carga de las nanoparticulas nunca cambia,
ya que estamos uniendo una molécula con la misma carga, y por tanto no existe una posible agregacion

entre ellas.

Al determinar la capacidad de adsorcion de Lzm en idénticas condiciones a las que se han descrito
anteriormente, se obtiene que para estas nuevas preparaciones la capacidad de adsorciéon es de 1.63 mg
Lzm-mg?, y de 1.45 mg Lzm-mg?, para las obtenidas con PAA de 15 kD y de 1.2 kD, respectivamente (Fig.
75). Cuando recubrimos NP@PAA en estas condiciones obtenemos un tamafio de alrededor de 59.1 + 0.5
nm para las obtenidas con PAA de 15 kD y de 49.2 + 0.4 nm para las de PAA 1.2 kD. Si analizamos cada
NP@PAA de forma separada obtenemos que, para el caso de NP@PAA de 15 kD, se produce una reduccion
de tamafio de 1.5 veces (de 90 a 60 nm), lo que implica que la capacidad de adsorcién aumente en
consecuencia 1.5 veces (lo que supondria un aumento de la capacidad de adsorcion tedrica por reduccién
del tamafio de 1.16 mg Lzm-mg?,considerando los 0.77 mg-mg™ obtenidos con el método anterior), pero
esto no es asi, la capacidad de adsorcién aumenta 0.48 mg Lzm-mg™ mds que el valor tedrico obtenido por
la simple reduccién de tamafio. Esto sucede de igual forma para las NP@PAA de 1.2 kD, puesto que para
estas se produce una reduccion de tamafio de 2.3 veces (de 115 a 50 nm), lo que implicaria que la capacidad
de adsorcion aumentase de forma proporcional (supondria un aumento de la capacidad de adsorcién
tedrica por reduccion del tamafio de 0.92 mg Lzm-mg?,considerando los 0.39 mg-mg™ obtenidos con el
método anterior), pero al igual que con las NP@PAA de 15 kD, la capacidad de adsorcion con respecto al

tedrico por la reduccidn de tamafio aumenta 0.53 mg Lzm-mg™* més.

Este aumento de ~ 0.5 mg Lzm-mg™ méas para cada preparacidn deber ser consecuencia del aumento de
afinidad de los grupos carboxilicos sobre la superficie de la NP cuando recubrimos a pH 9 (con respecto a
la afinidad cuando se recubre a pH 5), haciendo por tanto que se unan un mayor nimero de mondémeros y

por tanto que se produzca una mayor capacidad de adsorcién.

Aligual que pasaba antes, cuando recubrimos con el PAA de mayor peso molecular obtenemos un aumento
en la capacidad de adsorcion, aunque en menor proporcién que el anterior método, siendo este

incremento del 13 %. Por los resultados que se muestran, vemos que el mejor método para obtener las
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NP@PAA es hacerlo en condiciones donde la capacidad quelante del grupo carboxilico sea maxima. En
estas condiciones reducimos el tamafio practicamente a la mitad, logrando como consecuencia de estos

dos procesos, un mayor aumento de la capacidad de adsorcién, en este caso de Lzm.

Las mismas NP@PAA obtenidas mediante otra metodologia consiguen adsorber 0.090 mg de Lzm por mg
NP@PAAZ%%4 nor lo que conseguimos un aumento en la capacidad de adsorcidn de 18 veces al obtenerlas

en las condiciones descritas anteriormente (1.63 mg de Lzm por mg NP@PAA).
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Fig. 75.- Comparacion de capacidad de adsorcidn de Lzm sobre NP@PAA obtenidas con PAA de distinto peso
molecular (15 kD vs. 1.2 kD) y obtenidas mediante los distintos métodos descritos. El primer método, se
recubre afiadiendo la NP a pH 3 sobre el PAA a pH 5, mientras que el sequndo método es afiadiendo la NP a
pH 11 sobre el PAA a pH 9. Para la determinacidn se incuba 0.25 mg-mL™* de Lzm en concentracion constante
y afiadimos NP@PAA en cantidades crecientes (0 —0.25 mg-mL™2) a pH 7.

4.3.5.- Conclusiones

Se han obtenido nanoparticulas de magnetita recubiertas tanto con un polielectrolito catiénico, PAAH,
como con otro de carga negativa, PAA. Se han optimizado las condiciones de sintesis del recubrimiento de
forma que se minimice el tamafio de la nanoparticula resultante (con objeto de aumentar su area
especifica), su estabilidad coloidal y, mds importante, su capacidad de adsorcién de ligandos de carga
opuesta. Se ha observado que cuando el recubrimiento se lleva a cabo a concentraciones moderadas de la
magnetita, el tamafo de la nanoparticula resultante disminuye fuertemente con el exceso de polielectrolito
en el medio, hasta alcanzarse un tamafio minimo. Incrementos posteriores del exceso de polielectrolito
presente en el medio de reaccion no tiene un efecto favorable en la reduccién del tamafio, pudiendo
producir un aumento en la fuerza idnica del medio que induzca el apantallamiento de la repulsion entre

particulas recubiertas y hacer menos efectiva la desaglomeracion de las particulas de magnetita.
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Ambos recubrimientos, NP@PAAH y NP@PAA muestran una elevada capacidad de adsorcién de proteinas
de carga opuesta. Se ha demostrado que tanto el pH de la disolucion a la cual se lleva a cabo el
recubrimiento como la fuerza iénica del medio tienen un importante efecto sobre el nimero de
mondmeros de polielectrolito expuestos al disolvente y, en consecuencia, con su capacidad de adsorcion.
La optimizacién de la capacidad de adsorcién de las particulas de magnetita con polielectrolitos requiere
un control de ambos pardmetros (pH y fuerza idnica) habiéndose demostrado cuales son las claves para un

disefio verdaderamente racional.




4.4.- Capitulo 4 - Disefio y caracterizacion de nanoparticulas

magnéticas para la captura de metales pesados
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4.4.1.- Introduccion

Son cada vez mayores los problemas derivados de la contaminacién por metales pesados. Dada la
necesidad de encontrar soluciones, proponemos la sintesis de nanoparticulas magnéticas derivatizadas en
cuya estructura o superficie posean grupos andlogos a los que presenta la molécula de EDTA (4cido
etilendiaminotetracético), un excelente agente quelante de metales. La ventaja de trabajar con
nanoparticulas magnéticas es que, una vez han capturado el ligando deseado, pueden ser retiradas de la
disolucion mediante la accidon de un campo magnético externo. Ademas, la posibilidad de recuperar la
nanoparticula unida al contaminante abre la puerta al desarrollo de metodologias que permitan la
liberacion controlada del contaminante, su recuperacion vy la reutilizacion de las particulas magnéticas en

ciclos de captura sucesivos.

Existen distintos ligandos capaces de unir iones metalicos que suelen clasificarse de acuerdo con el nimero
de contactos que establezca el ligando con el metal. Asi, los ligandos monodentados (ion cianuro, CN, el
fluoruro, F, el tiociananto, SCN", etc.) se unen al metal a través de un Unico atomo. Por su parte los
polidentados se unen al metal a través de mas de un atomo, pudiendo encontrarse ligandos bidentados
como la etiliendiamina (H,NCH,CH,NH,), tetradentados como puede ser el trifosfato de adenosina (ATP) o
hexadentados como el EDTA (Fig. 76). Cuando los ligandos polidentados se coordinan con el dtomo

241 E| efecto quelato es un efecto puramente

metdlico forman un complejo conocido como quelato
entrépico que reduce la pérdida de entropia traslacional como consecuencia del menor nimero de
particulas que pasan a formar parte del complejo. Asi, si para formar el complejo metal — ligando se
requieren 6 moléculas de un ligando monodentado, la formacién del complejo supondria pasar de 7
particulas de reactivos (ion metdlico y 6 ligandos monodentados) a una Unica particula de complejo. Sin
embargo, si ese mismo metal forma un complejo con un ligando hexadentado, la reaccion de formacién
del complejo implicaria una menor pérdida entrdpica traslacional ya que supondria pasar de 2 a 1 particula.
La menor pérdida de entropia asociada al efecto quelato favorece la espontaneidad de la reaccion de

formacion del complejo haciendo el cambio de energia libre mas negativo (la contribucién entrépica se

hace menos desfavorable) aumentando, por tanto, la constante de equilibrio?**.
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Fig. 76.- Formacidon del complejo entre un ion metdlico (M) y una molécula de EDTA (dcido
etiliendiaminotetracético). En el complejo, el metal se encuentra coordinado por sendos pares electronicos
de las dos aminas y los cuatro grupos carboxilato de la molécula de EDTA.

z[\\

\‘ =

:

'

- _,.....g..
l' "

O o




Resultados y discusion — Capitulo 4

Disefio y caracterizacion de nanoparticulas magnéticas para la captura de metales pesados

En el caso de la formacién de un complejo metal-EDTA tenemos que:

_ [M-L]

M+ L &= ML K, L]

Donde [M:-L], [M] y [L] son las concentraciones de cada una de las especies en el equilibrio y K es la
constante de formacion del complejo. La Fig. 77 recoge Unicamente los valores de las constantes de
formaciéon del complejo (en ocasiones conocidas como constantes de estabilidad) para algunos iones
metalicos representativos. El EDTA es un ejemplo de agente quelante que presenta una elevada afinidad
hacia virtualmente todos los iones metalicos divalentes (y de carga superior), presentando especificidad

Unicamente entre iones cuyas constantes de formacién son suficientemente distintas entre ellas.

30.0

Mg?* Ca% Fe2* Co?* Cu?* Niz* Fe3*

Fig. 77.- Constante intrinseca de formacion de algunos metales ionicos representativos con el EDTA a 25 °C
y una fuerza idnica de 0.1?*2.

4.4.2.- Hipdtesis de partida

Es posible disefiar recubrimientos que mimeticen el comportamiento del EDTA como agente quelante
general de metales pesados. Existen varias posibilidades que pretendemos explorar experimentalmente y

que se enumeran en el apartado siguiente.

Por otra parte, la naturaleza magnética de las nanoparticulas a disefiar y sintetizar permitiria facilmente la
captura del contaminante y su recuperacion posterior. Por ello, el disefio debe contemplar la posibilidad

de provocar la disociacién del metal respecto del agente quelante.

Ademads, pretendemos desarrollar metodologias de captura selectiva de iones presentes en mezclas de
éstos pudiendo no sdlo recuperar el metal o metales, sino haciéndolo de forma fraccionada debido a la

distinta afinidad que el recubrimiento mostraria frente a éstos?®.
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4.4.3.- Estrategia experimental

v" Recubrir las particulas de magnetita con silice (utilizando TEOS) y derivatizar la superficie de |a silice
con APTES para que se expongan al disolvente grupos amino. Utilizar el EDTA anhidro y modificar
covalentemente los grupos amino del APTES expuestos al disolvente.

v’ Derivatizar alguno de los polielectrolitos catiénicos formados por aminas (tales como PAAH o PEI)
carboxilando la amina y formando un enlace covalente entre el N de la aminay el C del resto —CH,-
COOH. Estos polielectrolitos asi modificados deberian tener una elevada afinidad por los cationes
metalicos.

v" Determinar la capacidad de unién que presentan las particulas de magnetita recubiertas por
cualquiera de los métodos comentados hacia distintos metales, utilizando el Cu?*, Ni%*, Ca%* o Co?,
como ejemplos de ligandos.

v Probar que las NP sean regenerables, y puedan ser utilizadas varios ciclos para capturar metales.

v Testar si las particulas presentan constantes de unién suficientemente distintas para algunos

metales de forma que puedan separarse fraccionadamente.

4.4.4.- Resultados y discusion

En primer lugar proponemos unir covalentemente la molécula de EDTA (partiendo de EDTA dianhidro (Fig.
78) sobre nanoparticulas de Fes04 que han sido previamente recubiertas, NP@TEOS@APTES, (descritas en
materiales y métodos) las cuales exponen grupos NH; al medio pudiendo ser facilmente derivatizados. A
priori, existe la posibilidad que, en caso de ser efectiva la formacidn de enlaces covalentes, éstos afecten a
mas de un grupo carboxilato, lo que reduciria de forma muy sensible la afinidad del metal por estos centros

de union.

Los detalles de la sintesis se presentan en el capitulo de Materiales y Métodos de esta Tesis Doctoral. La
Fig. 78 muestra esquematicamente el proceso realizado. Las particulas de magnetita fueron recubiertas
con silice utilizando TEOS como precursor siguiendo el método de Strober. Tras su lavado y sonicacién, se
derivatizd la superficie de silice con APTES para lograr tener grupos amino en la superficie de la particula.

Finalmente, la reaccién con EDTA dianhidro se realizd en medio alcohdlico en ausencia de agua.

Capa de silice _—~COOH

- cro, "

N 2 N o 2
Fe;0, N HoN | NH, | ;:;;g H,N NH, ’N{
N APTES M e WO ( \—cooH
— — > HN NH, ——————> N N—C N
(HeC,0),Si(CH,)-NH, EDTA dianhidro ~""\—COOH
H,N NH, HN NH,

NH, NH,

Fig. 78.- Esquema de sintesis de NP@TEOS@APTES-EDTA
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Una vez obtenidas estas nanoparticulas, se ponen a 1 mg-mL™ junto con una disolucién que contiene Cu?*.
Tras dejar incubar para que se produzca la adsorcion, decantamos las nanoparticulas con un iman vy
cuantificamos el Cu?* que queda en disolucién, pudiendo determinar por diferencia la cantidad de Cu?* que
son capaces de adsorber. Estos resultados se muestran en la Fig. 79. Es importante destacar que el
experimento también se realizé con las nanoparticulas de las que proceden (NP@TEOS@APTES), en las
mismas condiciones, para determinar si poseen capacidad de adsorciéon de Cu?*, encontrando que la

capacidad de adsorcién de Cu?* es nula (datos no mostrados).

40

35

30

25

20

Umax (Mg Cu?* adsorbido/mg NP)

NP@TEOS@APTES-EDTA NP@TEOS@APTES-EDTA (regeneradas)

Fig. 79.- Comparacién de la capacidad de adsorcidn de Cu?* a pH 5 sobre NP@TEOS@APTES-EDTA (barra
izqda.) y sobre NP@TEOS@APTES-EDTA que han sido lavadas con H2504 previamente para eliminar grupos
EDTA adsorbidos sobre la superficie (barra dcha.). Ambos experimentos son realizados en las mismas
condiciones.

En la Fig. 79 la barra de la izquierda muestra la capacidad de adsorciéon de Cu®* a pH 5 que poseen las
nanoparticulas, unos 34 ug de Cu?* por mg de NP. A priori parece que el EDTA ha sido incorporado de forma
correcta sobre la superficie de la nanoparticula, sin embargo, si las tratamos con H,SO,4 para regenerarlas
(protonacion de los grupos carboxilicos de la molécula de EDTA, con la consecuente disociacién de las
moléculas de Cu®* previamente adsorbidas) se produce una pérdida casi total de la capacidad de adsorcion
de Cu?, siendo ahora de 1,4 pg de Cu®* por mg de NP. Esto significa que la derivatizacion no se ha
completado de forma correcta y, por tanto, las moléculas de EDTA no estan unidas covalentemente sobre

la superficie, sino adsorbidas sobre la superficie cargada positivamente.

El proceso de sintesis fue intentado un nimero elevado de veces variando las condiciones en las que se
llevd a cabo, en un intento de optimizar el procedimiento. Sin embargo, en todas las ocasiones se
obtuvieron particulas que parecian tener una cierta capacidad de capturar metales pero que tras ser
lavadas en medio acido perdian dicha capacidad quelante. Debido a los problemas encontrados, decidimos

intentar llevar a cabo la derivatizacion (utilizando el EDTA dianhidro) pero sobre particulas de magnetita
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previamente recubiertas de PAAH (siguiendo los procesos comentados en el apartado anterior de este
capitulo de Resultados y Discusion). La metodologia usada ahora es la misma que lo anterior pero partiendo

de nanoparticulas recubiertas por un polielectrolito catidnico, el PAAH (NP@PAAH) (Fig. 80).

CHCO,
N 0
[ emeo
CH,CO,

N 0
CH,CO

EDTA dianhidro

Fig. 80.- Esquema de sintesis de NP@PAAH-EDTA

Dada la baja solubilidad del PAAH en medio no acuoso, la derivatizacion también resulta algo compleja
aungue, a priori, si que se produce (Fig. 81). A partir de los espectros infrarrojo correspondientes vemos
gue aparece una banda mas intensa a frecuencias donde se produce la vibracion del enlace del grupo
carboxilico, confirmando que el EDTA esta presente sobre la nanoparticula, aunque puede estar unido
covalentemente o adsorbido mediante interacciones electrostaticas, como ocurria en la metodologia

anteriormente descrita, por lo que debemos de estudiar dicha interaccion con la superficie.

100

= so

Fe304
NP-PAAH_2
NP-PAAH_EDTA_2

sal A i H i A
4000.12 2000 1000 400.205
Wavenumber [em-1]

Fig. 81.- Espectro infrarrojo de nanoparticulas de magnetita desnudas, NP@PAAH y NP@PAAH-EDTA.

Una vez obtenidas y lavadas con H,SO4 para eliminar aguellas moléculas de EDTA que pudieran quedar
adsorbidas sobre la superficie de la nanoparticula, afladimos voliumenes crecientes de éstas sobre una
disolucion a pH 5 que contiene alrededor de 700 uM de Cu?* (Fig. 82). A medida que aumenta la cantidad
de nanoparticula, la cantidad de Cu?* disminuye en el medio, lo que confirma que son capaces de eliminar

metal del medio, y que los grupos EDTA estan covalentemente unidos sobre la superficie.
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Fig. 82.- Variacidn de la concentracion de Cu?* en disolucion en funcién de un aumento de la cantidad de
NP@PAAH-EDTA en el medio. El experimento es realizado a pH 5.

Por tanto, confirmada la unién covalente de los grupos EDTA sobre la superficie de la nanoparticula,

cuantificamos la capacidad de adsorcidn que poseen tanto con Ni** como con Cu?* (Fig. 83).

Es importante destacar que las nanoparticulas han de almacenarse con un exceso de metal, en este caso
con Cu?*, para saturar los grupos EDTA presentes, puesto que si no se almacenan en estas condiciones la
nanoparticula acaba disolviéndose. Esto podria ser debido a la flexibilidad que posee el polielectrolito, cuya
incorporacion a la estructura de grupos carboxilatos, hace que estos puedan acceder a la superficie de la
nanoparticula y eliminar 4tomos de Fe?* y Fe®* de |a estructura, produciendo por tanto la digestién de la
nanoparticula. En principio esto no supone un problema mayor, puesto que antes de ser usadas tendrian
gue pasarse por una disolucion de H,SO4 para eliminar el metal adsorbido, y tras esto resuspenderlas y

afiadirlas a la disolucion a tratar.

Para cuantificar la capacidad de adsorcion incubamos cantidades crecientes de NP@PAAH-EDTA (0 — 3
mg-mL?) en una disolucidn que contiene una concentracion constante de Cu®, alrededor de 70 pM. Tras
decantar con el iman, cuantificamos el sobrenadante para determinar el Cu?* residual que no ha sido
adsorbido. A partir de aqui determinamos la capacidad de adsorcion de dichas NP (Fig. 83-A). Esto se repitio
también con Ni?* en las mismas condiciones. (Fig. 83-B). Como control, también se determiné la capacidad
maxima de adsorcidén de ambos metales por las particulas de magnetita recubiertas con PAAH (NP@PAAH)

pero no derivatizadas con el EDTA anhidro.
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Fig. 83.- Cuantificacion de la capacidad de adsorcién de Ni?* a pH 7 (arriba) y Cu?* a pH 5(abajo) cuando
ponemos concentraciones crecientes de las nanoparticulas (0 — 3 mg-mL™) y concentracion constante de
metal (70 — 80 uM). En ambas grdficas se incluye ademds la capacidad de adsorcion de las nanoparticulas
de las que proceden (NP@PAAH-EDTA). Estos experimentos han sido realizados en las mimas condiciones
que los anteriores.

De las pendientes obtenidas en ambas graficas de la Fig. 83, podemos confirmar que estas nanoparticulas
son capaces de adsorber alrededor de 9.3 — 9.7 pg de metal (Ni** o Cu?*) por mg de nanoparticula. Es
importante constatar que existe una muy distinta capacidad de capturar ambos metales por las particulas

derivatizadas (NP@PAAH@EDTA) y no derivatizadas (NP@PAAH).

Cuando tenemos NP@PAAH se produce una adsorcion de Cu?* y de Ni?* de 0.57 y 0.11 ug-mg* de NP,
respectivamente, mientras que con el EDTA se produce un aumento de la capacidad de adsorcién de unas

17 veces para el Cu?* (9,7 ug-mg?) y de 85 veces para el Ni** (9,3 pg:mg?) siendo esta capacidad de
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adsorcién similar debido a la similar afinidad que presentan (ver Fig. 77), siendo ademas su peso atdmico

muy similar.

Confirmada la capacidad de adsorcién de metal, aunque algo baja si la comparamos con las nanoparticulas
obtenidas con la primera metodologia (9.3 frente a 34 pug-mg?), hacemos pruebas de especificidad para

determinar si se produce la adsorcion de metal de forma selectiva cuando hay dos metales en el medio.

Para ello utilizamos dos metales con constantes de afinidad bastante distintas por el EDTA, como son el
Ni?* (K¢ (pH 7) = 2.0-10%) y el Ca?* (K¢ (pH 7) = 4.38:107). Para estudiar esto, incubamos los dos metales a
una concentracién similar de unos 80 uM y afiadimos cantidades crecientes de nanoparticulas. Tras
decantar las nanoparticulas con ayuda de un campo magnético externo, determinamos la cantidad de cada

uno de los metales que quedan en disolucidn. Los resultados se recogen en el Fig. 84.
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Fig. 84.-Eliminacion fraccionada de Ni** y Ca’* cuando se incuban a pH 7 a concentracion constante de metal
(70 - 80 uM de cada metal) en presencia de cantidades crecientes de NP@PAAH-EDTA (0— 3 mg-mL™).

Como vemos en la Fig. 84 cuando se ponen en contacto las nanoparticulas con una disolucién que contiene
mezcla de metales, elimina primero aquel que tiene una afinidad mayor por este (Ni**), y una vez que es
completamente adsorbido se produce la captura del segundo metal, en este caso el Ca?*. En los resultados
vemos que al principio parece que también se produce una eliminacién de Ca?* del medio, ya que la
cantidad presente en el medio no permanece constante, pero esto se explica por el método en que se lleva
a cabo la cuantificacion, y es que en presencia de Ni?*, para la cuantificacion de Ca?* con el indicador de o-
cresolftaleina, se produce un aumento en la sefial, por lo que se sobreestima la concentracion de metal
que hay en el medio. En el primer punto, cuando aun no hemos afiadido nanoparticulas al medio, el valor

de concentracion de Ca®* es superior, y disminuye de forma lineal con la bajada en disolucion del Ni?*. Para
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afirmar este comportamiento, se ha cuantificado Ca?* con el mismo método en presencia de Ni?*

encontrandose una sobreestimacion del contenido de Ca?* sobre el 20 — 40 %.

Por los resultados obtenidos confirmamos que las nanoparticulas tienen capacidad selectiva para eliminar
metales pesados del medio, y por lo tanto tendrian una buena aplicacién para purificar aguas residuales

donde haya una mezcla de metales.

Como conclusién del uso de estas nanoparticulas, podemos decir que tienen capacidad para eliminar metal
de forma selectiva, y ademds se pueden reutilizar facilmente, ya que estan almacenadas con un exceso de
Cu?* para saturar todos los grupos EDTA y tras lavar con H,S0., éstos quedan expuestos al disolvente. Como
ha sido comentado anteriormente, la estabilidad de las nanoparticulas una vez incorporada la molécula de
EDTA es baja debido a la digestion de la magnetita por el propio recubrimiento. Ademas de esto pensamos
gue la capacidad de adsorcion puede mejorarse usando otras metodologias que hagan que se produzca

una mayor adsorcion, por lo que diseflamos una tercera estrategia de obtencién de NP.

La nueva estrategia a seguir, es usar otro polielectrolito con una mayor densidad de carga que el PAAH.
Este polielectrolito es la PEl ramificada, utilizado como precursor para nuestro propdsito. Resultados
realizados de adsorcidn de Cu®* sobre NP@PEI (mostrados en el apartado 5 de este capitulo de Materiales
y Métodos), muestran que capturan alrededor de 100 ug-mg?, una capacidad bastante superior a las

obtenidas anteriormente.

La PEI utilizada va a ser carboxilada (PElc), uniendo covalentemente a las aminas primarias y secundarias
grupos —CH,-COOH, lo que hara que el nuevo polielectrolito contenga en localizaciones cercanas tanto los
pares solitarios de los nitrégenos, como los grupos carboxilato introducidos, por lo que la estructura sera
similar a la de las moléculas de EDTA. Pensamos que de esta forma aumentaremos la capacidad de
adsorcion de metal puesto que no suprimimos uno o varios grupos carboxilatos como en las estrategias
anteriores con el EDTA dianhidro. Para obtener la PEIc realizamos la sintesis en medio acido derivatizando

las aminas primarias y secundarias del polielectrolito®. Esto queda resumido en la Fig. 85.
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Fig. 85.- Esquema de sintesis de PElc a partir de PEl y cloroacético.
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Una vez sintetizada la PElc, es caracterizada comparando el proceso de unién de Ni** sobre la molécula de
EDTAy sobre la PElc. Esto lo llevamos a cabo mediante calorimetria isoterma de titulacion, ITC (Isothermal

Titration Calorimetry), de donde obtendremos su constante de afinidad (Fig. 86-EDTA y Fig. 86-PElc).
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Fig. 86.- Calorimetria Isoterma de Titulacion (ITC) a pH 7 de Ni** sobre EDTA (izq.) y PElc (dcha.). Ambos experimentos
se han realizado con una concentracion de 5 mM de Ni** como titulante y 0.5 y 2 mM para EDTA y PElc,
respectivamente. Ambos experimentos son realizados a pH 7.

Tabla 7.- Parémetros termodindmicos de unidn del Ni?* a EDTA y a PElc
obtenidos mediante ITC a pH 7.0y 25 °C.

Metal Constantes de union, Kp
EDTA 5.5-106
PEIc Ki=3.0-10° K,=2.2-10*

De los resultados mostrados en la Tabla 7, vemos que la PElc presenta dos tipos de sitios de unién frente
al que presenta el EDTA, pero uno de ellos es de una afinidad similar a éste, con lo que el comportamiento
en cuanto a la selectividad que presente respecto a los distintos metales deberia de ser muy parecido. A
pesar de que la estequiometria estd subestimada por esta técnica, probablemente por un error en la
concentracion de ambos, tanto para EDTA como para PElc, lo contrastamos espectrofotométricamente
realizando una titulacion de ambos con Ni?* a pH 7. Para monitorizar esto se ha llevado a cabo una adicion
de PElc o EDTA sobre Ni*, y se ha medido la absorbancia del complejo resultante (mayor coeficiente de

extincion con respecto al metal libre) hasta que se produzca un cambio en la pendiente debido a que el
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Ni?* se encuentra totalmente unido o se une con distinta afinidad de como lo hacia al principio, como es el

caso de la PElc. Determinando el punto de corte de ambas pendientes, podremos obtener la

estequiometria del proceso (Fig. 87).
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Fig. 87.-Titulacién de Ni?* 15 mM con EDTA (A) a una concentracidén de 50 mM y con PElc (B) a concentracion
de 200 mM. Se representa la variacion de absorbancia a 590 nm frente a la relacion molar tanto de PElc/Ni**
como de EDTA/Ni?*.

De estos resultados vemos que la estequiométrica entre el EDTAy el Ni?* es ligeramente superior a 1:1 (Fig.
87-A), mientras que para la PElc es de cercana a 4:1 (Fig. 87-B), lo cual es completamente probable puesto
que necesitamos 4 mondmeros por molécula de Ni?*, ya que para coordinar el metal se necesitan dos

nitrogenos y al menos dos grupos carboxilato. Para que esto ocurra, dada la proximidad de los grupos en

el polielectrolito, deberiamos de necesitar hasta 4 monémeros de PElc.
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Ademas, podemos ver los dos sitios de unién sobre la molécula de PEIc tal y como veiamos por ITC, puesto
gue una vez satura los sitios de uniéon de mayor afinidad, la pendiente cambia, pero no tan bruscamente
como en el caso del EDTA, donde no se observa practicamente aumento en la absorbancia, sino que

probablemente se siga uniendo a la PElc pero a sitios de menor afinidad.

Todo parece indicar que el comportamiento de la PElc es muy parecido respecto al del EDTA, pero esto es
libre, y lo que pretendemos es unirlo a la nanoparticula (Fig. 88) y determinar realmente la hipdtesis de

partida sobre la capacidad de captura, especificidad y regeneracion.

0 0
HO $—0OH
‘ . HO OH
< : Lo
Fe;0, L_-J A,
PElc [N

VL

Fig. 88.- Esquema de obtencion de NP@PEIc.

En primer lugar, determinamos las condiciones iddneas para asegurar un recubrimiento completo de la
nanoparticula por parte del polielectrolito. Para estudiar el efecto de la cantidad de PElc utilizada en el
recubrimiento sobre el tamafio de las particulas resultantes, se sintetizaron particulas de magnetita
recubiertas de PElc en presencia de distintas cantidades de polielectrolito. Los resultados se muestran en

la Fig. 89.

Los resultados muestran que el polielectrolito sintetizado tiene una elevada capacidad para disgregar la
magnetita, la cual se encuentra agregada en ausencia del mismo, pasando su tamafio inicial desde
alrededor de 3 um a alrededor de 100 nm cuando se alcanza una relacion en peso cercana a 0,5 (mg de
PElc por mg de magnetita). Este tamafio permanece practicamente inalterable incluso cuando se utilizan

excesos 50:1.
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Fig. 89.- Variacion del tamarfio de la nanoparticula tras recubrirla con distinto exceso de PElc a pH 9.

Dado que el exceso de PElc no hace cambiar el tamafio, y por tanto su superficie especifica, probamos tres
relaciones de concentraciones de PElc con respecto a la NP. Esto es llevado a cabo por el comportamiento
gue presentan las NP@PEI cuando se tratan con distintos excesos de PEl con respecto a la NP. El hecho de
que la capacidad de adsorcion pueda aumentar cuando recubrimos con un exceso distinto de PElc puede
ser debido al mayor desplazamiento del equilibrio hacia la formacion del complejo NP@PElc, lo que, por
un lado, hard que una mayor cantidad de moléculas se unan sobre la superficie, y por otro que el contacto
se minimice para una misma molécula. A consecuencia de esto una mayor cantidad de mondmeros podran
ser expuestos y por lo tanto aumentar la capacidad de adsorcion de metales (u otras moléculas de interés).
Esto abre una nueva linea de investigacion cuyo objetivo sea determinar bien el mecanismo por el que se
produce la fijacion de la PElc sobre la superficie de la nanoparticula de magnetita (esto no serd objeto de

estudio en esta presente Tesis Doctoral).

Para llevar a cabo esto realizamos experimentos donde incubamos una concentracién creciente de
NP@PEIc (para cada una de las condiciones preparadas) sobre una disolucién que contiene una
concentracion constante de metal. Tras dejar incubar para que se produzca la adsorcion, las NP@PElc son
decantadas con un campo magnético externo y el sobrenadante es cuantificado. Los datos se muestran en
la Fig. 90. Para nanoparticulas obtenidas a una relacion PEIc:NP de 1:1 obtenemos una capacidad de
adsorcién de 120 ug-mg?, mientras que para nanoparticulas obtenidas a una relaciéon PEIc:NP de 9:1 la
capacidad de adsorcién asciende hasta 506 pug-mg? y para las obtenidas para la relacién PEIc:NP mds
elevada (33:1), obtenemos una capacidad de adsorcién de 4010 pg-mg*. Esto supone un amento casi lineal
de la capacidad de adsorcidn de las nanoparticulas, lo cual es muy sorprendente, ademas del aumento de

la capacidad de adsorcion con respecto a las anteriores sintesis ya discutidas en este capitulo.
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Fig. 90.- Determinacion de la capacidad de adsorcion mdxima de NP@PEIc obtenidas con una diferente
relacion en peso de PEIC/NP. En todos ellos se incuba Cu®* a concentracidn constante y se afiaden
nanoparticulas en concentracion creciente. Relacion PE:NP (A) 1:1. (B) 9:1. (C) 33:1.
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Con objeto de poder caracterizar la posible recuperacién del metal y la posterior reutilizacién de las
nanoparticulas, realizamos una serie de experimentos, centrando nuestra atencion sobre las Ultimas

nanoparticulas obtenidas, NP@PEIlc (33:1).

Para realizar el ensayo de regeneracion, las nanoparticulas una vez saturadas de metal, se afiaden sobre
una disolucién que contiene un exceso de EDTA para que se produzca la eliminacion del metal sobre la
superficie. La simple bajada de pH con H,SO4 (como en los casos de sintesis anteriores) demostré ser
insuficiente para conseguir la liberacion del metal, lo cual argumenta acerca de la elevada afinidad del
polielectrolito por los metales capturados. Por esta razdn, se decidié eliminar el metal (en particular, Cu?*)
haciendo competir a la nanoparticula NP@PEIc con EDTA. En las condiciones probadas el EDTA presenta
mucha mas afinidad por el metal que la propia NP@PElc. Una vez eliminado el metal, se precipitan las
nanoparticulas bajando el pH mediante la protonaciéon de los grupos carboxilicos (la PElc es practicamente
insoluble a pH 2, método que se utiliza para su purificacion). Tras someterlas a lavados se vuelven a incubar
en una disolucién de Cu?*, de donde se cuantifica el sobrenadante una vez las nanoparticulas saturadas han

sido retiradas del medio. Los resultados se muestran en la Fig. 91.
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Fig. 91.- Capacidad de adsorcidn de Cu?* tras la regeneracidn de las NP@PEI mediante adicion de un exceso
de EDTA, posterior bajada de pH, y resuspension. Todos los experimentos estan hechos en las mismas
condiciones a pH 5 y con concentracion constante de NP@PEIc y Cu®*. Las nanoparticulas usadas para este
estudio son las obtenidas con un ratio 33:1.

Tras realizar el ensayo de regeneracién observamos que las nanoparticulas pueden someterse a 3 ciclos de
lavado sin perder su capacidad de adsorcidn, siendo practicamente la misma que inicialmente. Estos datos
confirman la posibilidad de reutilizar las nanoparticulas hasta 3 veces, abaratando costes en los procesos
de captura de metales pesados. Cuando las muestras se sometieron a posteriores lavados, la integridad de

las particulas comenzo a verse afectadas obteniendo resultados escasamente reproducibles.
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Por Ultimo, para la separacion fraccionada de metales, elegimos el Cu®* y Co?* debido a que hay una
diferencia de tres drdenes de magnitud entre sus constantes de formacion a pH 5, K¢ con EDTA (2.23-10%2,
para el Cu?*y 7.23-10° para el Co?*). Ademas, estos metales permiten la cuantificacion cuando ambos estan
presentes en el medio, lo que evita los problemas asociados a la inespecificidad que tienen los colorantes
usados en la anterior cuantificacion de mezclas de metales (Ni** y Ca?*, ver Fig. 84) que ya se ha tratado en
este capitulo con otras nanoparticulas (NP@PAAH-EDTA). Para cuantificar el metal que queda en disolucién
proseguimos el método descrito en materiales y métodos (ver Fig. 50). De ambas rectas de calibrado, se
observa que cada metal absorbe a una determinada longitud de onda cuando se coordina con aminas
procedentes de distintas moléculas como glicina o etiliendiamina. De las pendientes a las distintas
longitudes de onda, podemos concluir que mientras que el Co?* absorbe a 335 nm cuando se coordina con
la etilendiamina, el Cu?* no lo hace. Por otro lado, mientras que el Cu?* absorbe a 700 nm cuando se
coordina con la glicina, el Co** no lo hace. Es por ello que este método permite una cuantificacion especifica

de cada metal aun cuando ambos estan presentes.

Para estudiar esto, incubamos los dos metales a una concentracion similar de unos 25 mM y afladimos
cantidades crecientes de nanoparticulas. Tras decantar las nanoparticulas con ayuda de un campo
magnético externo, determinamos la cantidad de cada uno de los metales que quedan en disolucion en las
mismas condiciones en las que se han obtenido las rectas de calibrado. Los resultados se recogen en el Fig.

92.
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Fig. 92.-Eliminacion fraccionada de Co?* y Cu?* cuando se incuban a pH 5 a concentracién constante de metal
(25 mM de cada metal) en presencia de cantidades crecientes de NP@PElc (0 — 1 mg-mL™).

Como podemos ver, en primer lugar, se produce la adsorcidon del Cu?*, y una vez éste ha sido

completamente eliminado, se produce la adsorcion del Co?*. No podemos separarlos al 100 % debido a que
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entran en juego las propias constantes, ya que una vez se ha eliminado un gran porcentaje del metal que
mas afinidad tiene, nos encontramos que del otro metal hay un exceso, aungue con una afinidad menor, y
es inevitable que se produzca la adsorcidn, aunque practicamente despreciable frente al metal con mayor

afinidad.

4.4.5.- Conclusiones

Se han obtenido particulas de magnetita recubiertas por el polielectrolito PElc en el que buena parte de las
aminas de la PEl fueron carboxiladas. Este polielectrolito demostré tener dos tipos de centros de unién
frente a metales como el Ni**. Uno de ellos es de alta afinidad con una constante de unién de 3.0-10° a pH
7 (muy similar a la mostrada por el EDTA). El otro grupo de centros de uniéon muestra una afinidad menor

(2.2:10%.

La nanoparticulas de magnetita recubiertas por PElc demostraron tener una extraordinaria capacidad de
adsorber metales siendo ésta dependiente del exceso de PElc utilizado en el momento de producir el
recubrimiento de la particula de magnetita desnuda. Nuestros resultados muestran que esta capacidad de
adsorcion varia desde 120 ug-mg™ cuando las nanoparticulas se sintetizaron en una relacién PEIc:NP de 1:1

hasta 4010 ug-mg™ cuando lo era de 33:1.

Estas particulas pueden ser reutilizadas una vez sometidas a ciclos de eliminacién del metal (compitiendo
con EDTA), lavados con H,SO4 y agua y sonicacion, al menos tras sufrir 3 de estos ciclos. Por Ultimo, estas
particulas pueden eliminar metal de forma fraccionada, por lo que podrian aumentar su interés en la
industria, ya que permitirian una separacion selectiva de metales, recuperando cada metal de manera casi

individual.
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4.5.- Capitulo 5 — Optimizacion de la capacidad de adsorcién de
NP mediante el crecimiento del recubrimiento de PEI utilizando

polianiones
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4.5.1.- Introduccion

Previamente, se ha descrito la necesidad de recubrir las NP magnéticas con un doble objetivo. Por un lado,
el recubrimiento con polielectrolitos aumentara su estabilidad coloidal y, por otro, permitird utilizar el
propio polimero cargado adsorbido sobre su superficie para adsorber, capturar, almacenar, o trasportar
ligandos de carga opuesta. Los distintos recubrimientos llevados a cabo con polielectrolitos como el PAA o
el PAAH han mostrados su capacidad para estabilizar las nanoparticulas sintetizadas, consiguiendo que
sobre los grupos cargados que quedan expuestos al disolvente se adsorban proteinas de carga opuesta a
dicho recubrimiento, siendo la adsorcién guiada mediante interacciones electrostaticas, principalmente.
Aunque las capacidades de adsorcién o capacidad de carga de dichas nanoparticulas por las biomoléculas
probadas han resultado ser considerables, uno de los objetivos principales en el campo de la nanomedicina,
es la obtencién de nanoparticulas con elevada capacidad de carga, pudiendo reducir asi la dosis
administrada y minimizando, por tanto, la toxicidad que puedan probar. Por lo descrito anteriormente,
proponemos disefiar NP con una alta capacidad de adsorcion de proteinas anidnicas u otras moléculas, que
puedan tener interés en aplicaciones para su almacenamiento, minimizacion de la atraccion de las propias
moléculas de proteina con una gran tendencia a agregar o como transportadoras en sistemas de liberacion

de farmacos.

Para ello vamos a utilizar la PEI ramificada que es un polielectrolito con una elevada densidad de carga
superficial debido al elevado contenido en grupos amino (aminas primarias, secundarias y terciarias en
relacion 1:2:1), lo que le hacen que no posea un pK, Unico, tal y como vemos en la Fig. 93, ya que la
deprotonacion de las aminas se consigue paulatinamente desde pH 2 hasta pH 12 al afiadir volumenes

crecientes de NaOH 1 M, otorgandole carga positiva en dicho intervalo de pH para la PEl libre.

0 100 200 300 400 500 600 700 800
V (NaOH) uL

Fig. 93.- Variacion de pH al titular las aminas primarias, secundarias y terciarias de PEl con volumenes
crecientes de NaOH 1IM.
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A medida que disminuimos el tamafio de las particulas de magnetita recubiertas (ver secciones anteriores
acerca de la reduccién del tamafio en funcién de las concentraciones de los polielectrolitos utilizadas)
disminuye la velocidad a la cual son decantadas magnéticamente. Un ejemplo de esta situacién ocurre con
las particulas de magnetita recubiertas de PEl, NP@PEI. Por ello, durante el proceso de su purificacion
(eliminacion del polielectrolito en exceso), surge la necesidad de utilizar agentes que puedan precipitar las

nanoparticulas de forma rapida.

Nuestra experiencia de laboratorio nos indica que moléculas que contengas dos o mds cargas (tales como
sulfato, fosfato, pirofosfato, hexametafosfato, etc.) precipitan de forma muy efectiva la PEIl libre en
disolucién, lo que permite decantar magnéticamente las NP@PEI agregadas por estos agentes y separarlas
de la PEl sobrante (precipitado). Tras someter a procesos de lavado, las nanoparticulas obtenidas resultan
tener una elevada capacidad de adsorcion de ligandos de carga opuesta. Aln mas interesante es que esta
capacidad de adsorcién aumenta de forma espectacular con la cantidad de PEl utilizada en el
recubrimiento. Ademas, el aumento en la capacidad de adsorcion es practicamente lineal y no saturable,
lo que indicaria que es independiente de la cantidad o tamafio de las particulas de magnetita que quedan

atrapadas dentro del recubrimiento.

4.5.2.- Hipdtesis de partida

Proponemos, que un mecanismo que podria explicar este comportamiento es que las moléculas aniénicas
con carga negativa utilizadas en la precipitacion de la PEl pudieran estar formando interacciones
electrostaticas con moléculas distintas de PEl. Cuando estas interacciones se establezcan entre moléculas
que formen parte del recubrimiento y otras libres en disolucién, el resultado serd la incorporacién de mdas

moléculas de PEl al recubrimiento.

Una vez purificadas, las nanoparticulas contendrian una mayor cantidad de PEIl que se depositaria sobre su
superficie Unicamente por adsorcién. El crecimiento en el nimero de cadenas individuales de PEl formando
parte del recubrimiento dependeria tanto de la concentracién de PEl libre como de la concentracion de los
agentes iénicos multivalentes que actuarian de conectores entre las moléculas de PEl incorporadas a la

nanoparticula.

Cuando estas nanoparticulas son enfrentadas a un ligando (tal como una proteina de signo opuesta, como
la B-Lg a pH 7), éste no solo se adsorberd a la superficie por interacciones electrostaticas sino que
reemplazaria a los aniones divalentes que mantienen a la PEl unida al revestimiento de la nanoparticula

estabilizandolo, al evitar la liberacion de la PEl previamente incorporada.
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4.5.3.- Estrategia experimental

v
v

Obtener y caracterizar las NP de magnetita en presencia de PEI.

Cuantificar la capacidad de adsorcién maxima de B-Lg (proteina anidnica pH 7) por las
nanoparticulas NP@PEI en funcién de la relacion NP/PEl, en presencia de ion fosfato.

Cuantificar la capacidad de adsorcion maxima de Cu?* por las NP@PEI en funcién de la relacion
NP/PEl, en presencia de ion fosfato.

Determinar los pardmetros termodindmicos de union de la PEl a distintos polianiones (sulfato,
fosfato y hexametafosfato) para poder entender tanto la formacion del recubrimiento extendido
como la sustitucién de estas moléculas por el ligando finalmente adsorbido (por ejemplo, B-Lg).
Verificar la capacidad de las NP@PEI para el almacenamiento vy liberacion de la proteina B-Lg.
Estudiar la aplicabilidad directa de las NP@PEI en la purificacion de una proteina que presenta

oligonucledtidos unidos tras su purificacion.

4.5.4.- Resultados y discusion

Tamafio y estabilidad coloidal de las nanoparticulas PEI@NP

Estas NP@PEI son obtenidas mediante interaccion electrostatica entre la NP de magnetitay la PEl a pH 7

(Fig. 94). A esta interaccién ha de sumarsele el efecto quelante de los pares electronicos solitarios de los

grupos amino con los d&tomos de hierro presentes en la superficie de la nanoparticula, lo que hard que el

recubrimiento posea una mayor estabilidad. El resultado es un recubrimiento fuertemente estabilizado que

le confiere una elevada carga superficial positiva. En primer lugar, buscamos condiciones donde la

nanoparticula una vez recubierta posea el menor tamafio, puesto que, si disminuimos tamafio,

aumentamos la superficie especifica logrando por tanto un aumento en la capacidad de adsorcién.
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Fig. 94.- Esquema de obtencion de NP@PE/

Para caracterizar como afectard el tamafio de la nanoparticula una vez se ha recubierto de PEl sobre una

cantidad constante de nanoparticulas (0.4 mg-mL?), afiadimos cantidades crecientes de polielectrolito (0
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—20 mg-mL?) a pH 7, consiguiendo por tanto una relacion de PEI con respecto a la nanoparticula que varia
desde 0 hasta 50 (Fig. 95-A). Los resultados muestran la elevada capacidad de desaglomeracién de la
magnetita confiriendo el recubrimiento una elevada estabilidad coloidal a la particula. Si, en ausencia de
PEI, la magnetita presenta un tamafio de alrededor de 3 um a pH 7 (pH proximo al punto isoeléctrico de la
magnetita), el tamafio de la particula recubierta se reduce por debajo de 400 nm a una relacion PEI:NP de

0.05, alcanzando un tamafio constante de alrededor de 150 nm para relaciones en peso superiores, incluso

a la relaciéon 50:1).
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Fig. 95.- (A) variacion del tamafio de la nanoparticula tras recubrirla con distinto exceso en peso de PEl a pH
7. (B) variacion del potencial Z de la NP@PEI obtenida en relacion en peso 20:1 (PEI:NP) a distintos pH.
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Dado a que la PEl cambia su estado de protonacién en funcion del pH como hemos visto anteriormente,
caracterizamos como varia la carga superficial de la nanoparticula en funcién del pH, una vez ha sido
recubierta por éste. Para ello, se incubaron cantidades de nanoparticula y PEl constantes (en relacién 20:1,
PEI:NP) a distintos pH desde pH 3 hasta pH 10 (Fig. 95-B), viendo que presenta carga positiva desde pH 3
hasta pH 9, con lo que podrd adsorber sobre su superficie proteinas con carga opuesta u otras moléculas
que puedan formar complejos con los pares electrénicos solitarios de los grupos amino de la PEI. El hecho
de que el rango de carga positiva varie con respecto a la PEI libre (no se conseguia la deprotonacién
completa hasta alcanzar pH 12, (Fig. 93) puede ser atribuido a la variacién que sufren los pK, de los grupos
aminos una vez interaccionan con la superficie?3®. A pesar de ello, presentan una gran estabilidad coloidal
desde pH 3 hasta pH 7 (30 — 45 mV), reduciéndose levemente a partir de pH 7 hasta pH 9 (~ 20 mV). A
partir de pH 9 debido a la baja carga de la PEl, no se consigue un recubrimiento estable ya que por la carga
de la nanoparticula (- 4.6 mV) nos encontramos en una zona de baja estabilidad coloidal lo que puede ser

traducido en un recubrimiento parcial de la PEl sobre la superficie.

Formacion del recubrimiento extendido por accion de moléculas anidnicas multivalentes y PEl en exceso

Debido a la gran estabilidad que presentan las NP@PEI de las que partimos es muy dificil eliminar el exceso
de PEI que no ha recubierto la superficie, ya que pese a su tamafio (100 — 200 nm) las nanoparticulas de
magnetita (obtenidas por el método de co-precipitacion) son de 10 — 20 nm*%’, por lo que son dificilmente
atraidas por un campo magnético externo. Es por esto por lo que se han buscado alternativas de
purificacion para minimizar el tiempo que requeriria la eliminacion del polielectrolito sobrante mediante

ultracentrifugacién o ultrafiltracién?**.

En primer lugar, se intentd precipitar las nanoparticulas con NaCl para disminuir la repulsion electrostatica
de las nanoparticulas permitiendo que la decantacién magnética sea mas rapida. Sin embargo, la elevada
estabilidad de las nanoparticulas obtenidas impidié su decantacidn magnética en tiempos razonables
(horas) incluso en presencia de concentraciones de NaCl alrededor de 1 M. Tras afiadir cantidades muy
elevadas de NaCl y dejar la suspensién coloidal de las nanoparticulas en presencia de un campo magnético

externo durante 24, la cantidad de muestra decantada magnéticamente resulté ser insignificante.

Como alternativa proponemos el uso de polianiones, tales como fosfato, sulfato o hexametafosfato, que
provocaran un precipitado rapido de la nanoparticula debido a la compensacién de cargas. De hecho los
polielectrolitos catidnicos como el PDADMACI han sido propuestos como candidatos para la eliminacion de
fosfato en aguas residuales?®. Por tanto, estos aniones divalentes podrian actuar como anclajes de otras
moléculas de PEl quedando unidas sobre la NP@PEl ya recubierta, obteniendo por tanto una
superestructura con un alto contenido de PEI (Fig. 96), con el consecuente aumento de la capacidad de

adsorcién de diversas moléculas.
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L S AP NP
Fe304 Y Y Ll

Fig. 96.- Formacion de la superestructura de NP@PE| con distintos polianiones en presencia de exceso de PE|.

Si es cierto el mecanismo que estamos planteando acerca del recubrimiento de las nanoparticulas, la
capacidad de adsorber una determinada molécula aumentara con la relacion en exceso en peso de PEl
sobre la nanoparticula presentando una tendencia lineal no saturable. Para determinar esto realizamos
experimentos de adsorcion de una proteina anidnica a pH 7, como es la B-Lg (pl ~ 4.8), sobre distintas

preparaciones de nanoparticulas con distinta relacion (PEI:NP).

Para cada tipo de NP@PEI incubamos a pH 7, B-Lg a una concentracién constante de 1 mgmL?, y
concentraciones crecientes de NP@PEI. Tras dejar que se produzca la adsorcion de la proteina sobre la
superficie, decantamos con la ayuda de un campo magnético externo para separar las NP@PEI-B-Lg y
cuantificar el sobrenadante mediante medida de absorbancia a 280 nm. De esta forma podremos
correlacionar cémo disminuye la concentraciéon de proteina en el medio en funcion de la cantidad de

NP@PEI afiadida.

De esta relacién determinaremos la capacidad de recubrimiento maximo que poseen las distintas
preparaciones de NP@PEI (metodologia explicada en materiales y métodos). Los resultados se muestran
en la Fig. 97. En la Fig. 97-A se muestra un ejemplo de obtencion de la capacidad de adsorcion maxima de
B-Lg de la NP@PEI que ha sido recubierta en una relacién en peso de PEI:NP, 1:1. Esta capacidad de
adsorciéon maxima esta relacionada con la pendiente de la gréfica, indicando la cantidad de B-Lg que
desaparece de la disolucion (de ahi la pendiente negativa) por mg de NP@PEI en el medio. De igual forma,
aungue en condiciones un poco variables debido al aumento de la capacidad de adsorcidn (la concentracidn
de nanoparticula varia érdenes de magnitud) se determina la capacidad de adsorcion maxima para cada

una de las NP@PEI obtenidas.

Enla Fig. 97-B se muestra la comparacion de la capacidad de adsorcion de B-Lg para cada una de las PEI:NP
preparadas. A simple vista se aprecia como se produce un aumento de la capacidad de adsorcién a medida

que aumenta la relacién en peso PEI:NP, pasando de 6.5 mg-mg ™ para una relacion PEI:NP de 1:1 hasta 440
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mg-mg’ para una relacién 50:1 (la mdaxima estudiada). Para poder observar la dependencia més

claramente, en el inserto de la Fig. 97-B se muestra la relacion entre la capacidad de adsorcion de B-Lg

frente al exceso de PEl con el que han sido tratadas las NP. La pendiente nos dice que por cada unidad de

exceso en peso de PEI que ponemos en relacion al peso de nanoparticula, la capacidad de adsorcién de la

superestructura aumenta alrededor de 8.9 veces. Esta relacion totalmente lineal con el exceso a tratar

afirma que para que se produzca dicho aumento de la capacidad de adsorcién, la nanoparticula debe crecer

su volumen formando la superestructura que proponemos (Fig. 96).
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Fig. 97.- (A) Determinacion de la capacidad de adsorcion mdxima de 6-LG a pH 7 para unas NP@PEI
obtenidas con un exceso de PEI:NP, 1:1. (B) Representacion en barras de la capacidad de adsorcion de LG
a pH 7 que posee cada preparacion de NP@PEI cuando son obtenidas con distinto exceso de PEI. En el inserto,
se muestra la correlacion lineal entre la cantidad de 6-LG que pueden adsorber cada una de las
preparaciones.
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Una posibilidad que explicaria el crecimiento del recubrimiento de PEl seria que, en presencia de un exceso
creciente de PEl, aumentase el nimero de cadenas de polielectrolito que hiciesen contactos directos con

la superficie de magnetita. Esta posibilidad ha sido desechada por dos razones:

i) Esto aumentaria la densidad de mondmeros cargados en el recubrimiento lo que provocaria un
incremento de las repulsiones electrostaticas que seria energéticamente desfavorable,

i) Ademads, si se produjese un aumento en el nimero de moléculas de PEI directamente unidas a la
superficie de la magnetita, el aumento mostraria un comportamiento saturable debido a las
dimensiones finitas de la particula sélida.

Por tanto, nos inclinamos a pensar que el mecanismo por el cual aumenta el recubrimiento del nimero de
cadenas de polielectrolito tiene que ver con el papel de los aniones multivalentes para actuar como
conectores entre moléculas distintas de polielectrolito. Asi, las primeras moléculas de polielectrolito
recubrirdn la nanoparticula saturando su superficie y una vez ha sido saturada empezara el crecimiento del
recubrimiento como consecuencia de la union de los grupos fosfato. El resultado final es la formacién de
la superestructura mostrada en la Fig. 96. En estas nanoparticulas cuyo recubrimiento estd estabilizado por
grupos fosfato, en contacto con la B-Lg (teniendo mayor afinidad por el recubrimiento que el fosfato)

desplazara a los polianiones ocupando ahora dichas posiciones (Fig. 98).

Fig. 98.- Esquema del desplazamiento de los polianiones que forman la superestructura de la NP@PE| por
moléculas de 8-Lg cuando son incubadas en la misma dispersion a pH 7.

De este modo si la afinidad de la proteina es mucho mayor por la PElI que el propio fosfato, éste serd
desplazado llegando a ocupar en mayor o menor medida todos los sitios que puedan ser accesibles para la

proteina.
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Capacidad de adsorcidn de Cu?* por las nanoparticulas con recubrimiento ampliado

Seguidamente para determinar como afectard el tamafio de la molécula sobre la capacidad de adsorcién
de la nanoparticula repetimos experimentos para determinar la capacidad de adsorcién, pero esta vez
usando un ion, el Cu?, el cual posee un tamafio mucho menor que la proteina, y por tanto deberfa difundir

mucho mas hacia zonas donde la proteina no podria llegar. Estos resultados estan recogidos en la Fig. 99.
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Fig. 99.-(A) Determinacion de la capacidad de adsorcion mdxima de Cu?* a pH 5para unas NP@PEI obtenidas
con un exceso de PEI:NP, 1:1. (B) Representacion en barras de la capacidad de adsorcion de Cu2+ a pH 5 que
posee cada preparacion de NP@PEI cuando son obtenidas con distinto exceso de PEl. En el inserto, se
muestra la correlacion lineal entre la cantidad de Cu®* que pueden adsorber cada una de las preparaciones.

En la Fig. 99-A se muestra un ejemplo de obtencién de la capacidad de adsorciéon maxima de Cu?* de la

NP@PEI que ha sido recubierta en una relacion en peso de PEI:NP, 1:1. Para determinarla titulamos las
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NP@PEI con Cu®* (20 mM) y debido a las diferencias de coeficiente de extincidn entre el complejo NP@PEI-
Cu?* (datos mostrados en materiales y métodos), y el Cu®* libre cuando se produce la saturacion la
pendiente cambia, pudiendo determinar en el punto de corte el nimero de moles (o gramos) de Cu?* que

interacciona con el recubrimiento de la nanoparticula.

En la Fig. 99-B se muestra la comparacion de la capacidad de adsorcidn de Cu?* para cada una de las NP:PE|
preparadas. A simple vista se aprecia cémo se produce un aumento de la capacidad de adsorcién a medida
que aumenta la relaciéon en peso PEI:NP, pasando de 0.2 mg-mg* a 4.3 mg-mg?, para las preparaciones de
PEI:NP de 1:1, 25:1, respectivamente. Para ver mejor esto, en el inserto de la Fig. 99-B se muestra la relacion
entre la capacidad de adsorcion de Cu?* frente al exceso de PEl con el que han sido tratadas las NP. La
pendiente nos dice que por cada unidad de exceso en peso de PEl que ponemos en relacion al peso de
nanoparticula, la capacidad de adsorcion de la superestructura aumenta alrededor de 0.21 veces. Esta
relacion totalmente lineal con el exceso a tratar es acorde al mecanismo de formacién de la
superestructura, aumentando la capacidad de adsorcidon 0.21 mg de Cu?* a medida que aumenta el exceso

con el que ha sido recubierta la nanoparticula.

Debido a la diferencia de peso molecular de la B-Lg y el Cu?*, para hacer comparables como se produce el
aumento de capacidad de adsorcién de cada uno de ellos, expresamos el aumento como pmol molécula
adsorbida por mg de NP@PEI en funcién del exceso de PEl, siendo de 0.48 umol para la B-Lg, mientras que
para el Cu?, es de 2.83 pumol'mg?!. El aumento cuando se usa el de menor tamafio, Cu?*, es
aproximadamente 6 veces superior al de la B-Lg. Esto da idea que existen diferencias de la capacidad de
adsorcion debido al tamafio de la molécula que se pretende adsorber, aumentando para aquellas que

poseen un tamafio reducido, ya que se difundirdn mas hacia el interior de la superestructura.

Para demostrar que efectivamente se produce el desplazamiento de los polianiones por parte de las
moléculas que van a ser adsorbidas, debemos determinar que la afinidad que presentan por la PEl, no es
muy elevada, de lo contrario no se produciria tal desplazamiento. Para determinar la afinidad con la que se
unen distintos polianiones como pueden ser fosfato, sulfato o hexametafosfato, realizamos titulaciones
mediante ITC (Fig. 100). La afinidad que presenta el ion fosfato por la PEl no es muy elevada (1.5 - 10° M?)
frente a la que presenta por ejemplo el hexametafosfato (7.6 - 10° M), dos érdenes de magnitud superior.
Con estos datos podremos obtener superestructuras con una mayor o menor estabilidad, que variara en
funcion de la molécula que quiera ser adsorbida sobre la superficie. En los casos probados, tanto de B-Lg
como de Cu®, la afinidad que presentan ambos por la PEl es significativamente mayor que la mostrada por
el fosfato. Para el Cu®** tenemos datos experimentales determinados por ITC donde la constante es
alrededor de 1.3 - 10° M (un orden de magnitud superior como consecuencia del efecto quelante sobre

el 4tomo de Cu?*).
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Por su parte, la B-Lg a pH 7, se comporta como un polielectrolito con una elevada densidad de carga

negativa®*® (pH > pl), por lo que tendra gran afinidad por el polielectrolito de carga opuesta, PEI.
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Fig. 100.- Determinacidn de los pardmetros termodindmicos sobre la union de distintos polianiones, fosfato (A) y
hexametafosfato (B) sobre la PEl. Todos estdn realizados en tampon HEPES 50 mM.

Por otra parte, parece claro que un aumento en la carga del polianién implicaria un aumento en su afinidad
por la PEI. Para comprobarlo, la Fig. 100 también muestra la titulaciéon de PEl con hexametafosfato a pH 7,
donde la molécula presenta tres cargas negativas netas. En este caso, la PEI muestra dos tipos de centro
de unién termodindmicamente diferenciables. El primero es de alta afinidad y su valor es K; = 7.6:10° y
mientras que el segundo muestra una menor afinidad K, = 1.2:10*. Ambos centros de unién muestras una
afinidad del hexametafosfato significativamente mayor que del fosfato (entre 10 y 5000 veces mayor), lo
cual se explica por la mayor carga del anidn y el efecto sinérgico de las interacciones electrostaticas que se

establecen entre la PEl y cada una de las cargas negativas.
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Estabilidad de las nanoparticulas con recubrimiento ampliado

Otra metodologia para determinar la estabilidad de la superestructura, y por tanto la afinidad con la que el
ion fosfato, en este caso, interacciona con las moléculas de PEl, es determinar la capacidad maxima de
adsorcién de las NP@PEI obtenidas con un exceso de PEl en particular (5:1), y purificadas mediante
precipitacion con fosfato, las cuales han sido sometidas a dos procesos fisicos de decantacion. Por un lado,
las nanoparticulas se sometieron a la ultracentrifugacién, y por otro lado el contacto con un campo

magnético externo durante 5 dias.

Tanto la ultracentrifugacién como la decantacién magnética por tiempo elevado resultaron ser
perjudiciales para el recubrimiento estabilizado por fosfato, perdiéndose parte de las cadenas de PEl unidas

al recubrimiento por accién del grupo fosfato y que pasara a estar en el sobrenadante.
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Fig. 101.- Variacion de la capacidad de adsorcion mdxima de 8-Lg a pH 7 sobre NP@PEI que han sido
purificadas mediante precipitacion con fosfato cuando la PEI se encontraba en relacion en peso de 5:1
(PEI:NP), y a partir de las cuales se han sometido a decantacion mediante un campo magnético externo o
han sido centrifugadas.

Como vemos por los resultados obtenidos tras determinar la capacidad maxima de adsorcion de cada una
de las preparaciones sometidas a decantacién para las NP@PEI obtenidas con una relacién 5:1 (PEI:NP)
(Fig. 101), la capacidad de adsorcidn disminuye de unos 45.9 mg-mg?, hasta 3.7 y 0.9 mg-mg para las
decantadas magnéticamente o mediante ultracentrifugacion, respectivamente. Esto supone una reduccién
de la capacidad de adsorcién de unas 12 veces para aquellas NP@PEI que han sido decantadas en el iman,
y unas 50 veces para las que se han obtenido mediante ultracentrifugacion. Esto confirma la baja afinidad

que presenta el fosfato por la PEI.
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Desafortunadamente, la comparacién de estos valores con los de la nanoparticula recubierta de PEIl en
ausencia de fosfato no es posible ya que su alta estabilidad coloidal hace que no pueda ser separada de la
PEl sobrante a menos que se utilice bien la precipitacion con un polianién, la decantacién magnética

(durante dias) o la ultracentrifugacion.

La escasa estabilidad de la superestructura formada por el fosfato y la PEIl sobre el recubrimiento de las
particulas de magnetita podria ser evitada si se utilizase un polianion mas cargado como, por ejemplo, el
hexametafostato que presenta una mayor afinidad por la PEl. Sin embargo, es importante resaltar que la
utilidad de estas nanoparticulas con el recubrimiento ampliado reside en que el ligando (la B-Lg, por
ejemplo) pueda competir satisfactoriamente con los polianiones por los centros de union de la PEI. Esa
competicion se hard mas dificil a medida que aumente la afinidad del polianion por la PEIl. Por tanto, la
eleccion del polianion dptimo a utilizar requerird una solucion de compromiso entre la estabilidad de la

superestructura y la afinidad del ligando (proteina, metal, etc.) por la PEI comparada con la del polianion.

Esta superestructura obtenida a partir de NP@PEI y polianiones nos sirve para desarrollar sistemas con alta
capacidad para adsorber ciertas moléculas, pudiendo “elegir”, en cierto modo, la cantidad de esta molécula
que pretendemos que quede adsorbida. Estas nanoparticulas pueden servir por tanto para aplicaciones
tales como, almacenamiento de farmacos, sistemas de liberacién controlada de farmacos, purificacién de
proteinas que en su extraccion presentan restos de oligonucledtidos o ADN adsorbidos sobre su superficie,
asi como la minimizacién de la atraccion que presentan ciertas proteinas en disolucién y como

consecuencia tienden a agregar.

Efecto de la adsorcion de la 8-Lg de las nanoparticulas recubiertas de PEI

Hemos trabajado sobre algunas aplicaciones estudiando la estabilidad que presenta la B-Lg, una vez ha sido
adsorbida sobre la superficie de la nanoparticula. Para esto, realizamos ensayos de fluorescencia de la
proteina en presencia y ausencia de nanoparticula a pH 7 ya que, dado que el pl de la proteina es 4.8, la

proteina soportard una carga neta negativa a este pH.

En primer lugar, estudiamos como afecta la adsorcion de la proteina a su conformacion y estabilidad para
comprobar si existen procesos de adsorcidon-agregacion-desorcion que afecten negativamente a la
estabilidad conformacional de la proteina. Para ello, hemos estudiado la estabilidad térmica de la proteina
gue ha estado en contacto con la nanoparticula y no ha sido adsorbida y la hemos comparado con la
correspondiente a la proteina libre en disolucion (sin presencia de nanoparticula). Los resultados de los
barridos térmicos de ambas proteinas a pH 7 se muestran en la Fig. 102-A. Asumiendo un mecanismo de
dos estados, la temperatura de desnaturalizacién, Tm, resulta ser 64.0 + 1.6 °C para la proteina libre en

disoluciony 63.7 + 1.3 °C para la que ha estado en contacto con las NP@PEI. Esto indica que, si la proteina
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sufre algin cambio conformacional, debe ser reversible, asumiendo que se establece el equilibrio

adsorcion-desorcion.
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Fig. 102.- Caracterizacion de la estabilidad de la 6-Lg durante el proceso de adsorcion. (A) Intensidad de
fluorescencia de la 8-Lg (tanto libre como la procedente del sobrenadante que ha estado en contacto con
NP@PEI) a pH 7 en funcion de la temperatura. (B) Espectro de fluorescencia normalizado de 6-Lg nativa a
pH 7 frente a 6-Lg adsorbida sobre NP@PEI al mismo pH..

La Fig. 102-B muestra el espectro de la b-Lg libre en disolucion y adsorbida a la nanoparticula a pH 7. Se
observa un pequefio desplazamiento del maximo de la banda de emisién desde 343.3 nm para la proteina
en disolucion (no adsorbida) hasta 345.1 nm para la adsorbida sobre la nanoparticula. Este desplazamiento
seria indicativo de una mayor exposicién al disolvente de los triptdfanos en la proteina adsorbida respecto
de la proteina libre en disoluciéon. A pesar de este pequefio cambio conformacional, la proteina una vez

liberada, mediante cambio de pH a pH 3, mostrd la misma estabilidad térmica que la que no ha estado
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adsorbida a pH 3 (los datos no son mostrados). Esto debera comprobarse de forma sistematica en futuras

investigaciones y mediante el uso de otras técnicas.

Dependencia del tamafio y potencial Z de las nanoparticulas con recubrimiento ampliado en funcion de la

cantidad de proteina adsorbida

Partiendo de las nanoparticulas de magnetita recubiertas de PEl en presencia de fosfato a una relacion
PEI:NP 20:1, cuya gma es de 177 mg-mg? (ver Fig. 97), se determind el tamafio y potencial Z de
nanoparticulas con distintos niveles de recubrimiento (variando la cantidad de proteina, teniendo en
cuenta el valor de gmax). Esto nos dard una idea de la estabilidad coloidal de las particulas a medida que su

superficie es cubierta por la proteina. Los resultados se muestran en la Fig. 103.
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Fig. 103.- Variacion de tamafio y carga de las NP@PEI obtenidas con un exceso 20:1 (PEI:NP) en funcion del
porcentaje de recubrimiento de 6-Lg a pH 7.

A medida que la superficie de la nanoparticula es recubierta con proteina, la carga de ésta (potencial Z)
disminuye gradualmente desde valores cercanos a +30 mV en ausencia de proteina hasta un valor
ligeramente negativo cuando se ha recubierto al 100 %. Parece ldgico que asi ocurra ya que la proteina
(cargada negativamente) ird recubriendo la superficie y compensando cada vez mas residuos de PEl
cargadosy, por tanto, exponiendo parte de su propia estructura cargada negativamente. Al alcanzar el 100
% de recubrimiento, la superficie expuesta al disolvente es, mayoritariamente, la de la propia proteina que

conferird una cierta carga negativa a la particula.
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En cuanto al tamafio de la particula resultante, se observa una ligera disminucion de su tamafio hasta
alcanzar un 40 % de recubrimiento. A partir de este punto, se produce un rapido incremento de su tamafio

como consecuencia de la reduccion de su carga superficial y, consecuentemente, de su estabilidad coloidal.

A partir de estos datos es posible definir un sistema, el cual sea estable coloidalmente y posea la cantidad
de proteina deseada a transportar o almacenar. En este caso vemos que aun cuando la nanoparticula
soporta el 50 % de B-Lg, unos 90 mg-mg™, es capaz de mantener la carga en +20 mV, y su tamafio (alrededor
de 100 nm) lo que indica que siguen teniendo cierta estabilidad coloidal. Por encima del 50 % de
recubrimiento la nanoparticula empieza a agregar, por lo que serd mas dificil su transporte, aunque para
el almacenamiento se tendria que hacer un estudio mas riguroso del complejo NP@PEI-proteina cuando

este se encuentra agregado, y estudiar la estabilidad de la proteina en estas condiciones.

Captura de DNA durante los procesos de purificacion de proteina recombinantes

Otra de las aplicaciones que plantedbamos es la purificacién de proteinas que presentan oligonucledtidos
o ADN adsorbidos en su estructura. Uno de los métodos mas usados para su eliminacion es la adicion de
PEl sobre la proteina para eliminar el ADN adsorbido, producir la precipitacién de ambos y eliminar por
centrifugacién. Sin embargo, la PEl afiadida en exceso permanece en la disolucion tras la eliminacion del

ADN lo que puede interferir con ensayos a los que se someta a la proteina a posteriori.

Las nanoparticulas disefiadas pueden ser utilizadas para tal propdsito, afiadiendo sobre la proteina, y
posteriormente decantando con el iman, dejando libre en disolucion a la proteina. El método sirvié para
purificar el dominio C-terminal de la proteina LrtA (C-LrtA)**’. En este caso la proteina tiene un pl de 5.72,
por lo que presenta carga positiva en el momento en que se produce la purificacion. El dominio C-LrtA, tras
su sintesis presenta oligonucledétidos en su estructura (su espectro ultravioleta presenta un desplazamiento
hacia 260 nm donde absorbe el ADN). A pesar de que mediante relacion de Abs 260/280%® podemos
determinar la concentracion de proteina, para las posteriores caracterizaciones biofisicas que pueden
hacerse no sera lo mismo tener la proteina libre que con restos de oligonucledtidos adsorbidos. Para
determinar esto, incubamos la proteina con una concentracion dada de NP (1 mg-mL?), en exceso para
eliminar todo el ADN adsorbido a pH 4. Tras dejar que se produzca la competicion, decantamos con el iman
y cuantificamos el sobrenadante. En la Fig. 104 se muestran espectros de la proteina con DNA y tras haber
sido tratada con las NP@PEI, observandose que se pierde la contribucion a 260 nm donde principalmente

absorbe el ADN y desplazdndose hacia 280 nm donde absorben los residuos aromaticos de la proteina.
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Fig. 104.- Purificacion de proteina que tiene unido ADN u oligonucledtidos en su estructura al ser incubada
con NP@PEI a pH 4, y posterior decantacion magnética de la NP@PEI-ADN.

Tras aplicar la correccién con relacién de absorbancias de 280y 260, obtenemos una absorbancia corregida
muy parecida a la obtenida de la proteina tras haber eliminado el ADN que tenia adsorbido (0.059 frente a

0.053, respectivamente).

4.5.5.- Conclusiones

Se han obtenido particulas magnéticas recubiertas con PEl. La cantidad de moléculas de PEl en el
recubrimiento puede ser variado a discreciéon mediante la utilizacién de polianiones que establecen
interacciones electrostaticas entre las cadenas de PEI en el recubrimiento y otras que se encontraban en

disolucién. El resultado es la incorporacién de estas al recubrimiento ampliado.

La cantidad de PEI afiadido al recubrimiento ampliado depende exclusivamente de la cantidad de PEl y
polianién disponible en el medio. La afinidad de las interacciones polianiéon — PEl dependen de la carga del

primero aumentando sinérgicamente con el aumento de centros cargados negativamente de la molécula.

La capacidad de carga de estas nanoparticulas con recubrimiento ampliado aumenta linealmente con la
cantidad de PEl incorporado al recubrimiento primitivo. Lo que permite disefiar nanoparticulas con una
capacidad de carga deseada simplemente ajustando el exceso de PEl y trabajando en condiciones
saturantes de polianion. Esto abre la puerta a un disefio verdaderamente racional de nanoparticulas cuyo

objetivo sea la captura, el transporte o el almacenamiento de ciertos ligandos.
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Conclusiones

1.- El tratamiento de superficies de silice con polielectrolitos de alta densidad de carga tales como el
cloruro de polialidimetilamonio, PDADMACI, polialilamina, PAAH o la polietilenimina, PEIl, inhibe

eficazmente la adsorcion de proteinas catidnicas.

2.- El recubrimiento de polielectrolito alrededor de la superficie de silice es estable incluso cuando se
somete a lavados intensivos con disoluciones tamponadas en presencia de concentraciones moderadas

de sal.

3.- La capacidad de adsorcion de particulas de silice recubiertas con el polielectrolito catidnico cloruro de
polialidimetilamonio, PDADMACI, puede ser modulada dependiendo de la diferencia entre el pH al cual

se obtiene el recubrimiento y aquel en el que seran finalmente utilizadas.

4.- Existe una proporcionalidad entre el aumento (o disminucion) de la capacidad de adsorcidon de las

particulas de silice recubiertas y el salto de pH al que son sometidas para su utilizacién.

5.- Se han obtenido nanoparticulas de magnetita recubiertas tanto por polielectrolitos catidnicos como
anidnicos y optimizado las condiciones de sintesis para minimizar su tamafio (mayor area especifica),
aumentando su estabilidad coloidal y maximizando su capacidad de adsorcién de ligandos de carga

opuesta.

6.- Se han obtenido particulas de magnetita recubiertas por el polielectrolito PElc que demostraron tener
una extraordinaria capacidad de adsorber metales con alta afinidad, ademas de hacerlo de forma

selectiva. La cantidad de metal capturado aumenta con el exceso de PElc utilizado en su sintesis.

7.- Estas particulas permiten tanto la captura como la recuperacién del metal y su posterior reutilizacién

tras ser sometidas a ciclos de eliminacion del metal, lavados y sonicacién.

8.- Se ha desarrollado un método que permite aumentar la cantidad de polielectrolito presente en el
recubrimiento de particulas magnéticas mediante el uso de polianiones como SO4*, HPO4%,

hexametafosfato, etc.

9.- Los polianiones establecen interacciones electrostdticas entre las cadenas de polielectrolito en el

recubrimiento y otras que se encontraban en disolucién, incorporandolas al mismo.

10.-La capacidad de adsorcién de las NP@PEI aumenta linealmente con la cantidad de polielectrolito
utilizado en su sintesis y no con la cantidad de magnetita recubierta. Esto abre la puerta a un disefio
verdaderamente racional de nanoparticulas cuyo objetivo sea la captura, el transporte o el

almacenamiento de ciertos ligandos.
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Abbreviations used: ANS, 8-anilinonapthalene-1-sulfonic acid; ASA, accessible surface area; CD, circular dichroism;
DOSY, diffusion ordered spectroscopy; DLS, dynamic light scattering; DSC, differential scanning calorimetry; D,
translational self-diffusion coefficient; GdmCI, guanidine hydrochloride; ITC, isothermal titration calorimetry; NMR,
nuclear magnetic resonance; PheH, phenylalanine hydroxylase; RD, regulatory domain; RDPheH, regulatory
domain of phenylalanine hydroxylase; RDTyrH, regulatory domain of tyrosine hydroxylase, containing residues 1-
159 of the whole RD; RDTyrHes-1s9, the region of the RD of TyrH containing the well-folded core of the protein; Rs,
hydrodynamic radius; SEC, size exclusion chromatography; TSP, 3-(trimethylsilyl) propionic acid-2,2,3,3-*Ha-

sodium salt; TyrH, tyrosine hydroxylase; UV, ultraviolet.
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ABSTRACT

Tyrosine hydroxylase (TyrH) catalyzes the hydroxylation of tyrosine to form 3,4-dihydroxyphenylalanine, the
first step in the synthesis of catecholamine neurotransmitters. The protein contains a 159-residue-long regulatory
domain (RD) at its N terminus that forms dimers in solution; the N-terminal region of RDTyrH (residues 1-71) is
absent in the solution structure of the domain. We have characterized the conformational stability of two species
of RDTyrH: one containing the N-terminal region and other lacking the first 64 residues, to clarify how that N-
terminal region modulates the conformational stability of RD. Under the conditions used in this study, the RD
species lacking the first 64 residues is a monomer at pH 7.0, with a small conformational stability at 25 °C (4.7 +
0.8 kcal mol™). On the other hand, the entire RDTyrH is dimeric at physiological pH, with an estimated dissociation
constant of 1.6 uM, as determined by zonal gel filtration chromatography; dimer dissociation was spectroscopically
silent to circular dichroism, but not to fluoresecence. Both RD species were disordered below physiological pH, but
the acquisition of secondary native-like structure occurs at lower pHs than the attainment of tertiary native- and

compactness- like arrangements.
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Tyrosine hydroxylase (TyrH) is the enzyme that catalyzes the rate-limiting step in the catecholamine
biosynthesis®2. It catalyzes the conversion of tyrosine into 3,4-dihydroxyphenylalanine, which is the precursor for
the neurotransmitters norepinephrine, epinephrine and dopamine. Dysregulation of TyrH is associated with
bipolar disorder, schizophrenia and hypertension due to the key role played by those neurotransmitters in the
autonomous nervous system>®. TyrH belongs to the family of pterin-dependent aromatic amino acid hydroxylases,
together with phenylalanine hydroxylase (PheH) and tryptophan hydroxylase’. By using O, and BH, as the other
substrates, together with the related amino acid, the three enzymes catalyze the hydroxylation of their
corresponding residue’.

Rat TyrH is a 498-residue-long polypeptide chain® which forms tetramers through its C terminus®. Each
monomer is composed of an N-terminal RD (containing ~160-200 amino acids, depending on the species), a
catalytic domain (~300 residues) and a C-terminal tetramerization one (~45 amino acids)'®**. The NMR solution
structure of the RD of TyrH, RDTyrH, shows a largely unfolded N-terminal region (residues 1-71) and a well-folded
C-terminal portion (residues 72-159). The C-terminal region, as concluded from the solution structure of the
truncated version of the RD containing residues 65-159?, is formed by a four-stranded anti-parallel B-sheet (B1
residues 75-77; B2 residues 80-84; B3 residues 110-116; and B4, residues 131-137) and two a-helices (al residues
97-106, and a2, residues 139-152) connected by five loops; the helices are parallel with and on one side of the
sheet®? (Fig. 1). This structure is very similar to the crystal one of the RD of PheH*3. The isolated RDTyrRH in solution
is a homodimer, forming an ACT domain dimer'* composed of an eight-stranded B-sheet with four helices on one
side of the sheet; the dimerization interface is composed of B3-strand and al-helix, burying a small surface area
(770 A? for each monomer, which is ~12 % of the total monomer surface area).

In this report, we describe the conformational stabilities of two variants of RDTyrH. With the first one, lacking
residues 1-64 (RDTyrHes-159), we attempted to study the conformational stability and the structure, at different
pHs, of the isolated well-folded region of RDTyrH. With the second species, containing the disordered 64 residues
at the N terminus (RDTyrH), we attempted to evaluate the influence, if any, of those residues in the conformational
stability and structure of the protein. Our results suggest that the stability of the well-folded region of the RD is
very small (4.7 + 0.8 kcal mol?, at 25 °C and pH 7.0). The N-terminal residues seem to affect stability of the RD

through the solvent-exposure of the accessible surface area (ASA). Thermally-induced denaturations of both
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proteins were shown to be irreversible both at pH 4.0 and 7.5 precluding the determination of the thermodynamic
parameters of the unfolding reaction, since it is under kinetic control. Both proteins were populating partially
folded species at pH < 7.0, with apparent flexible secondary structure and lack of tertiary one, which may involve
self-associated molecules. The acquisition of secondary native-like structure occurs at lower pHs than the
attainment of tertiary native- and compactness- like scaffolds, populating molten-globule-like species. The RDTyrH

species dimerized with a Kp of 1.6 uM, but the self-association process was spectroscopically silent by CD.
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EXPERIMENTAL PROCEDURES

Materials: Ultra-pure urea and GdmCl were from ICN Biomedicals Inc. (USA). Their concentrations were
calculated as described®. Trizma acid and base, NaCl, the SDS low-molecular protein weight markers (containing
bovine serum albumin; ovalbumin from chicken egg; glyceraldehyde-3-phopspahatse dehydrogenase from rabbit
muscle; carbonic anhydrase from bovine erythrocites; trypsinogen from bovine pancreas; trypsin inhibitor from
soybean; a-lactalbumin from bovine milk and aprotinin from bovine lung), ultra-pure dioxane and ANS were from
Sigma. The low molecular weight marker for gel filtration column (containing ribonuclease A; chymotrypsinogen
A; ovalbumin; albumin and blue dextran 2000) was from GE Healthcare (Barcelona, Spain). The B-mercaptoethanol
was from BioRad; dialysis tubing with a molecular weight cut-off of 3500 Da was from Spectrapore. Standard
suppliers were used for all other chemicals. Water was deionized and purified on a Millipore system.

Protein expression and purification: The vectors of both proteins were a kind gift from Prof. Paul F. Fitzpatrick
(UTH Health Science Center, San Antonio, Texas, USA). The expressions and purifications of RDTyrH and RDTyrHes.
159 were carried out as described!?. The only variation in the protocol was the substitution of the mixture of
inhibitors 1 uM of leupeptin, 1 UM pepstatin and 250 pug/ml PMSF by a tablet of protease Sigma cocktail during
the lysis step. The purities of all protein preparations used were larger than 95 % based on SDS-polyacrylamide gel

electrophoresis.

NMR spectroscopy: The NMR experiments were acquired at 20 °C on a Bruker Avance DRX-500 spectrometer

equipped with a triple resonance probe and z-pulse field gradients.

(a) 1D-NMR experiments- Homonuclear 1D-NMR experiments were performed with RDTyrH and RDTyrHgs.
159 at a concentration of 150 uM (in protomer units) in 0.5 ml, in: (i) pH 7.0, 50 mM phosphate buffer; or (ii) pH 4.5
(50 mM deuterated acetic acid) in H,0/D,0 (90 %/10 %, v/v) (uncorrected for deuterium isotope effects). TSP was
used as the external chemical shift reference. The 1D-'H spectra were acquired with 16 K data points, with 512
scans and a 6000 Hz spectral width (12 ppm), by using the WATERGATE sequence?®. Baseline correction and zero-
filling were applied before processing. All spectra were processed and analysed by using TopSpin 2.1 (Bruker

GmbH, Karlsruhe, Germany) working on a PC computer.
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(b) Translational diffusion measurements (DOSY experiments)- These were performed with the pulsed-
gradient spin-echo sequence, by using the same procedures described, elsewhere”*8. Further experimental

details are provided in the Supplementary Material.

Size exclusion chromatography (SEC): This technique was used to determine the Rss of RDTyrH and RDTyrHgs.
150 221, Protein concentrations ranged from 50 to 750 pM. Experiments were acquired at 20 °C. Samples were
loaded in 50 mM of phosphate buffer (pH 7.0), 150 mM NaCl (to avoid interactions with the column) and 2 mM
EDTA (to avoid protein degradation) in a calibrated Superdex 75 10/30 HR FPLC column (GE Healthcare). In all
chromatograms, the elution volumes were obtained from analyses with the UNICORN software (GE Healthcare).
The void volume (7.54 + 0.06 ml) was determined from blue dextran, and the bed one (18.98 + 0.03 ml) from
conductivity measurements. Samples were eluted at 1 ml/min and continuously monitored with an on-line

detector at a wavelength of 280 nm.

As the elution volume of RDTyrH was protein-concentration-dependent (see Results section), the pH- and
urea-denaturation experiments were carried out at 100 pM of protein concentration (in protomer units). For
RDTyrHes.1s9, a protein concentration of 100 uM (in protomer units) was also used. For the pH-denaturation
experiments, the corresponding buffer (see below) was prepared at a final concentration of 50 mM, containing
150 mM NaCl and 2 mM EDTA. Urea-denaturation experiments were carried out at pH 7.0 (50 mM phosphate

buffer) with 150 mM NaCl and 2 mM EDTA.

The standards used in column calibration and their corresponding Rss were: ribonuclease A (16.4 A);
chymotrypsinogen (20.9 A); ovoalbumin (30.5 A); and bovine serum albumin (35.5 A) 2%, Elution volumes of these
were only acquired under native conditions: pH 7.0 (50 mM phosphate buffer) with 150 mM NaCl. Protein

concentrations for the standards were in the range 10 to 20 uM.

The weight average partition coefficients (o) of protein standards and RD species were calculated by:

v.-v.)

O =——"—".The Bs were transformed by using the inverse error function complement (erfc_l(c)) which

Vi
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yields %% R.=a +b(erfc*1(cs)), where g and b are constants. The inverse error function complement is %3

o=1 —Tjoe dx and the function under the integral is the gaussian function of probability.

Fluorescence: Spectra were collected at 25 °C on a Cary Varian spectrofluorimeter (Agilent, USA), with a
Peltier temperature controller. Sample concentrations were 20 uM (in protomer units) in the pH- and chemical-
denaturation experiments for both RD species, and also 30 uM (in protomer units) for RDTyrH. The final
concentrations of the buffers were, in all cases, 10 mM. The experiments were prepared the day before and left
overnight at 5 °C. Control experiments were also acquired after a two-hour incubation time at room temperature;
no differences were observed with those prepared the day before. A 1 cm-pathlength quartz cell (Hellma) was

used.

(a) Intrinsic fluorescence- Protein samples were excited at 278 nm in the pH range from 2.0-12.0. The rest
of the experimental parameters has been described elsewhere!’?*, Appropriate blank corrections were made in

all spectra.

Chemical-denaturations at pH 7.0 (phosphate buffer), either followed by fluorescence or CD, were carried
out by dilution of the proper amount of an 8 M urea stock solution. Fluorescence experiments were also acquired
in GdmCI (from a stock solution of 7 M). All the denaturations in urea were shown to be reversible by following
the <A> (see below) for both proteins at a concentration of 20 UM (in protomer units) (Fig. 1 Supplementary

Material).

The pH of each sample was measured after completion of pH-denaturations with an ultra-thin Aldrich
electrode in a Radiometer (Copenhagen) pH-meter. The salts and acids used have been described elsewhere”-20:24,
Reversibility of the pH-denaturations was tested by using 1D-'H-NMR experiments. Experiments were acquired at
physiological pH for each protein, then the corresponding RD species was exchanged at pH 4.5 by using Amicon-
centrifugal devices; spectra were acquired at that pH, and then the proteins were exchanged back at physiological

pH by using Amicon-centrifugal devices, and new spectra were acquired and compared with those obtained

previously. In both proteins, the spectra acquired were identical (data not shown).
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The wavelength averaged emission intensity (also called as the spectrum mass centre), <A>, was calculated

d 17,25

as describe Briefly, the wavelength averaged emission intensity, <A>, is: <k> , Where i is the

intensity at wavelength Ai. From its definition, the parameter is an integral of the value of the fluorescence
spectrum, and thus, it allows to obtain information overall the intensities acquired in the spectrum (instead of
using a single one, as it is usually done when following denaturations in fluorescence). We shall report <A> in units
of um™. Chemical- and pH- denaturations were repeated three times with new samples at any of the

concentrations assayed.

(b) Thermal-denaturations - These were performed at constant heating rates of 60 °C/h and an average time
of 1s. The “average time” is the “sampling time” of the instrument at each temperature. Ideally, in a thermal scan
experiment this time should be much lower than the scan rate of the experiment, to ensure that the temperature
is constant during the acquisition of fluorescence emission at a particular temperature (in our conditions, the
temperature change during the sampling time (0.017 °C) was negligible). Thermal scans were collected at 308 nm
by excitation at 278 nm from 25 to 85 (or 95) °C. The rest of the experimental set was the same as described above.

The thermal denaturations for both species were not reversible at any pH.

(c) Fluorescence quenching - Quenching either by iodide or acrylamide was examined at different solution
conditions. Protein concentrations were 20 UM (in protomer units). Excitation was 278 nm; emission was
measured from 300 to 400 nm. In the quenching with K, ionic strength was kept constant by addition of KCl; also,
Na;S,03 was added to a final concentration of 0.1 M to avoid formation of I5~. The presence of KCl did not modify
the structure of RDTyrH or RDTyrHes.159, based on the absence of changes in the shape and ellipticity of the CD
spectra in the presence of KCl (0-1 M) (data not shown). The slit width was set at 5 nm for both excitation and

emission. For quenching with KI, the data were fitted to?®:

Fof —1+k,[x]10)
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where K., is the Stern-Volmer constant for collisional quenching; Fo is fluorescence when no Kl is present; and F is
that at any Kl concentration. The range of Kl concentrations explored was 0-0.7 M. We explored the quenching at
pH 4.0 (acetate buffer) and pH 7.0 (Tris buffer). Experiments were also carried out in the presence of 6 M urea at

pH 7.0 (10 mM Tris buffer).

For acrylamide quenching, the experimental parameters were the same as with KI. However, the Stern-

Volmer equation was modified to include an exponential term to account for dynamic quenching (
Fy/F=(1+K, [X])e(“[X]) )%6, where v is the dynamic quenching constant. This equation is identical to Eqg. (2),

when v =0.

(d) ANS binding - The excitation wavelength was 380 nm, and emission was measured from 400 to 600 nm.
Slit widths were 5 nm for excitation and emission lights. ANS stock solutions were prepared in water and diluted
to yield a final concentration of 100 uM. Blank solutions were subtracted from the corresponding spectra. ANS
was used to monitor the pH-denaturation of both proteins and the urea denaturation of RDTyrHes.1s9 (at 20 uM of
protein (in protomer units)). In the pH-denaturation experiments, protein concentrations were 15 uM (in protomer

units).

Circular dichroism (CD):. Circular dichroism spectra were collected on a Jasco J810 (Japan)
spectropolarimeter fitted with a thermostated cell holder and interfaced with a Peltier unit. The instrument was
periodically calibrated with (+)-10-camphorsulphonic acid. Molar ellipticity was calculated as described

previously?!.

(a) Far-UV spectra - Isothermal wavelength spectra of RDTyrH and RDTyrHes.150 at different pHs or urea
concentrations were acquired at a scan speed of 50 nm/min with a response time of 4 s and averaged over six
scans at 25 °C, in a 0.1 cm-pathlength cell. Protein concentrations ranged from 20 to 50 uM of each protein (in
protomer units) in 10 mM buffer. Spectra were corrected by subtracting the baseline in all cases. The chemical-
and pH-denaturations were repeated at least three times with new samples. The samples were prepared the day

before and left overnight at 5 °C to allow for equilibration.
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(b) Thermal-denaturation experiments- The experiments were performed at constant heating rates of 60
°C/h and a response time of 8 s. Thermal scans were collected in the far-UV region following the changes in
ellipticity at 222 nm from 25 to 80 °C in 0.1 cm-pathlength cells with a total protein concentration of 20 uM (in
protomer units). Solution conditions were the same as those reported in the steady-state experiments. No
difference was observed between the scans aimed to test drifting of the spectropolarimeter. Thermal-
denaturations were not reversible at any pH for any RD protein, as shown by: (i) the comparison of spectra before

and after the heating; and, (i) the changes in the voltage of the instrument?’.

Dynamic Light Scattering (DLS): DLS measurements were performed with a Zetasizer Nano ZS (Malvern
Instruments Ltd.) using a thermostatized 12 pl quartz sample cuvette. Samples of protein were prepared at
different concentrations (280, 577 and 800 uM (in protomer units)) in 50 mM acetate buffer at pH 4.0 and in 50
mM Hepes buffer, pH 7.0. All the solutions were filtered; immediately before measurements, protein samples
were centrifuged for 30 minutes at 14000 rpm at room temperature to remove any aggregates and dust.
Measurements were performed on each sample at 20 °C to determine the Rs. Data were analyzed using the
software developed by Malvern Instruments Ltd. The Rs and molecular weight were determined from the Stokes-

Einstein equation, assuming a spherical shape for both proteins.

It is important to stress here that we used a 50 mM phosphate buffer concentration in SEC, ITC (see below),
NMR and DLS measurements, whereas we used a final buffer concentration of 10 mM in the CD and fluorescence
experiments. We used a higher concentration of buffer in SEC, ITC (see below), NMR and DLS experiments because
of the larger concentration of protein (in protomer units) used. When preparing the quenching experiments, we
did not observe any change of the far-UV CD spectrum shape of both proteins when the control experiments were

carried out at 0 and 1 M KCl.

Analysis of the pH-, thermal- and chemical-denaturation curves, and free energy determination: The pH-
denaturations were analysed assuming that both protein species, protonated and deprotonated, contributed to
the spectral properties:

(or, + xp107PHPK)

X= (] + IOH(PH—PKa))

(3),
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where X is the spectral property being observed (ellipticity, fluorescence intensity or <A>); X, is that for the acidic
species; Xp is that observed at high pHs; pK; is the apparent midpoint of the titrating group; and n is the Hill
coefficient (which was close to 1 in all the curves reported in this work). The apparent pK; reported (from intrinsic
or ANS fluorescence and CD) was obtained from three different measurements in each technique, prepared with

new samples.

The thermal- and chemical- denaturation data for monomeric species were fitted to the two-state equation:

o
= (XN +Xbp )/(]+ e(_A%T)) (4),

where R is the gas constant, AG is the denaturation free energy and T is the temperature in K. The Xy and Xp
correspond to the physical property of the native and denatured protein, respectively, being monitored. Both

parameters showed a linear relationship with the temperature or the denaturant concentration.

Chemical-denaturation curves for RDTyrHes.155 were analysed according to the linear extrapolation model,

in which the free energy is given by AG = m([D]1/7 - [D])®, where [D] is the denaturant concentration, [D]1/2is that

at the midpoint of the transition and m is the slope of the curve.

The above equations must be modified (by the introduction of a concentration-dependent term)?3° if
dissociation of a self-associated species is explored. Since in our measurements of RDTyrHes.159, No dissociation of
dimeric species was observed (as we did not observe a protein concentration-dependence in the spectroscopic
signals, see Results section), we used the equations above described without any concentration-dependent term.
However, we did observe a concentration-dependence in the fluorescence signal of RDTyrH, and then, in a dimeric
equilibrium (see Results section). The thermal- and chemical- denaturation data for a dimeric species were fitted

to the two-state equation?>3%:

1/2

8C

1+ L -1
X=X,- (XN_XD)Q(_A%T) ¢ 42T (5),

t
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where the AG in chemical-denaturations would be given by: AG = m([D]1/2 - [D])-RTIn(Ci), where C: is the total

protein monomer concentration.

It is important to indicate here that the use in fluorescence of the <A\> (an intensive variable)* or the
emission intensity (an extensive variable) at 308 nm yielded the same chemical-denaturation thermodynamic

parameters for both proteins, and both will be used in the Results section.

Fitting by non-linear least-squares analysis to Eqgs. (4) and (5) was carried out by using the Kaleidagraph

(Abelbeck software) working on a PC computer.

Isothermal titration calorimetry (ITC): The ITC experiments were carried out by using an VP-ITC instrument
(Microcal, Northhamptom, USA). Before the calorimetric experiments, the proteins were concentrated and
dialysed at 4 °C against 50 mM Tris, 400 mM NaCl (pH 7.5). Dilution ITC experiments involved sequential injections
of microliter amounts (20 pl) of a stock of concentrated protein (ranging from 300 to 700 M) into the calorimetric
cell (1.4 ml); the cell initially contained isolated buffer.

Differential scanning calorimetry (DSC): DSC experiments were carried out with a VP-DSC calorimeter
(MicroCal, Northampton, MA). Protein solutions were prepared by exhaustive dialysis against 50 mM Tris, 400 mM
NaCl (pH 7.5) at 5 °C. Experiments were acquired and processed as previously described”*°. Further experimental

details are provided in the Supplementary Material.
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RESULTS

The RDTyrHes-159is a monomeric species at physiological pH and low concentrations

To map the hydrodynamic properties of both species we used three complementary hydrodynamic
techniques: SEC, DLS and DOSY NMR measurements. Furthermore, we tried to measure the self-association
reaction of both proteins by ITC. All the reported values were obtained at 20 °C.

(a) RDTyrHgs.150 - The DOSY-NMR measurements provide the translational diffusion coefficient (D) at the
concentrations used (Table 1). The values are similar, within the error: the smaller error at the highest
concentration was due to the better signal-to-noise ratio of the spectra, since it is unlikely that at 43 uM the
fragment showed a higher tendency to aggregate than at 330 M. The average value from both measurements
was (8.2 +0.5) x 107 cm? s°%. By taking into account the Rsof dioxane, and its D under our conditions ((6.8 + 0.2) x
10 cm? s1), the obtained Rsfor the protein is 16 + 2 A.

The DLS measurements were carried out at three concentrations: 277 (Fig. 2 A), 554 uM (Fig. 2 A
Supplementary Material) and 800 uM (Fig. 2 B Supplementary Material) (all concentrations in protomer units); the
obtained Rs values were virtually the same at the three concentrations: 26 + 3, and the estimated molecular weight
was 12 kDa, assuming a spherical shape (by using the Stokes-Einstein equation). However, it must be kept in mind
that the DLS peak was somewhat broad (Fig. 2 A), and this broadness increased at 800 UM (Fig. 2 Supplementary
Material), suggesting, probably, the presence of self-associated species at this high concentration (as it has been
observed in the dimeric NMR solution structure 1%). A measurement of this broadness is given by the poly-dispersity
of the peak: at 277 UM was 9.4 %; at 554 UM was 11 % and 24 % at 800 uM.

SEC measurements in the range of concentrations of 70 to 540 uM yielded elution volumes of 12.14 + 0.06
(the average of three measurements) to 12.07 + 0.04 ml (Table 1 and Fig. 3 Supplementary Material); therefore,
we can conclude that in this concentration range, the oligomerization state of the protein does not change. The
calculated Rs from these data was 21 + 2 A 2222 |t is important to note that if we use the proposed linear
relationship between the molecular weight and o of the protein®?, then the apparent molecular weight should be
similar to that of chymotrypsin (eluting at 12.33 + 0.06 ml) (second arrow from the right in Fig. 3 A Supplementary

Material). We did not use this relationship, instead of that between the Rs and o (see Experimental procedures
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section), since in our column (Superdex 75 HR10; GE Healthcare) the linear relationship with the molecular weight
and o is worse than that with the Rs (regression coefficient of 0.95 versus 0.99).

We also tried to see if the protein dissociated upon dilution using the heat evolved in the reaction as a probe
monitored by ITC. No significant heat evolved upon dilution of the concentrated protein solution (ranging from
300 to 700 M) into the calorimetric cell containing buffer (Fig. 4 Supplementary Material). These data suggest
that either no self-association was happening or that its dissociation constant is well below the minimum
concentration of the diluted protein used in the calorimetric cell (being the oligomeric form of the protein the
major fraction both in the syringe and in the cell). Based on the experimental (DLS, DOSY and SEC results) and
theoretical evidence (see next paragraph), we favour the first explanation.

We can further elaborate on the expected theoretical value of the Rs for a protein of the size of RDTyrHsgs.

159. The Rs value for an ideal un-solvated spherical molecule can be theoretically calculated by considering that the
anhydrous molecular volume, MV/N, equals the volume of a sphere3*2of radius R: R = 3q/3MV/4NTE ,where

M is the molecular mass of the protein, V is its partial specific volume, and N is the Avogadro’s number. The

molecular mass of the monomeric RDTyrHes 159 is 10470.8 Da, and V' = 0.72 cm?/g as calculated from amino acid
composition®2. Then, the calculated Rs is 14.4 A, but since, the hydration shell is 3.2 A wide®, the hydration radius
would be around 17.6 A, which is similar to that obtained from DOSYs (16 + 2 A) and smaller than that of DLS. In

addition, it has been shown that the Rs of a folded spherical protein can be approximated by®:

R, =(4.75+£1.11)N**, where N is the number of residues of the protein; in a 95-residue-long RDTyrHes 159 ,

this expression yields 18 + 4 A, also similar to that determined by DOSYs. Finally, it is interesting to calculate the

expected theoretical correlation time, t, of the molecule, from the experimental measurements of D, according

. A\ .
to*: 7, = (2/9)(Rzef D"-f) / D? (where Dyt is the measured D for the dioxane, and R} isits Rs) and to compare

that figure with the one determined experimentally!? for the dimeric RDTyrHes.159 (11.90 + 0.02 ns). The calculated
T. from the experimentally determined D was 9.02 ns, smaller, as it could be expected, than that corresponding to

the dimeric protein. Moreover, for a protein, the theoretically predicted Tt is given by
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7, =(9.18x107° /T)exp(2416/T)N"**; in a 95-residue long this yields a value 8.5 ns at 20 °C; for a 190-

residue long protein this number is 15.7 ns at the same temperature.

To sum up, the three hydrodynamic techniques and the ITC data suggest that under our conditions,
RDTyrHes-159 remained basically monomeric, and probably, with an elongated shape.

(b) RDTyrH- At a concentration of 150 UM the D was (5.42 +0.05) x 107 cm? s, which was, as expected (due
to the larger number of residues), smaller than that of RDTyrHes.1s. This yields a Rs of 26 + 2 A (Table 1).

The DLS measurements yielded a Rs of 48 + 7 A, which resulted in an estimated molecular weight of 34.7
kDa for a spherical molecule, twice the molecular weight of RDTyrH (17043.74 Da) (Fig. 2 B). The peak was also
broader (larger polydispersity) than that observed for the shorter species (Fig. 2 A). These results suggest that the
dominant species of RDTyrH is dimeric, and it supports the use of the monomer/dimer equilibrium in the gel
filtration calculations (see below).

The SEC experiments showed a sigmoidal-like variation in the elution volumes from 9.76 (at 58 M) to 9.66
ml (to 800 uM) (Fig. 2 C, inset); we could not explore smaller concentrations due to the poor absorbance of the
protein (since it only contains a single Tyr). The fairly constant elution volume at the larger concentrations yields a
Rs of 34 + 2 A (Fig. 3 B Supplementary Material), further supporting that the protein at these conditions is not a
monomer. Interestingly enough, some of the chromatograms showed also the presence of a minor peak at the
void volume (7.54 + 0.06 ml), suggesting the presence of aggregated species (Fig. 3 B Supplementary Material).
These results are in disagreement to what we observed in RDTyrHes.159, where no species were present at the void
volume of the column (Fig. 3 A Supplementary Material).

We attempted to fit the sigmoidal-like behaviour of the elution volume of RDTyrH (Fig. 2 C inset) to the

192022 3ssuming a monomer/dimer equilibrium:

. {—1+4/1+8(1/KD)CIJ+G‘1 1_[—1+4/1+8(1/KD)CtJ -

(/K )C, 4(1/Kp )C,

Ackers’ equations

where the om and o4 are the weight average partition coefficients of the monomer and dimer, respectively; G is
the concentration of RDTyrH (in monomer units); and Kp is the dissociation constant for the equilibrium: RDTyrH;

&> RDTyrH+ RDTyrH. From Eq. (6), we obtained a value of Kp of 1.6 uM; the o4 was 0.18 and the o, was 0.61, the
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latter with a large uncertainty. It is important to keep in mind the uncertainties of the o, and Kp values, since they
were obtained from a long extrapolation (Fig. 2 C inset). Thus, we shall assume that the Kp is a low limit of the
dissociation constant; but it is important to note the small value of Kp supports previous analytical

ultracentrifugation data where at concentrations of 5 uM of RDTyrH, a dimeric population was observed?®?.

For this species, we also tried to see if the protein dissociated upon dilution, using the heat evolved in the
reaction monitored by ITC as a probe. For experiments performed at both at 390 and 570 uM, the heat released
upon dilution of the protein into the calorimetric cell was very small and only consistent with a dissociation reaction
for the first injections when the concentration in the calorimetric cell was in the low micromolar range (Fig. 4
Supplementary Material). The amount of heat released for the first two injections (while the concentration in the
cell remained below 10 uM) may reflect the dissociation of the dimeric species that rapidly tends to the normal
dilution level as the total concentration in the cell exceeds the level. Unfortunately, due the sensitivity limitations
of the technique, we were unable to perform ITC experiments using a more diluted protein solution in the syringe.
These results may be consistent with the dilution of a dimeric species with a dissociation constant in the low
micromolar range (1-2 pM). Under these conditions, the dimerization equilibrium is only effectively displaced
when the final protein concentration (in the cell) is very low (below 10 uM) and the population of the dimer
remains virtually unaffected when its initial concentration in the syringe (390-540 uM) changes to reach
concentrations well above the value of its dissociation constant, Kp.

Both RD species acquired a native-like structure in a narrow pH range

If we want to measure the conformational stability of the RDTyrH and the importance of the disordered tail,
we must firstly determine in which pH range the proteins acquired a native-like structure. To that end, we used
several spectroscopic and biophysical probes, namely, intrinsic fluorescence, ANS fluorescence, CD, NMR, DLS and
SEC. The whole set of techniques gives complementary information on different structural features of the
polypeptide chain. We used intrinsic fluorescence to monitor changes in the tertiary structure of the protein,
around its single tyrosine residue (Fig. 1). We used ANS fluorescence to monitor the burial of solvent-exposed
hydrophobic patches (and to detect the presence of possible partially folded species®). We carried out far-UV CD

experiments to monitor the changes in secondary structure. We used NMR to elucidate whether there was
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evidence of residual structure at selected pHs and to measure their corresponding Rss. We used DLS at pH 4.5 to
determine the size of the species present (and thus, to support the NMR results). And finally, we used SEC to
determine the compactness.

Fluorescence:

(1) Steady-state fluorescence and thermal denaturations- The fluorescence spectra of both species showed
a maximum at 308 nm, due to the single Tyr131. The spectrum of RDTyrH has been reported before!! and it is
identical to that of the truncated version. The <A> (Fig. 3 A, filled circles) and the fluorescence intensity at 308 nm
(data not shown) of RDTyrHgs.159 showed two transitions. The first occurred with a pK; = 5.8 £ 0.3, and the second
at basic pHs, probably due to the titration of the phenolic group of tyrosine; in this transition, no basic baseline
was observed. On the other hand, RDTyrH also showed the same two titrations with a pk; = 5.9 + 0.2 of the first
one similar to that of the shorter species (Fig. 3 A, blank circles).

Thermal-denaturations at several pHs (4.5, 7.0 and 8.6) were carried out by following the changes in the
intrinsic fluorescence for RDTyrHes.1s9. At pH 7.0 and above, we observed an irreversible sigmoidal behaviour.
Thermal-denaturations followed by fluorescence of RDTyrH at the same pHs showed also an irreversible sigmoidal
behaviour at pH > 6.8.

(2) ANS-binding- At low pH, the ANS fluorescence intensity at 480 nm was larger for both RD species and
decreased as the pH was raised (Fig. 3 B), suggesting that at low pHs both proteins had solvent-exposed
hydrophobic regions. The intensity at 480 nm showed a sigmoidal-like behaviour, but we could not determine its
pK, due to the absence of acidic baseline. On the other hand, the <A> of the fluorescence spectra of both proteins
showed a pK; of 5.4 + 0.3 (data not shown), which is similar, within the error, to that determined by intrinsic
fluorescence (Fig. 3 A).

(3) Examination of tyrosine exposure by fluorescence quenching- To further examine the tertiary structure
around Tyr131 and its solvent-exposure, we studied iodide and acrylamide quenching in the presence and in the
absence of denaturants (Table 2). In general, the Ky, parameters were identical for both proteins, suggesting that
the environment around the sole Tyr131 was not modified by the presence of the N-terminal region. The values
were also similar at any of the explored pHs, suggesting that the solvent-accessibility of Tyr131 was similar.

Furthermore, the Ks, values at physiological and low pHs were larger in acrylamide than in Kl, as observed in other
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proteins 2! The K, increased in the presence of urea at physiological pH when compared to that at physiological
conditions in the absence of denaturant (Table 2). Taken together, these results indicate that Tyr131 was solvent-
exposed (as suggested from the structure!?), but it was not fully accessible at physiological pH.

Circular dichroism: We only carried out measurements in the far-Uv CD, since the near-UV CD spectra of
both species was lacking as previously reported!?, due to the small amount of aromatic residues and the absence
of an asymmetric environment for most of them.

The CD spectrum of RDTyrH at pH 7.0 has been described previously®, with minima at 208 and 222 nm,
suggesting the presence of a-helix conformations. The CD spectrum of RDTyrHes.159 (Fig. 3 C inset) shows the same
general shape at any pH as that of RD spectra, but with a slightly more intense minimum at 217 nm, suggesting
the presence of a higher percentage of B-sheet (due to the removal of the N-terminal region). The shape of the
spectra for both proteins did not change substantially as the pH was varied, but the spectra were more intense (in
absolute value) at acidic pHs in both proteins. These results suggest that the proteins had more structure at those
lower pHs (Fig. 3 C inset), when there are some solvent-exposed hydrophobic patches, as shown by ANS
experiments (Fig. 3 B). The change in ellipticity with the pH followed a sigmoidal change with a pK; of 4.75 + 0.09,
for RDTyrHes.159, and 4.5 + 0.2 for RDTyrH (Fig. 3 C); these values are smaller than those measured by fluorescence.

We also carried out thermal-denaturations at the same pHs used in fluorescence (4.5, 7.0 and 8.6) in
RDTyrHes-159. At pH 7.0 and above, we observed a sigmoidal behaviour but the transitions were irreversible at any
of the concentrations explored (from 15 to 50 UM of protein (in protomer units)). We also carried out DSC
measurements of RDTyrHgs.159 at pH 7.5 and the denaturations were always strongly irreversible (data not shown),
causing massive precipitation.

Thermal-denaturations followed by CD in RDTyrH at the same pHs as the other species were also irreversible.
We also carried out DSC measurements at pH 7.5, and the denaturations were always strongly irreversible (data
not shown), causing massive precipitation. Since the thermal- denaturations were always irreversible, we cannot
further elaborate on the thermal stability of both proteins.

SEC experiments: For both RDs, at pH < 6.0, the protein did elute from the column at volumes larger than
the bed volume (18.98 ml) (Fig. 3 D). These results suggest that both proteins, even though NaCl was present, were

bound to the column at those pHs. We know from the experiments with ANS that at low pHs the proteins were

( ]
| 257 |




Anexo

partially folded (see above), with solvent-exposed hydrophobic patches. We hypothesize that those partially
unfolded, solvent-exposed and highly hydrophobic regions can interact with the column, resulting in larger elution
volumes from the column (Fig. 3 B). At 6.0 < pH < 7.0, the elution volume was decreasing until a constant volume
(of 9.68 ml for RDTyrH and 12.26 ml for RDTyrHes.159) was reached. Therefore, the protein did not reach a native-
like compactness until physiological pH.

NMR experiments: As it can be expected from its well-folded structure!?, the 1D-*H-NMR spectra of both RD
species at pH 7.0 had a large dispersion of signals in the aromatic and methyl regions (Fig. 4 and Fig. 5
Supplementary Material). On the other hand, the 1D-*H-NMR spectra of RDTyrHes.1s9 and RDTyrH at pH 4.5 did not
show chemical shift dispersion in the amide and the aromatic, nor in the methyl regions (Fig. 4 A) - we chose this
pH because is well-inside the region where the proteins had not acquired a native-like conformation, as concluded
from the fluorescence and CD experiments (Fig. 3). All the resonances were clustered together as expected for
random-coil proteins®’, namely, between 7.8 and 8.5 ppm (for the amide signals), between 6.8 and 7.5 ppm (for
the aromatic signals) (Fig. 4), and between 0.8 and 1.1 ppm (for the methyl protons) (Fig. 5 Supplementary
Material). These results indicate that there was no stable tertiary structure in any of the RD species at the low pH,
but we cannot rule out the presence of non-stable, local secondary structure, as suggested by the higher intensity
(in absolute value) at 222 nm in CD experiments (Fig. 3 C, inset).

We also carried out DOSY measurements at pH 4.5 for both species. For RDTyrH the D was (4.38 = 0.07) x
107 cm? s}, which was smaller than that measured at physiological pH ((5.42 + 0.05) x 107 cm? s1). On the other
hand, the D of RDTyrHes.1so was (7.4 + 0.3) x 107 cm? s, which was slightly smaller than that measured at pH 7.0
((8.2+0.5)x 107 cm?s?t). These results suggest that both proteins had a larger size at acidic pH than at physiological
one: this larger size could be due to the presence of oligomeric species, or alternatively, to elongated (partially
folded) populations.

DLS experiments: At pH 4.5, the RDTyrHes.150 had a Rs of 37 + 8 A, larger than the value measured at pH 7.0
(26 + 2 A) and the peak had a larger poly-dispersity (Fig. 2 A, continuous line); this result yields an estimated
molecular weight of 21.8 kDa for a spherical species. We observed a similar behaviour at the two other protein

concentrations of RDTyrHes-1s0 assayed (554 and 800 M) (Table 1 and Fig 2 Supplementary Material). Therefore,

the protein could be aggregated (forming a dimer) or alternatively, the protein could have an elongated shape.
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The expected theoretical Rs for a 95-residue-long unfolded protein®® (R, = (2.21+1.07)N*7*)is 29 £ 2 A,
within the error of the value determined by DLS; however, the Rs for a well-folded (R = (4.75+1.11)N°%)

tetrameric protein of that polypeptide length was 27 + 2 A, also similar to that value. Since, the 1D-'H-NMR spectra
suggest that the protein was unfolded (Fig. 4, left side), we favour that at low pH, the RDTyrHes.150 was unfolded,
but we cannot rule out the presence of oligomeric species.

The RDTyrH at pH 4.5 had a Rs of 77 + 12 A, with an estimated molecular weight of 80.9 kDa, suggesting that
at low pH the protein strongly aggregated; the presence of this aggregated form could explain the smaller value
of D obtained in the DOSY experiments ((4.38 £ 0.07) x 107 cm? s%). For an unfolded, monomeric 158-residue-long
protein, the obtained Rs is 40 + 18 A, further suggesting that RDTyrH at this pH was not monomeric.

To sum up, we can conclude that both RD species acquired a native-like tertiary structure and compactness
near pH 7.0; however, secondary structure was acquired at acidic pHs. This earlier acquisition of secondary
structure was not associated to the presence of the first 64 residues. However, we do not know whether the
secondary-structure is native-like.

The RDTyrHes.150 Species had a smaller conformational stability

Since thermal-denaturations were irreversible, we carried out urea-denaturations to measure the
conformational stability of both proteins by intrinsic fluorescence, CD and SEC. In both proteins, urea-
denaturations were reversible (Fig. 1 Supplementary Material). We used urea as denaturant because the
fluorescence experiments with RDTyrHgs.159in the presence of GAmCI, yielded a short native baseline, thus causing
a large slope (m-value) in the denaturation curves of RDTyrHes.159 (Table 3).

(a) RDTyrHes.159 - Experiments carried out by fluorescence and CD at different protein concentrations had
the same [ureali,, showing the absence of concentration-dependence of this parameter; furthermore, the
[urea]i2 was the same in both techniques (Fig 6 Supplementary Material). However, the m-value (the slope of the
transition) was slightly smaller in the CD experiments (and thus, the transition was more cooperative) than in the
fluorescence ones (Table 3 and Fig. 5 A). The denaturation curves were fitted to the two-state model for an
unimolecular transition. Urea-denaturations followed by the ANS fluorescence did not show any sigmoidal

behaviour (data not shown). In addition, the SEC experiments resulted in a slope-decreasing line as the urea
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concentration increased (Fig. 5 B, blank circles), but at 2.5 M urea, the peak eluted at elution volumes larger than
the bed volume of the column, due probably to interactions with the column. At urea concentrations larger than
the [urea]is; (as determined by fluorescence and CD: ~2.5-2.8 M) the protein again started eluting at elution
volumes smaller than the bed volume, although they were smaller than the one at 0 M urea, due to the fact that
the protein has a more expanded Stokes radius (as it is unfolded). These results suggest that RDTyrHegs.159 did not
unfold through a two-state mechanism, despite its small size. We tried to fit the experimental data to a global (for
all experiments in the two techniques) three-state process®, but we did not obtain a large improvement in the ?
of the fitting, when compared to the two-state simplest model.

(b) RDTyrH - Experiments carried out by fluorescence showed a clear concentration-dependence and then,
as we did only observe a single sigmoidal transition (Fig. 6 A, Supplementary Material) (Table 2), we fitted the
denaturation curves to a two-state bimolecular process (that is, dimer dissociation and unfolding of the resulting
monomers occur concomitantly, in an all-or-none process) (Eq. (5), see Experimental procedures section) 62°. On
the other hand, the CD denaturation curves were concentration-independent (Fig. 6 B, Supplementary Material)
(Table 2), showing similar m- and [urea]i/,- values. The exception was the denaturation curve obtained at the
highest concentration (55 LM in protomer units), which had a slightly smaller m-value than those at the lower
protein concentrations (although they are similar within the error); we think that the reason behind that smaller
m-value was the absence of enough data points at the unfolding baseline. Moreover, it can be observed that the
CD-denaturation curves at the higher concentrations (30 and 55 pM in protomer units) had a larger slope in the
native baselines (Fig. 6 B, Supplementary Material), which could also affect the determination of the m-value. As
can be observed, either in fluorescence or CD, the m-values obtained in RDTyrH are larger than those measured
in RDTyrHes.159 (Table 3), suggesting that the denaturation curves of the larger species involved more than an
unfolding step (see Discussion section).

The free-energies from fluorescence (and thus comprising dimer dissociation and monomer unfolding) of
RDTyrH are in the range of 12 kcal mol™, similar to those measured in the dissociation and monomer unfolding of
other dimeric proteins (Table 3 in the work of Meiering and co-workers?®). Conversely, the uni-molecular process

being monitored by CD has a free energy larger than that of the monomer RDTyrHes.150 species (Table 3). Attempts
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to measure the compactness of the protein through gel-filtration were also negative since there was a decreasing
line in the elution volumes as [urea] increased (Fig. 5 B, filled circles), due to the increase in the Stokes radius
because the protein is unfolded (as it happened in the RDTyrHes.1s9 species, see above). The SEC results suggest

that the dissociation-and-unfolding reaction of RDTyrH was not a two-state process.
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DISCUSSION

pH-denaturation of RD species

Only at pH ~ 7.0, the RD species acquired its native-like conformation, and did so in two steps. First it
acquired secondary structure and later it acquired a native-like tertiary structure and compactness (as it buried all
the solvent-exposed hydrophobic residues) (Figs. 3 and 4). Thus, there are some pHs where the protein has
acquired secondary structure, but it has not attained a tertiary one; that is, it seems that both RD species populate
at low pH a molten-globule like species®. These results suggest that: (i) compactness had a direct relationship with
burial of solvent-exposed hydrophobic patches in RD species; and, (ii) the late acquisition of native-like
compactness was not related to the presence of the disordered N-terminal residues, since both species showed a
similar behaviour. At low pH, where there is evidence of secondary structure, the RDTyrH seems to populate
oligomeric molten-globule like species, with non-cooperative thermal transitions®®?°, but we cannot
unambiguously conclude that RDTyrHss.150 populated also self-associated species (although the species populated
by RDTyrHes.1s0 showed molten-globule-like features as well). These species (either oligomeric or not) in both RD
proteins appear to be disordered from NMR results (Fig. 4, and Fig. 5, Supplementary Material), but the CD
experiments (Fig. 3 B) suggest unambiguously the presence of more helicity (higher ellipticity) than in the native
state. These differences between both techniques (showing the CD spectra more ordered helix-like structure than

the NMR ones) have been reported in highly flexible proteins 44!, At this stage, however, we do not know whether

that secondary structure is native-like.

Since we know the structure of the dimeric RD species'?, we can try to figure out which are (or is) the
residue(s) responsible for the acquisition of, first, secondary structure and later for the acquisition of native-like
tertiary structure and compactness, by using Propka*? (http://nbcr-222.ucsd.edu/pdb2pgr_2.0.0). However, it is
important to keep in mind the predictive character of such calculations. From the predictions, the acquisition of
secondary structure (occurring at a pK, of 4.5 + 0.2) is mainly associated with several acidic residues, namely
Asp141, Asp155, Glu70, Glu75, Glu76, Glu115, Glu130 and Glu136. On the other hand, the only predicted residue
in the dimeric species with a pK; (5.7) close to that obtained from fluorescence (intrinsic and ANS) measurements

is His112 (close to the dimerization interface®?). Conversely, in the monomer of RD species, the sole residue whose
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pK, was close to the measured value (5.7) was Glu105. If RDTyrHes-159 populated an oligomeric species at low pHs
with a native-like quaternary arrangement, we could speculate that the residue implicated in the acquisition of
secondary native-like structure was His112 (which is probably involved in such acquisition in RDTyrH, since it
formed oligomeric species at low pH). However, since we do not have any unambiguous evidence of oligomeric
species in the RDTyrHes-159 at low pH, we suggest that Glu105 might be involved in the acquisition of the secondary

structure.

Stability of the monomeric species of RDTyrH

The conformational free energy of monomeric RD species (evaluated as the average free energy change
upon unfolding, AG, at 25 °C and pH 7.0) amounts ~ 4.7 kcal mol?, which is below those determined for most
proteins (by 5-13 kcal mol?) 2934344 Since we know the structure of the dimeric species of RDTyrHes.159, we can
calculate the theoretically predicted value of the m-slope from the chemical-denaturation curves®, assuming that
there was no any structural rearrangement upon dimerization (see below), and calculating the ASA of the
monomer with VADARY. We obtained values of 1.5 + 0.3 kcal mol™ M (for the urea-denaturations), and 3.0 + 0.2
kcal mol* M? (for the GdmCl-denaturations). Both theoretical values are smaller than those experimentally
obtained (Table 1), suggesting that there are variations in the amount of ASA exposed upon unfolding, with those
predicted. However, it is important to indicate that such value is within the range of those observed for monomeric
species??38 The experimental m-values of the unimolecular denaturation far-UV CD curves of RDTyrH were larger
than those of the shorter species (Table 3). This higher value is within the range observed for some dimeric

2938 and we think, is responsible for the greater conformational stability (7 versus 5 kcal mol™) (Table 3).

proteins
Furthermore, this larger value of the free energy must be due to the presence of the disordered sixty-five N-
terminal residues. If, we assume that: (i) we can calculate the additional stabilization of the dimer by the ASA buried
(770 A? per monomer™?); and, (ii) we can apply the same equations to this surface*’ (interface), we obtain that the
m-value for the dissociation (“unfolding” of the dimer) of this interface would be: 2 x 0.4587 = 0.9174 kcal mol*

M. Then, this value should be added to the 1.5 kcal mol* M, previously obtained for the monomeric species of

RDTyrHes 1509, which yields 2.4 kcal mol™ M™% this value is similar to the m-value measured for the dimeric RDTyrH
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(Table 3), even under the rough assumptions used. We suggest that although the far-UV CD was spectroscopically

silent to dimer dissociation, it might report, through the variations in the m-value, about such bi-molecular process.

The fact that CD does not report on dissociation is difficult to explain. The simplest explanation is to assume
that upon dissociation both isolated monomers of RD species have the same structure as that when forming part
of the dimer; that is, dissociation (or alternatively, association to form the dimer) does not induce any large
conformational rearrangement in any of the monomers, and therefore, association would be a perfect lock-and-
key process. We observed in the CD denaturation curves at the higher explored concentrations of RDTyrH a large
slope in the native baseline (Fig. 6 B Supplementary Material). It could be argued that this slope is reporting on
dissociation of the dimer (and that is why the longest slopes are only observed at the highest concentrations of
protein, where the dimer is more populated); however, the findings that: (i) the m-values for the transitions at the
highest concentrations are similar to that at the lower concentrations (Table 3); and, (ii) these m-values are
consistent with a dimer dissociation and unfolding % suggest that the native-baseline slope is associated with

changes in the structure of the dimer, which do not involve dissociation.

Keeping in mind the limitations in calculation of the dissociation constant of RDTyrH (Fig. 2 C), the free
energy of dissociation, obtained from the value of Kp (which accounts for —RTIn(Kp) = 7.8 kcal mol™ (at 1 M standard
concentration)) plus the conformational free energy of the monomer (Table 3; 4.7 kcal mol™) should be 12.5 kcal
mol? (at 1 M standard state). This value is similar to that measured for the dissociation and unfolding of the dimeric
species measured by fluorescence (Table 3), and then, we conclude that the tertiary interactions that may be
established within each monomer only upon dimerization, are very weak. That is, the structure of each isolated
monomer of RD species is similar to that in the formed dimer, as it has been hypothesized above, based on the

absence of changes in CD upon dimer dissociation.

Self-association of RD of TyrH

The solution structure of the dimeric RDTyrHes 150 has been solved recently by NMR™2. In this work, we have
shown that at the concentrations used (10-500 uM) the protein remained monomeric, as suggested by the several

spectroscopic and biophysical techniques employed. Two factors can explain this apparent discrepancy. First, the
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triple-resonance experiments with double and triple-labelled samples were acquired at concentrations of 800 uM;
in most of the probes used in this work, we have explored until 500 uM (SEC experiments), but in the DLS
experiments carried out at 800 uM, there was a slightly larger poly-dispersity of the peak, although the protein
remained, at a large population, monomeric (Fig. 2 Supplementary Material). And second, to avoid possible
degradation samples during the large acquisition times of the NMR experiments, the highly concentrated protein
samples contained 1 uM leupeptin and 1 UM pepstain; it has been suggested that addition of some compounds to

concentrated protein solutions could stabilize the most oligomerized state of the protein®.

On the other hand, the same biophysical and spectroscopic techniques used in this work suggest that
RDTyrH in the same range of concentrations is a dimer. We have explored theoretically the aggregation tendencies

of both protein fragments by using Zygreggator®>!

, and we have observed that the intrinsic aggregation
propensity of RDTyrH is 1.5-fold larger than that of RDTyrHes.159. Furthermore, we have been able to obtain the Kp
of dimeric RDTyrH (1.6 uM), by zonal gel filtration chromatography. This value is smaller than that of RDPheH,
which accounts for 46 + 35 pM °2. The RD domains of PheH and TyrH have similar structures, but they are not very
similar in sequence; furthermore, the structure of the RD and catalytic regions of PheH does not show the presence
of contacts between individual domains®3, but the RDTyrH was dimeric at the NMR concentrations?. Moreover, in
RDPheH the presence of the substrate (Phe) stabilizes the dimer®*°3, but the presence of Tyr is not necessary to
stabilize the dimer of RDTyrH. At this stage, we do not know however, how the presence of the additional residues
can modulate dimer formation, except for a higher tendency to aggregate of such additional tail. Either, we do not
know exactly, the full implications of dimer formation in the functions of the RD, but we hypothesize that its
unstable monomer could facilitate rapid switching off of signalling. We suggest that it is the higher affinity of
dimeric RDTyrH which modulates the recognition of the substrate, thus, modifying the mechanism of regulation

of both proteins’”®*. Further research must be carried out to find out how the dimerization of PheH affects its

stability and whether the stability of its monomeric species is as low as that of RDTyrH.
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SUPPORTING INFORMATION AVAILABLE

There are six figures containing the: (Fig. 1) urea-refolding experiments for both species monitored by
fluorescence; DLS experiments of RDTyrHes.1s9 at two concentrations and two pHs (Fig. 2); the chromatograms
obtained by analytical SEC for both species (Fig. 3); the ITC thermograms of both species at different
concentrations (Fig. 4); (Fig. 5) 1D *H-NMR spectra of the RD species; and the chemical denaturation curves of
RDTyrH followed by fluorescence and CD at different concentrations (Fig. 6). Supplementary experimental
procedures are also provided for DSC and DOSY measurements. The figures are available free of charge via Internet

at the web site: http://pubs.acs.org.
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Table 1: Hydrodynamic measurements for both RD species

RDTyrH55.159

RDTyrH

Technique Conditions

Property measured?

Conditions

Property measured?

DOSY-NMR 43 uM, pH 7.0, 50 mM phosphate buffer, 20

°C

330 uM, pH 7.0, 50 mM phosphate buffer, 20
°C
60 uM, pH 4.5, 50 mM acetate buffer, 20 °C
DLSP 277 uM, pH 7.5, 50 mM Hepes buffer, 20 °C
277 uM, pH 4.0, 50 mM acetate buffer, 20 °C

554 uM, pH 7.5, 50 mM Hepes buffer, 20 °C

554 uM, pH 4.0, 50 mM acetate buffer, 20 °C

(8.4+0.5)x 107 cm? st

(16 +2 A)

(7.93+£0.07) x 107 cm? st

(16 £2A)

(74+0.3)x107 cm?s?

2.7+0.2 nm (12.5 kDa)

3.7+0.8 nm (21.8 kDa)

2.6 +0.3nm (12.1 kDa)

3.6+ 0.3 nm (21.7 kDa)

150 uM, pH 7.0, 50 mM phosphate buffer, 20

°C

150 puM, pH 4.5, 50 mM acetate buffer, 20 °C

554 uM, pH 7.5, 100 mM Hepes buffer, 20 °C

554 uM, pH 4.0, 100 mM acetate buffer, 20 °C

(5.42 +0.05) x 107 cm? 5™

(26 +2 A)

(4.38+0.07) x107 cm? st

4.8 £ 0.7 nm (34.7 kDa)

7 +1 nm (80.9 kDa)



800 uM, pH 7.5, 50 mM Hepes buffer, 20 °C 2.4 +0.9 nm (12.0 kDa)

800 uM, pH 4.0, 50 mM acetate buffer, 20 °C 4.5+ 0.6 nm (35.0 kDa)

SEC* 70 uM, pH 7.0, 50 mM Tris buffer with 150 12.14 £ 0.06 ml 58 uM, pH 7.0, 50 mM Tris buffer with 150 9.76 £ 0.08 ml
mM NaCl and 2 mM EDTA, 20 °C mM NaCl and 2 mM EDTA, 20 °C
140 pM, pH 7.5, 100 mM Tris buffer with 150 12.07 £ 0.04 230 uM, pH 7.0, 50 mM Tris buffer with 150 9.67 £ 0.02 ml
mM NaCl and 2 mM EDTA, 20 °C mM NaCl and 2 mM EDTA, 20 °C
277 uM, pH 7.0, 50 mM Tris buffer with 150 12.11 +0.08 600 uM, pH 7.0, 50 mM Tris buffer with 150 9.66 +0.03
mM NaCl and 2 mM EDTA, 20 °C mM NaCl and 2 mM EDTA, 20 °C
540 uM, pH 7.0, 50 mM Tris buffer with 150 12.10 £ 0.05

mM NaCl and 2 mM EDTA, 20 °C

2In the DOSY experiments the magnitude measured is the translational diffusion coefficient, D (in parenthesis, the Rs is indicated at the physiological pHs); in DLS measurements

is the Rs; and in SEC experiments is the elution volume, given as the average of three measurements.

®In each measurement the calculated molecular weight assuming a spherical shape is given within parenthesis.



“The calculated Rswas 21 + 2 A at all elution volumes in RDTyrHgs.150. The calculated Rsfor RDTyrH at the highest concentrations was 34 + 2 A. Not all the concentrations explored

for RDTyrH are included in the Table (see Fig. 2 C).



Table 2: Quenching parameters in KI and acrylamide of both RD species®

RDTyrHes. 150 RDTyrH
Ko (M) (KI) Ko (M) (acrylamide)® Ko (M) (KI) Ko (M™) (acrylamide)®
pH 4.0 042+ 0.04 42%06 (1.89 £ 0.09) 038 % 0.04 40+03 (1.91%0.09)
pH 7.0 0.26 = 0.04 3.6+ 0.4 (1.91 = 0.09) 0.3140.04 3.9+ 0.4 (1.91 = 0.09)
6 M urea 1.43+0.01 3.6+ 0.1 (0) 14£0.1 3.6+ 0.1 (0)

® Errors are from fitting to Eq. (2). The K,s were obtained by fitting of fluorescence intensity at 315 nm versus

concentration of quenching agent. Experiments were carried out at 25 °C.
®The value within the parenthesis is the v, the dynamic quenching constant.

¢ Acrylamide quenching in 6 M urea resulted in a straight line with Ky, = 3.6 + 0.1 M"! in both proteins. The quenching

experiments in the presence of urea were carried out at pH 7.0, 10 mM Tris buffer.



Table 3: Thermodynamic parameters of RDTyrH species unfolding reaction obtained by chemical-denaturation experiments®

RDTyrHes.159 RDTyrH®
Biophysical Concentration  AG? (kcal mol" m (kcal mol* M~ [denaturant]; Concentration AG° (kcal m (kcal mol? [denaturant]s,
probe (M) Y ) M) (M) mol) M) M)

Fluorescence® 10 4.7+0.9 1.8+0.3 2.60 +£0.09 10 13 +1f 2604 2.53+£0.06
20 59+04 2.1+0.2 2.71+0.03 20 13 +1f 2504 2.64 +£0.07
20 (GdmClI)¢ 4.8+0.6 43+04 1.13+0.02 30 11 +1f 21+0.3 2.53+0.08
47 13 +1f 2.7+0.2 2.84+0.03

cb¢ 20 3.9+0.8 15+0.3 26+0.1 20 8+2 2.7%+0.9 29+0.1

30 3.4+0.9 13+04 26+0.1 30 72 25+0.8 2.8+0.1

49 3.4+0.9 13+0.2 2.7+0.1 55 4+2 1.3+0.9 29+04




®AGP is the free energy of unfolding extrapolated to the absence of denaturant; m is the slope of the variation in the free energy of unfolding with the denaturant
concentration (urea or GAmCI). Errors in the m- and [denaturant]/;-values are fitting errors. The uncertainty in AG® was obtained from error propagation, assuming
that the errors in the m- and [denaturant]y,-values are independent. Repetitions of the chemical-denaturations yielded differences of 0.2 kcal mol?* M? in the m-

values, and of 0.06 M in the [denaturant];;-values. All experiments were carried out at 25 °C and pH 7.0, 10 mM Tris buffer.
b All the fluorescence curves were obtained from the fluorescence intensity at 308 nm.

“These measurements were carried out in the presence of GdmCI.

The values were obtained by following the changes in the ellipticity at 222 nm.

€The fluorescence curves were fitted to the equation corresponding to a bimolecular process (Eq. (6)). The CD curves were fitted to the equation of an unimolecular

transition, since no concentration-dependence was observed (Eq. (4)).

fThe free energy units are at a 1 M standard state.



FIGURE LEGENDS

FIGURE 1: Structure of RDTyrHses.1s9: The dimeric solution structure of the domain is shown with the elements
of secondary structure in different colours (PDB number: 2MDA): B-strands in yellow and a-helices in red. The

sole Tyr131 is indicated in sticks. The figure was produced with Pymol *°.

FIGURE 2: Hydrodynamic measurements of RDTyrH species: (A) DLS of RDTyrHses.is0 at 277 uM at pH 7.0
(dotted line) and pH 4.5 (continuous line). (B) DLS of RDTyrH at 277 uM (monomer concentration) at pH 7.0
(dotted line) and pH 4.5 (continuous line). (C) Changes in c as the concentration of monomeric RDTyrH was
increased. The fitting values were om=0.50 £ 0.09 (the fitting was largely independent of this parameter, and
thus, it was not properly determined), and oy= 0.18 + 0.01. Inset: Changes in elution volume (ml) as the
concentration of monomeric RDTyrH was increased (the error bars are from at least three independent
volume measurements for each protein concentration). Conditions were: 20 °C, in Tris buffer (pH 7.0), 50 mM,

with 150 mM NaCl and 2 mM EDTA.

FIGURE 3: pH-induced structural changes of the RD species of followed by spectroscopic and hydrodynamic
techniques: (A) Changes of RD species (RDTyrH in blank circles and RDTyrHes.1s9 in filled ones) in aqueous
solution monitored by the changes in <A> of the intrinsic fluorescence. (B) Changes in intensity of the ANS-
binding followed at 480 nm for both proteins (the same symbols as above). Protein concentration was 15 uM
(monomeric protein); ANS concentration was 100 uM; buffer concentration was 10 mM in all cases. (C)
Changes in molar ellipticity at 222 nm, from far-UV spectra of both proteins (the same symbols as above).
Inset: far UV CD spectra of RDTyrHes.1s9 at pH 4.5 (continuous line) and pH 7.0 (dotted line). Spectra were
acquired in either 1 cm- (fluorescence) or 0.1 cm- (CD) pathlength cells. (D) Changes in the elution volume
(ml) as the pH was varied. At pH < 6.0, the protein eluted at volumes larger than the bed volume (18.98 ml)

of the column, and they have not been represented. Symbols for both proteins are as in the above panels.



FIGURE 4: 1D 'H-NMR spectra of the RD species: (Left side) The amide regions of RDTyrHes.159 at pH 4.5 (A)
and pH 7.0 (B). (Right Side) The amide regions of RDTyrH at at pH 4.5 (A) and pH 7.0 (B). Experiments were

acquired at 20 °C with protein concentrations for both species of 150 uM (in protomer units).

FIGURE 5: Chemical-denaturation of RDTyrHes.150: (A) The <A> from the intrinsic fluorescence of RDTyrHegs-159
at 10 uM of protein (in protomer units). Inset: CD denaturation curve of RDTyrHes.159 at 20 UM of protein (in
protomer units). (B) Gel-filtration data for RDTyrHes.159 (blank circles) and RDTyrH (filled circles). Protein
concentrations in the gel filtration experiments were150 uM (in protomer units), at all urea concentrations

for both proteins. Experiments were carried out at 20 °C.



Fig. 1 (Neira et al.)




Fig. 2 A and B(Neira et al.)

A

100

Hydrodynamic radius (nm)

15

—
o

% Volume
(&) |

1

“100

Hydrodynamic radius (nm)



Fig. 2 C (Neira et al.)
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Fig. 3 C, D (Neira et al.)
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Fig. 4 (Neira et al.)
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Fig. 5 (Neira et al.)
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Abstract

The adsorption of proteins to silica surface is a common process mainly governed by the electrostatic
attractive interaction between the pH-dependent negatively silica surface and the positive charges of the
biomolecule. This process often reduces the conformational stability of the adsorbed protein and may
reduce its biological functionality mostly due to multimolecular processes such as aggregation and
fibrillation. Here we show that high-density charge cationic polyelectrolytes may successfully compete with
the protein for the silica surface containing deprotonated-silanol groups. Therefore, the coating of silica
surfaces with these cationic polyelectrolytes precludes the adsorption of the protein to the solid surface.
Intensive water washing of the polyelectrolyte-coated silica surfaces had does not result in polyelectrolyte

release (even at moderate ionic strength) maintaining the solid surface protected from protein adsorption.

Keywords: protein adsorption, electrostatic interaction, surface coating, adsorption inhibition, protein

desorption.

Abbreviations:

LZM: hen egg white lysozyme

PDADMACI: poly(diallyldimethyl ammonium chloride)
PAAH: polyallyamine hydrochloride

PEI: polyethylenimine
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1. Introduction

Protein adsorption to both hydrophilic and hydrophobic solid surfaces is a widespread phenomenon due
to the amphipathic nature of these biomolecules [1]{2][3]. This process has been thoroughly used for many
biotechnological applications such as chromatographic separations [4], drug delivery systems [5][6],
diagnosis and sensor devices [7] and new biocompatible materials [8]. Nevertheless, the adsorption of
proteins to solid surfaces often reduce their conformational stability [9][10][11] which may lead to
structural as well as functional changes [12]. Furthermore, since protein adsorption may negatively affect
its conformational stability, its eventual release from the surface may lead to irreversible multimolecular

processes such as aggregation of fibrillation [13][14].

The development of many biotechnological processes in the last decades has allowed the production of
large quantities of protein-related materials in order to reach the ever-demanding necessities of our society
in areas such as pharmaceutical manufacturing, clinical pharmacology, research laboratories, industrial
biotechnology or food processing. Therefore, there is a need for the development of effective coatings for

these hazardous protein-adsorbing surfaces.

Silica is one of the most profusely used material in our everyday life and its use in most biotechnological
processes is ubiquitous. The charge-density of silica surface is highly pH-dependent due to the
deprotonation of its silanol groups [15][16]. Silica presents a point of zero charge around 2.5 —3.0 and both
experimental data and theoretical calculations are consistent with two populations of silanol groups with
pKa values in the order of 4.5 for the first group (accounting for 15— 20 % of total) and 8.5 for the remaining
80 — 85 % ionizable groups [17][18]. Accordingly, silica surfaces hold an overall negative charge at
physiological pH and electrostatic attraction towards positively charged molecules play a major role in their
adsorption onto the solid surface [19][20]. The pH and ionic strength dependence of the energetics of the
adsorption process [4][19][21] show that its strength is directly related to the charge density of the two
interacting species. The interaction of silica with both natural [11][20] and synthetic [22][23]
polyelectrolytes is especially strong mainly due the reduction in the loss of translational entropy upon
adsorption derived from the large number of electrostatic attractive contacts between the deprotonated

silanols on the solid surface and positive groups located in a single polymer chain.

There have been previous attempts to develop effective coatings to diminish the tendency of proteins to
adsorb onto silica surfaces. In particular, many silanization procedures have been proposed for the covalent
modification of surface-exposed silanol groups [24][25]. Though the synthesis procedure has been highly
optimized and silanization of silica surfaces is a straightforward procedure, the cost of producing
covalently-modified silica precludes its routinely use in biotechnological processes. Simple and inexpensive

adsorption coatings have been proposed using neutral polymers such as polyethylenglycol [26] or
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polyvinylpyrrolydone [27] though protein adsorption was not completely prevented by precoating silica

particles with these polymers.

We propose the coating of silica surfaces with high-density charge cationic polyelectrolytes as a simple and
inexpensive method to suppress protein adsorption taking advantage of the much higher affinity of the
polyelectrolyte for the silica surface compared with the one of the protein. Furthermore, the resulting
electrostatic repulsion between the silica-adsorbed polyelectrolyte and the protein would maintain the

later in solution precluding its adsorption to the solid surface.

We have studied the inhibitory effect of the coating of colloidal silica microparticles with different cationic
polyelectrolytes on protein adsorption. In particular, we used hen egg white lysozyme as a model cationic
protein at physiological pH. Lysozyme has been thoroughly studied in the last decades being the subject of
large number of both experimental and theoretical analyses. Due to the high isoelectric point of the protein
(~ 11), its holds an overall positive charge (around +8) at pH 7 [28]. The adsorption of lysozyme to silica
surfaces has been amply studied both from and experimental [21][20]{29][30] and theoretical[31][32]

perpectives.

2. Materials and methods

Materials.- Hen egg while lysozyme (LZM), poly(diallyldimethylammonium chloride), PDADMACI, of
different average molecular weights (< 100, 150, 275 and 450 kD), polyallyamine hydrochloride, PAAH, with
average molecular weight of 58 kD, polyethylenimine, PEIl, (average molecular weight 60 of kD) and low
molecular weight chitosan (with a 76 % degree of deacetylation) were from Sigma and used without further
purification. Cab-o-Sil fumed silica particles (with a specific surface area of 206 m?-g!) were purchased from

Acros Organics and all other chemicals were from Merck. All solutions were prepared using Milli-Q water.

Adsorption of LZM to silica and its polyelectrolyte-induced desorption.- Stock silica dispersions were
prepared in water and their exact solid content determined by dry residue. Prior to preparing the samples,
silica dispersions were sonicated using a Branson 450 digital sonifier. LZM stock solutions were prepared in
water and their concentration determined spectrophotometrically. Samples containing 0.8 mL LZM and
silica loaded in 2 mL plastic tubes were incubated at pH 7 (hepes buffer, 20 mM) and room temperature
for at least 12 hours under continuous agitation in order to ensure that the adsorption of the protein to
the silica surface had reached the equilibrium. Then 0.2 mL of a buffer solution containing different
polyelectrolyte concentrations were added to the sample and the agitation was continued for at least
another 16 h (further incubation times did not affect the desorption process). After equilibration, the

dispersions were centrifuged for 30 min using an Eppendorf Minispin microcentrifuge at 13,400 rpm
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(12,100 g). The supernatant was carefully separated from the pellet and its protein content determined

using a Shimadzu UV-2700 spectrophotometer.

Determination of the maximum amount of polyelectrolyte adsorbed on the surface of the unit mass of fumed
silica particles, gmax.- Different amounts of silica and polyelectrolyte were incubated at pH 7.0 and room
temperature for at least 16 h to allow the polyelectrolyte to adsorb onto the solid surface. The
concentration of polyelectrolyte in the supernatant was determined by titration with potassium

polyvinylsulfate using o-toluidine blue as indicator.

Effect of washing of the polyelectrolyte-coated silica surface on its adsorption capacity towards LZM.- In
order to check the desorption of PDADMACI from the silica surface, 0.5 g of polyelectrolyte-coated silica
were dispersed in 50 mL of buffered aqueous solutions containing different amounts of NaCl (0, 150 and
250 mM). The dispersions were incubated at room temperature for 16 h, centrifuged and the pellet
resuspended after being sonicated in 50 mL of a buffered solution identical to the one in which the particles
were dispersed originally. In order to check the integrity of the coating, an aliquot of the dispersion was
assayed (after determining its exact silica content) using LZM as a probe. Dispersions containing coated
silica particles (10 mg-mL?) and LZM (0.5 mg-mL?) were incubated under stirring for 16 h and the amount
of protein adsorbed determined from the residual LZM present in the supernatant. The process was

repeated 10 times.

3. Results and discussion

3.1.- Polyelectrolyte-induced desorption of LZM from silica surface.

The adsorption of LZM to Cab-o-Sil fumed silica nanoparticles has been previously studied in detail [20].
The adsorption of LZM to these particles is reversible with desorption equilibrium constant, Kp, of 0.0061
mg-mL?* and maximum surface coverage, I'max, of 1.1 mg-m2 at pH 7.0 (equivalent to a weight ratio of 0.23
mg of protein per mg of silica). The capacity of cationic polyelectrolytes to induce the desorption of LZM
previously adsorbed onto silica surface was first tested using PDADMACI with an average molecular weight
of 450 kD. The results are presented in Fig. 1. In panel (A), the fraction of protein desorbed induced by
PDADMACI is plotted as a function of the concentration of polyelectrolyte for four different sets of
experiments. In each series of experiments the total concentration of LZM was kept constant at 0.1, 0.3,
0.5 and 0.7 mg-mL?, respectively (silica content was constant at 10 mg-mL?). These conditions were
selected to ensure the complete adsorption of the protein initially present in the dispersion selecting a
protein-to-silica weight ratio well below the one for complete coverage of the solid surface (0.23 mg-mg’
1. This is confirmed by the negligible presence of protein in the supernatant in the absence of

polyelectrolyte. A further increase in the total concentration of protein (above 0.7 mg-mL?, keeping the
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silica content at 10 mg-mL?) leaded to incomplete adsorption of the protein to the surface in the absence

of polyelectrolyte (data not shown).

Panel (B) in Fig. 1 presents the fraction of protein desorbed versus the polyelectrolyte-to-silica weight ratio.
For each individual set of experiments, the presence of polyelectrolyte at low concentration does not
induce desorption of protein. Due to the small protein-to-silica weight ratio selected, silica surface is
incompletely covered by protein and polyelectrolyte would preferentially bind to the solvent-exposed
surface patches due to its higher affinity for those sites. Once the polyelectrolyte saturates the solvent-
exposed surface of the silica particle, the polymer successfully competes with LZM for the solid surface and
induces its release to the solvent. For each set of experiments, the increase in the concentration of
polyelectrolyte present in the dispersion induces a concomitant release of the protein from the silica
surface in a sigmoidal fashion. The desorption of the protein from the solid surface is almost complete at a
polyelectrolyte-to-silica weight ratio close to 0.08 — 0.09 mg of PDADMACI per mg of silica for the highest

protein concentration tested (0.7 mg-mL™?).

The inset in Fig. 1.B shows that the polyelectrolyte-to-silica weight ratio needed to induce desorption of 50
% of the protein initially adsorbed to the solid surface decreases linearly with the total concentration of
protein. This behavior would be consistent with the binding of the polyelectrolyte to the surface being
almost stoichiometric, even in the presence of adsorbed protein. If the apparent desorption constant (the
inverse of the adsorption constant) for PDADMACI in the presence of protein is much lower than the
polyelectrolyte concentration, the adsorption of the polyelectrolyte to the surface would take place almost
stoichiometrically with minimal polymer excess concentration needed for the complete coating of the

surface (and concurrent release of the protein).
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Fig. 1.- Polyelectrolyte-induced desorption of LZM at constant silica content (10.0 mg-mL™) and pH 7.0. In each set of
experiments, the concentration of PDADMACI 450 was varied from 0 to 1.2 mg-mL™, while total concentration of protein
was kept constant at 0.1 (@), 0.3 (©), 0.5 (R) and 0.7 (B) mg-mL, respectively. The fraction of protein desorbed is plotted
as a function of either the concentration of polyelectrolyte present in the dispersion (A) or the polyelectrolyte-to-silica
weight ratio (B). Inset in (B): the weight ratio necessary for the desorption of 50 % of the protein initially adsorbed to the

silica surface is plotted as a function of the total concentration of protein present in the dispersion.

When protein content in the dispersion is low, the degree of silica surface coverage by LZM is also small
and a larger fraction of the polyelectrolyte becomes attached to the solvent-exposed solid surface available
before the release of protein molecules from the silica surface. Therefore, the release of a given amount
of protein would need a comparatively higher polyelectrolyte concentration. As protein content in the
dispersion increases (keeping the available silica surface constant), less solvent-exposed surface is available
and the concentration of polyelectrolyte needed for its saturation (onset of protein release) decreases.
Consequently, since the amount of PDADMACI needed for complete coverage of the silica surface is almost

independent of the amount of protein adsorbed (see above), the polyelectrolyte-to-silica weight ratio
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needed for the release of 50 % of the protein is expected to decrease with surface coverage and therefore

with the initial protein content in the dispersion.

Unfortunately, we were unable to determine the maximum coverage of the silica particles by PDADMACI
inthe presence of an excess of protein since LZM adsorbes to KPVS forming insoluble complexes. Therefore,
we performed experiments similar to the ones presented in Fig. 1 but with an excess of protein ensuring
that an increasing amount of protein remains in solution in equilibrium with the adsorbed one (protein-to-
silica weight ratios of 0.25, 0.5, 1.0, 1.5, 2.0 and 2.5 mg-mg?). The results of these experiments (together
with the four experiments presented in Fig. 1, weight ratios 0.01, 0.03, 0.05 and 0.07 mg-mg?) are
presented in Table SM1 in the Supplemental section. The polyelectrolyte-to-silica weight ratio needed for
the release of 99 % of the adsorbed protein was independent of the presence of excess protein in the initial
dispersion. Its average value amounts 0.084 mg-mg™?, which is very similar to the independently determined
qmax for silicaand PDADMACI, 0.076 mg-mg™. These results are consistent with the adsorption of PDADMACI
to be almost stoichiometric even in the presence of adsorbed protein that needs to be released for the

complete coating of the solid surface.

We have also performed another set of experiments at constant LZM concentration (0.5 mg-mL?)
increasing the concentration of silica in each experiment (from 7.5 to 15.0 mg-mL* at pH 7.0). Again, we
selected protein-to-silica weight ratios in order to maintain a low level of surface coverage and almost
complete protein adsorption in the absence of polyelectrolyte. The results are presented in Fig.2. As
expected, the amount of enzyme detected in the supernatant in the absence of polyelectrolyte is negligible
in the four sets of experiments. The increase in polyelectrolyte concentration induced the release of the
previously adsorbed protein. As the total silica content increases from 7.5 to 15 mg-mL™? the percentage of
silica surface initially covered by protein reduces from around 30 % to less than 15 %. Consequently, the
minimum concentration of polyelectrolyte needed to initiate the release of the protein from the surface
scales with the amount of silica surface not covered by protein and exposed to solvent. The polyelectrolyte
concentration needed for the release of 50 % the protein initially bound to the solid surface follows the
same trend because this value includes not only the amount of polyelectrolyte that competed with protein
for the surface but also the polyelectrolyte molecules that became adsorbed to the free (solvent-exposed)

silica surface.

298

—
| S



Anexo

10 4 | | | R S
09 o : : i : [l - " q . L
o75mg/mL  @10.0 mg/mL
08 - g 4 I LN -
! ! ! ! ' W12.5 mg/mL E15.0 mg/mL
074 @ e s L e —— ]
3 o I
B 064+ Af M S T R EEEEEEEI EEEEEEE
= { i | H
2 ! ! : : ! ! : : ! : :
o 091 . . ‘ A R A e
T i i i i 1 1 ] ] i i 1
= . : 7 2 SN E S [ R ]
s I
934 S /4w . HE— ]
s 031 : : | | ! ! | | : | !
u: \ i i H 1 : 1 i H
0.2 1 SRt S e Ammmmee P
0.1 4 LS. S—— - —
0.0 v r : : : : : r T
0.0 0.1 02 03 04 05 06 07 08 09 10 11 12
[PDADMACI] (mg-mL-)
w{®
oo d L e e !
! . ! . . ! . ®75mg/mL  ©10.0 mg/mL
os{ yt . — 1
! ! ' 125 mg/mL B15.0 mg/mL
07 - "' I A R A A
o | | i i i i
B 064 N e ; 1 1 1 1
[ | -
8 ! & 0085
o 051 A - 2 2
R ST /S S ‘5 0.M5
goaf
EO.S | R R S | - R g, 0.035 ————o o
s g
L 02 - @ B e Z 0.025
£
0.1 oms
0.02 004 006
0.0 LZM to Si0, weight rali:; {g-g"

004 005 006 007 008 009 010 011 012
PE to SiO, weightratio (g-g”")

Fig. 2.- Polyelectrolyte-induced desorption of LZM at constant protein concentration (0.5 mg-mL™) at pH 7.0. In each set of
experiments, the concentration of PDADMACI 450 was varied from 0 to 1.2 mg-mL™, while the silica content in the final
dispersion was kept constant at 7.5 (®), 10.0 (@), 12.5 (B) and 15.0 (B) mg-mL™, respectively. The fraction of protein
desorbed is plotted as a function of either the concentration of polyelectrolyte present in the dispersion (A) or the
polyelectrolyte-to-silica weight ratio (B). Inset in (B): the weight ratio necessary for the desorption of 50 % of the protein

initially adsorbed to the silica surface is plotted as a function of the total concentration of protein present in the dispersion.

Panel (B) presents the fraction of protein released to the solvent plotted versus the polyelectrolyte
concentration normalized by the silica content (polyelectrolyte-to-silica weight ratio). The sigmoidal shape
of the curves is similar in all cases though the growth in the fraction of protein desorbed with
polyelectrolyte concentration (around the inflection point) correlates with the protein-to-silica weight
fraction in each set of experiments performed (in other words, with the percentage of solid surface initially

covered by the protein).
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As expected from the results presented above, the minimum polyelectrolyte-to-silica weight fraction (Fig.
2.B) that needs to be reached before the protein starts to desorb from the solid surface reflects the initial
percentage of solvent-exposed silica surface. Taking into account the gmax for the adsorption of LZM to
these silica particles[20], for experiments performed at 7.5, 10, 12.5 and 15 mg of silica per mL of dispersion
containing 0,5 mg-mL? of LZM, the percentages of solvent-exposed silica surface were roughly 71, 78, 83
and 85 %, respectively. Since, as discussed above, polyelectrolyte molecules would adsorb with higher
affinity to the protein-free surface patches, the initial flat portion of the sigmoid would follow the above-
mentioned trend. On the other hand, the polyelectrolyte-induced release of the protein from the silica
surface is shown to be completed at a weight ratio around 0.08 — 0.09. This value is similar to the one
obtained in the experiments presented in Fig 1 and very close to the independently determined amount of
PDADMACI needed for complete coverage of the unit mass of these particles 0.076 g-g. The inset in Fig
2.B shows the polyelectrolyte-to-silica weight ratio needed for 50 % release of the total protein initially
adsorbed as a function of the total silica content in each set of experiments. This value averages 0.036 +
0.002 mg of PDADMACI per mg of silica with a very slight dependence on the silica content of the
dispersions (varied between 7.5 and 15 mg-mL™). Taken together, these results prove that the adsorption
affinity of the polyelectrolyte for silica surface is much larger than the one of the protein. Therefore, the
coating of silica surfaces with PDADMACI would preclude the adsorption lysozyme since the protein would

be unable to compete for the surface due its much lower adsorption constant.

Both PDADMACI and protein adsorption to silica surface is expected to be mainly driven by the electrostatic
attraction of the opposite charged species [22][32][33]. Therefore it seems advisable to study the effect of
ionic strength on the capacity of the polyelectrolyte to release the adsorbed protein. Fig. 3 presents the
effect of the increase in the salt content of the dispersions on the fraction of LZM released as a function of
polyelectrolyte concentration. In all sets of experiments, both silica and protein content were kept constant
(at 10.0 and 0.5 mg-mL?, respectively) and the concentration of PDADMACI 450 was varied from 0 to 1.4
mg-mL™L. An increase in the ionic strength of the solution would weaken the electrostatic attraction
between the negatively charged silica surface and the positively charged protein at pH 7.0 due to the partial
shield of the electrostatic interactions. The results presented in Fig. 3, in the absence of polyelectrolyte,
show that while no detectable protein is measured in the supernatant at NaCl concentrations below 100
mM, at higher salt concentrations (150 and 250 mM) an increasing fraction of the protein remains unbound
in the absence of polyelectrolyte (around 3 and 10 %, respectively). This fact is a consequence of the
decrease in the proein adsorption constant with the increase of ionic strength and the displacement of the

equilibria towards the partial desorption of the protein.
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Fig. 3.- lonic strength dependence of the polyelectrolyte- induced desorption of LZM from silica surface at pH 7.0. Both
silica and LZM content in the final dispersion were kept constant (10.0 and 0.5 mg-mL™, respectively) and the concentration
of PDADMACI 450 was varied from 0 to 1.2 mg-mL™. The fraction of protein desorbed is plotted as a function of the
polyelectrolyte-to-silica weight ratio present in the dispersion at a constant NaCl concentration. Inset: the weight ratio
necessary for the desorption of 50 % of the protein initially adsorbed to the silica surface is plotted as a function of the

concentration of NaCl.

It is clear that the increase in the ionic strength of the solution lowers both protein and polyelectrolyte
affinity towards the negatively charged silica surface. Nonetheless, even in the presence of moderate salt
concentrations, the intrinsic adsorption constant for the PDADMACI to the silica surface is still much higher
than the one for LZM and a PDADMACI-to-silica weight ratio as low as 0.11 mg-mg* would be sufficient for
the complete coating of the particles. This results show that the coating of the particle with the
polyelectrolyte would successfully inhibit the adsorption of the protein to the solid surface even in the

presence of moderate salt concentrations.

The inset in Fig 3 presents the polyelectrolyte-to-silica weight ratio needed for the release of 50 % of the
protein adsorbed on the solid surface at different salt concentration. At low ionic strengths there is a sharp
increase of this value with salt concentration (from 0.036 mg-mg™ at 0 mM NaCl to 0.063 mg-mg* at 50
mM). Though the increase in the ionic strength induced a smaller decrease in the gradient of the sigmoidal
growth around its inflection point, a fairly constant value (0.064 + 0.001 mg-mg™) is maintained when NaCl

concentration is increased from 50 to 250 mM.

We have also studied the effect that the size of the polyelectrolyte has on its capacity to coat the silica
surface and inhibit the adsorption of LZM. In Fig. 4.A, the fraction of PDADMACI-induced release of LZM
from the silica surface is plotted versus the polymer-to-silica weight ratio. In the four sets of experiments

both silica and LZM content in the dispersions was constant (10 and 0.5 mg-mL™, respectively) while the
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polyelectrolyte concentration increased from 0 to 1.2 mgmL?. The displacement capacity of the
polyammonium polymers was shown to be very similar. The beginning of protein desorption was detected
at a polyelectrolyte-to-silica weight ratio around 0.012 mg-mg™ and complete protein release from the solid
surface reached at 0.08-0.09 mg-mg™. A very small dependence of the polymer capacity to induce the
release of the protein with its average molecular weight was found. The polyelectrolyte-to-silica weight
ratio needed for the release of 50 % of the initially adsorbed protein slightly but monotonically decreased
from 0.0359 for PDADMACI 450 to 0.0343 mg-mg* for the low molecular weight (< 100 kD) polymer, with
the polyelectrolytes of intermediate size (150 and 275 kD) following the same trend (0.0350 and 0.0354

mg-mg?, respectively).

As discussed above, effective coating of silica surfaces with the polyelectrolytes relies primarily in the
attractive electrostatic interaction between the two interacting species. Therefore, other cationic
polyelectrolytes may also be able to bind tightly to the surface of silica. Their relative capacity to inhibit
protein adsorption would depend on their apparent adsorption constant in the presence of a certain
protein concentration, which would scale with the ratio between their intrinsic adsorption constant (in the

absence of protein) and the adsorption constant of the protein.

We have tested the capacity to displace LZM from the silica surface of three additional polyelectrolytes,
namely 58 kD polyallyamine hydrochloride, PAAH58, 60 kD branched polyethylenimine PEI60 and low
molecular weight chitosan. Both silica and protein content were maintained constant (at 10 and 0.5 mg-mL
! respectively) and the concentration of polyelectrolyte was increased from 0 to 1 — 1.2 mg-mL? (except
for chitosan, since due to its low solubility at pH 7 the maximum concentration reached was 0.75 mg-mL
1). The results are presented in Fig. 4.B. Due to the large differences in the molecular weight of the charged
monomer of each polyelectrolyte, we have chosen to present the fraction of protein released as a function
of the moles of monomer per gram of silica. This would allow a more precise comparison between different

polyelectrolytes used based on the effect of the concentration of charged monomers.
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Fig. 4.- (A) Effect of the average molecular weight of PDADMACI on the polyelectrolyte-induced release of protein from
silica surface at pH 7.0. Both LZM and silica content were kept constant (10.0 and 0.5 mg-mL™, respectively) and the
concentration of PDADMACI| was varied from 0 to 1.2 mg-mL?. (B) Effect of the nature of the polyelectrolyte on the
desorption of LZM from silica surface at pH 7.0 at constant protein and silica content (10.0 and 0.5 mg-mL™, respectively).
The fraction of protein released from silica surface is plotted versus the number of moles of polyelectrolyte (on monomer
basis) per gram of silica particles.

PDADMACI450, PAAH56 and PEI6O successfully compete with the protein for the silica surface inducing its
complete displacement. PDADMACI450 is the most efficient polyelectrolyte for the desorption of protein
(on the monomer molar scale), initiating its displacement at around 0.081 mmoles of polymer per gram of
silica and completing its release at around 0.5 mmol-g™. For PAAH56 and PEI60, protein desorption was
initiated when polyelectrolyte content in the dispersion reached 0.11 and 0.18 mmol of polyelectrolyte per

gram of silica, respectively. It is important to mention that since all the experiments were done at the same
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protein and silica content, the amount of solid surface initially exposed to the solvent is the same at the

beginning of the four sets of experiments.

We have obtained experimentally the gmax for the adsorption of PDADMACI, PAAH and PEl to silica obtaining
the values 0.076, 0.054 and 0.044 grams of polyelectrolyte per gram of silica (equivalent to 4.55-10%,
5.77-10%and 1,02-10 moles of monomer per gram of silica, respectively). These values are very similar to
the number of moles of monomers of each polyelectrolyte needed for the 99 % release of the adsorbed
protein (5,18:10* 6,09-10* and 1,11:10 moles of monomer of PDADMACI, PAAH and PEI per gram of
silica, respectively). Again, we can conclude that a very small excess of polyelectrolyte is needed for the

release of the adsorbed protein and complete coating of the silica surface.

Chitosan could only partially displace the protein at the highest polymer concentration tested (0.75 mg-mL
1. As discussed above, the capacity of the polyelectrolyte to compete successfully with the protein for the
solid surface depends on their relative adsorption constants. Chitosan presents a low positive density
charge at pH 7 due its high pK, value (6.4 — 6.5) [34] that would indicate that only 20 — 24 % of the amine
groups are protonated. A consequence of this is the low solubility of the polyelectrolyte at neutral pH that
increases with the decrease in pH. Therefore, the apparent adsorption constant for the adsorption of
chitosan to the solid surface in the presence of protein is anticipated to be much smaller than the one

characteristic for the other polyelectrolytes.

3.2.- Effect of the coating of the silica particles on their size and surface charge density.

We have characterize the naked silica particles and the polyelectrolyte-coated ones using Dynamic Light
Scattering. First, the size of the naked silica particles measured at 50 mM NaCl (expressed as its
hydrodynamic diameter, 181 nm) is not affected, within experimental uncertainty, by its coating with
PDADMACI, PAAH or PEI (195, 186 and 172 nm). The silica particles completely saturated with LZM have a
large tendency to agglomerate due to the decrease in the total charge exposed to the solvent upon
compensation of charges between protein and surface. Consequently, the size of the LZM-coated silica

particles were too large to be accurately measured by DLS and varied from 2 to 6 um.

Interestingly, when these particles were treated with any of these there polyelectrolytes, the release of the
protein together with the coating of the solid surface with polymer yielded particles of similar sizes as the
ones directly coated by the polyelectrolyte (184, 183 and 169 nm for the particles coated with PDADMACI,
PAAH and PEl, respectively).

In order to confirm the coating of colloidal silica microparticles with the three cationic polyelectrolyte used,

we measured their zeta potential (in mV) as a direct measurement of the modified silica surface density
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charge. Naked SiO; particles has a zeta potential of -24.3 mV at pH 7, consistent with their negatively silanol-
deprotonated surface. At the same pH, PDADMACI, PAAH and PEl-coated microparticles carried a large
positive charge, of +44.6, +33.4 and +41.4 mV, respectively, which confirms the successful coating of the

silica particles by the cationic polyelectrolytes.

3.3.- Effect of washing on the stability of the polyelectrolyte coating.

In order to check for the effect of intensive water washing on the desorption of the coating polyelectrolyte,
PDADMACI450-coated silica dispersions (10 mg-mL?, containing 0, 150 and 250 mM NaCl) were
successively centrifuged and redispersed in the same buffer. The process was repeated 10 times for each
original dispersion. LZM was used as a probe to detect silica surface patches that might become exposed
to the solvent due to the partial release of polyelectrolyte molecules due to the washing procedure. The

results are presented in Fig. 5.

120 -1 w0 mMNaCl m 150 mM NaCl @250 mM NaCl = f---------mmmmee

100

80

60

40

% LZM in supernatant

20

4 5 6 7
Washing cycle #

Fig. 5.- Percentage of protein in the supernatant of dispersion of PDADMACI-coated silica microparticles after successive

cycles of resuspension, sonication and centrifugation at pH 7. 100 - % would be the percentage of protein adsorbed to the

solvent-exposed silica surface due to polyelectroyte release upon washing.

The concentration of protein present in the supernatant was invariant to the centrifugation-redispersion
cycle irrespective to the salt content of the dispersion. The average for the percentage of protein in the
supernatant for the three set of experiments were 103, 101 and 105 % for 0, 150 and 250 mM NaCl (with
standard deviations ranging from 1.5 to 3 %). We detected an increasing tendency for the supernatant of

the samples to become more turbid as they were submitted to successive cycles of resuspension,
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sonication and centrifugation. The errors in the correction for optical dispersion may be a reason for the

slight increase in the apparent concentration of protein in the supernatant.

We must conclude that the dilution-induced desorption of the polyelectrolyte is negligible and that the
surface of the silica particles remained buried from the solvent and therefore not exposed to protein

adsorption even in the presence of salt at moderate concentration.

4, Conclusions

The coating of silica surfaces with high-density charge cationic polyelectrolytes such as PDADMACI, PAAH
and PEl successfully precludes the adsorption of cationic proteins. The formation of a polyelectrolyte layer
around the negatively charged surface is stable towards intensive washing with buffered solutions even in
the presence of moderate salt concentrations. These results might be useful in the design of new strategies
towards the minimization of potentially harmful surface-induced interactions with biomolecules that may

endanger their biological integrity.
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