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Resumen

En este trabajo fin de grado se ha realizado un estudio de la adsorcién de lisozima sobre
nanoparticulas de magnetita (Fe;0,) recubiertas con el polielectrolito dextrano sulfato. El
proceso de adsorcidon ha sido estudiado en funcién de la fuerza idnica con objeto de
determinar las condiciones que permitan regular la capacidad de la particula recubierta para
adsorber biomoléculas. Los resultados han sido modelados en términos de la isoterma de
Langmuir determinando los dos parametros fundamentales: la capacidad especifica maxima de
adsorcion por parte de la nanoparticula g4, , Y la constante de adsorcion de la biomolécula a
la superficie de la nanoparticula derivatizada, K. Las conclusiones de este trabajo permiten
disefiar nanoparticulas magnéticas con funcionalidades definidas (tipo de recubrimiento,
densidad de carga, etc.) que pueden ser utilizadas para vehiculizar biomoléculas. El hecho que
las nanoparticulas disefiadas sean magnéticas permite su localizaciéon y acumulacion espacial
mediante el uso de un campo magnético externo con el fin de reducir la cantidad de
biomolécula necesaria para alcanzar una concentracién local dada, reduciendo asi, por
ejemplo, los efectos secundarios derivados de la toxicidad de ciertos tratamientos

farmacoldgicos.
Palabras clave:

nanoparticulas, polielectrolito, lisozima, fuerza iénica, adsorcion, gy, K

Abstract

In this Final Year Project a study of the adsorption of lysozyme on nanoparticles of magnetite
(Fe30,) coated with the dextran sulfate polyelectrolyte has been carried out. The adsorption
process was studied as a function of ionic strength to determine the conditions that allow the
regulation of the capacity of the coated particle to adsorb biomolecules. The results have been
modeled in terms of the Langmuir isotherm determining the two fundamental parameters: the
maximum specific adsorption capacity by the nanoparticle, g,,4,, and the adsorption constant
of the biomolecule to the surface of the derivatized nanoparticle, K. The conclusions of this
study allow to design magnetic nanoparticles with defined features (type of coating, charge
density, etc.) that can be used to drive biomolecules. The fact that the designed nanoparticles
are magnetic allows its location and spatial accumulation by using an external magnetic field in

order to reduce the amount of a necessary biomolecule required to reach a local
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concentration given, thus reducing, for example, the toxic side effects of certain drug

therapies.
Key words:

nanoparticles, polyelctrolyte, lysozyme, ionic strength, adsorption, g4, K



Introduccion

Breve incursion en las nanoparticulas (NPs) magnéticas

La nanociencia es uno de los campos mds prometedores actualmente en la ciencia. La
nanotecnologia estd empezando a permitir a cientificos, ingenieros, quimicos y médicos
trabajar en los niveles moleculares y celulares para producir importantes avances en las
ciencias de la vida y la salud. El uso de nanoparticulas [NPs] ofrece importantes ventajas

debido a su tamafio Unico y sus propiedades fisicoquimicas.

En el caso de las NPs magnéticas, la reduccion de tamafio trae consigo un cambio en el
comportamiento magnético del material, ya que pasa de ser ferro o ferrimagnético a
superparamagnético, donde, en ausencia de un campo magnético externo, el momento
magnético de cada particula fluctia de direccion siendo el momento magnético neto igual a
cero (figura 1) [1]. La presencia de un campo magnético externo es capaz de magnetizar las
NPs, que presentan una rapida respuesta alineando los momentos magnéticos de las NP en la

direccién del campo [2].
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Fig. 1.- Relacidon de la aparicion de superparamagnetismo con el tamafio de la nano
particula. Imagen extradida de [3]

La composicién del nucleo magnético depende de la aplicacién que se le vayaadarala
isma. Por ejemplo, la magnetita, Fe;0,, y la maghemita, Fe,0;, que presentan alta estabilidad
oxidativa, son actualmente los Unicos materiales magnéticos no tdxicos aceptados para
aplicaciones médicas [3,4]. Los nucleos magnéticos que consisten en materiales tales como

cobalto, niquel, y neodimio-hierro-boro puede ofrecer mejores propiedades magnéticas, sin



embargo, estos materiales pueden ser susceptibles a la oxidacidn o ser tdxicos para su uso en

el cuerpo humano [5].

También es destacable la gran capacidad que tienen las NPs para ser funcionalizadas
con diferentes compuestos, dependiendo de la diana que se desee vehiculizar. Existen
numerosos articulos en los que se describe la funcionalizacién de NPs de magnetita (Fe;0,)
con distintos compuestos capaces de unir distintas dianas. El caso del recubrimiento de
magnetita con silice estd muy bien documentado [7,8,9], asi como su posterior

funcionalizacidn con otros compuestos para diversos fines [10,11,12].

De esta forma, las NPs poseen propiedades magnéticas que pueden ofrecer grandes
ventajas, ya que pueden proporcionar una unidn selectiva a una molécula funcional, conferir
propiedades magnéticas a la diana, y permitir su manipulacién y transporte a una localizaciéon
deseada a través del control de un campo magnético producido por un iman[6], lo que resulta
de gran utilidad para numerosas aplicaciones de diversa indole, como pueden ser el
tratamiento contra el cdncer, ya sea mediante tratamientos hipertérmicos o como
transportador de farmacos antitumorales [13,14]; aplicaciones medioambientales, como
vehiculo de biorremediacién; o aplicaciones analiticas, como su utilizacion en técnicas de

fluorescencia [13].

Un problema inevitable asociado con las particulas en este rango de tamaiio
(nanémetros) es su inestabilidad durante largos periodos de tiempo. Estas NPs tienden a
formar aglomerados para reducir la energia asociada con el gran area superficial que
presentan en relacién a su volumen. Ademds, las NPs desnudas son quimicamente muy
activas, y son facilmente oxidadas en el aire, lo que resulta en una pérdida del magnetismo.
Para muchas aplicaciones, incluida la que atafie a este trabajo, es crucial desarrollar estrategias
de proteccion para estabilizarlas quimicamente contra la degradacion durante o después de la
sintesis [15,16,17]. El acido oleico es un surfactante que recubre y protege a las NPs de la

oxidacion y ademas evita la tendencia de estas a formar agregados en disolucion.

Las NPs de magnetita tienen un punto isoeléctrico (pl) alrededor de 6,5, por lo que
jugando con el pH su puede modificar su carga superficial, que serd negativa para valores
superiores al pl y positiva para los inferiores a 6,5 [19](figura 2). Asi, dependiendo del pH en el
que se trabaje se pueden obtener NPs fuertemente cargadas si se trabaja con ellas a pH
cercanos a a los extremos en la escala de pH. Esto resulta de especial interés a la hora de
funcionalizar las NPs con cualquier tipo de compuesto, ya que son susceptibles de unirse

electrostaticamente a otras moléculas cargadas.
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Figura 2. Variacion del potencial Z (g) de la magnetita con el pH, situdndose el punto
isoeléctrico de la misma en torno a 6,5. Figura obtenida de [19]

Lisozima (LZM) y Dextrano sulfato (DS), como proteina y polielectrolito

modelo, respectivamente

Este trabajo se centra en las NPs de magnetita como transportadores magnéticos de
una proteina modelo, la lisozima (LZM), cuando se recubre con un polielectrolito, utilizando el

dextrano sulfato (DS) como modelo.

Las lisozimas se definen como 1-4-B-N.-acetilmuramuidasas, es decir, enzimas que son
capaces de hidrolizar el enlace entre el carbono 1 del 4cido N-acetilmuramico y el carbono 4 de
la N-acetilglucosamina del peptidoglicano bacteriano. Las LZMs son enzimas presentes en muy
diversas especies, e histdricamente han presentado un interés especial: la lisozima de clara de
huevo fue la primera proteina en ser secuenciada y que tenia los veinte aminodcidos usuales.
Puesto que ademas se conocen las secuencias de aminodcidos de una gran variedad de estas
encimas, las LZMs constituyen un sistema modelo desde los puntos de vista estructural,
funcional y evolutivo [18]. La lisozima es una de las proteinas mejor caracterizada tanto
estructural como funcionalmente. Se trata de una proteina de muy alta estabilidad
conformacional y estable en un amplio rango de pH (desde pH 2 a pH 13). Parte de su elevada
estabilidad viene derivada de la existencia de cuatro puentes disulfuro que involucran a sus

ocho aminoacidos de cisteina.



(A)

Figura 3. (A) Secuencia aminoacidica de la Lisozima [20] donde se observan los cuatro puentes
disulfuro. (B) Representacion de la estructra tridimensional de la lisozima.

La LZM es una proteina basica, debido al gran nimero de aminacidos basicos que
presenta su estructura primaria (figura 3), por lo que presenta un punto isoeléctrico realmente
alto, en torno a 11 [19]. Esto resulta de gran interés para el propésito del trabajo, ya que se al
trabajar con esta proteina a pH bajo tendra una carga mayoritariamente positiva, por lo que
presentard una gran afinidad por las cargas negativas. A partir de la estructura primaria de la
proteina, tomando los valores de pKa de los grupos ionizables (Asp, Glu, His, Cys, Arg, Lys, Tyr)
es posible calcular la carga total de la proteina en funcién del pH. Como se observa en la Fig. 4,
la carga positiva de la proteina aumenta monotdnicamente al disminuir el pH por debajo de su

pl alcanzando un valor de 17,2 a pH 3.
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Figura 4. Variacion de la carga total de la lisozima con el pH

El dextrano sulfato (DS) es un derivado polianidnico del dextrano (un polimero de
glucosa) que se obtiene mediante sulfatacién del mismo. Se suele suministrar como una sal de
sodio en forma de polvo blanco y es muy soluble en agua y soluciones salinas hasta 100
mg/mL. Ademds, el DS contiene aproximadamente un 17% de azufre, lo que equivale
aproximadamente a 2,3 grupos sulfato por resto glucosidico (figura 5). Por tanto, se trata de
un polielectrolito fuerte ya que la densidad de carga permanece constante en todo el rango de

pH ya que el grupo ionizable (R-O-SO;’) tiene un pKa menor de 1.
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Fig. 5.- Polielectrolito DS utilizado en el recubirmiento de las NPs. Contiene, en promedio
2,3, grupos sulfato por cada mondmero de glucosa.

Una de las caracteristicas deseables de este compuesto es justo la gran cantidad
grupos sulfato que presenta, ya que esto le permite unirse electrostaticamente tanto a la NP
como a la LZM, haciendo de unién entre diana (la proteina) y vehiculo (la nanoparticula). Su
elevada carga superficial negativa permite al DS adsorberse de forma efectiva a las particulas
de magnetita (cargadas positivamente para valores de pH menores de 6,5). El recubrimiento
de las nanopaticulas de magnetita por el DS resulta ser extremadamente efectiva no
solamente debido a la fuerte atraccidn electrostatica que se establece entre la superficie y el
polielectrolito sino también por la fuerte tendencia de los grupos sulfato del DS para quelar

iones divalentes.

Las particulas de magnetita asi obtenidas tendran una elevada densidad de carga
negativa que las hardn susceptibles de unir diversas biomoléculas que al pH de trabajo se
encuentren cargadas positivamente. Por tanto, parece razonable suponer que las particulas de

magnetita recubiertas de DS seran capaces de unir LZM mediante atraccion electrostatica.
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Isotermas de Langmuir

El fendmeno de adsorciéon de moléculas de distinto tamafio a superficies sdlidas de
muy distinto tipo (hidrofdbicas, hidrofilicas, etc.) ha sido un drea de enorme interés durante el
pasado siglo XX. En la actualidad, existe un renovado interés por este tipo de interacciones
desde una perspectiva biotecnolégica por las implicaciones que tiene la adsorcidn de

biomoléculas (proteinas, acidos nucleicos, farmacos, etc.) a superficies de vidrio o de plastico.

De entre los muchos tratamientos propuestos es seguramente el planteado por
Langmuir [27] el mas utilizado, seguramente porque modela el proceso de adsorcidn de forma
mas sencilla. La isoterma de Langmuir correlaciona la cantidad de adsorbato (molécula que se
adsorbe) por unidad de masa de adsorbente (material sobre el que se produce la adsorcidn) en
funcién de la concentracidon de adsorbato (ligando) libre. En el caso de la adsorciéon de una
proteina, P (como es el caso de la LZM) a la superficie de una NP, la isoterma de adsorciéon
tomaria la forma siguiente [21,22]:

ZQméx'K[P]

1= ¥ K[P]

Donde g representa la cantidad de proteina adsorbida (en mg) por g de NP
(adsorbente), [P] indica la concentracién (mg/mL) de proteina libre (no adsorbida) en
equilibrio con la superficie, gmsx la cantidad méxima de proteina que puede adsorber 1 g de NP
y K es la constante del equilibrio de adsorciéon. Cuanto mayor es el valor de K tanto mas
desplazado estard el equilibrio de adsorcién hacia la derecha (adsorciéon). Como toda
constante de equilibrio, K es el cociente de las constantes cinéticas de adsorcién y desorcién:

K = kasociacién
kdisociacién
La isoterma de Langmuir suele presentarse de forma linealizada

1 1 1 1

= +
q qméx'K [ ] Amax

Por lo que al representar 1/q frente a 1/[P] se obtiene una linea recta:
y=a-x+b

Como se puede observar, la ordenada en el origen de la recta nos daria el valor de
Qmax, Y 1a pendiente de la misma el valor de K. De esta forma, y a partir de los datos
experimentales, se puede obtener un ajuste de la isoterma con los valores obtenidos de g4
vy K, lo cual permite un tratamiento cuantitativo a la hora de hacer comparaciones entre

isotermas.



Dado que tanto la adsorcion del DS a la superficie de la NP como la posterior adsorcion
de la LZM a las NP magnéticas recubiertas con DS tienen un componente electrostatico
mayoritario, un parametro fundamental en este tipo interacciones serd la fuerza idnica del
medio (). Asi, la atraccidn electrostatica entre la LZM (cargada positivamente a pH 3) y los
grupos sulfato de la superficie de la particula derivatizada (figura 6) seria apantallada a medida
gue aumenta la fuerza idnica. En efecto, el aumento de la concentracién de los cationes y
aniones que forman parte de la disolucién en la que se establece el proceso de adsorcidn
tendra como efecto neto la disminucion de la fuerza electrostatica atractiva entre la superficie

(cargada negativamente) y la proteina (cargada positivamente).

De forma analoga, el aumento de la fuerza idnica debilitara la atraccion electrostatica
entre el DS (cargado negativamente) y la superficie de la nanoparticula de magnetita (cargada

positivamente a pH 3).

Por tanto, podemos adelantar que la fuerza idnica del medio tendrd un efecto
modulador de la intensidad de la adsorcién lo que se traducird en una disminucién en la
constante de adsorcion, K, con la fuerza idnica. En principio, este efecto podria tener un efecto
de intensidad distinta para cada uno de los dos procesos de adsorcion comentados

anteriormente.

® Negative ion
® Positive ion

Lisozima

Grupo Sulfato (0-503)~

Fig. 6.- Efecto apantallante de la sal en la unidn electrostdtica entre la LZM y los grupos sulfato
del polielectrolito.

Los iones Cl ~se alinean en torno a la carga positiva, asi como los iones Na * lo hacen en torno a
los grupos sulfato del DS, dificultando de esta forma que la LZM pueda adsorberse sobre el
polielectrolito.
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Antecedentes y objetivos

El enorme desarrollo de la nanotecnologia en los udltimos 30 afios ha permitido el
lanzamiento de nuevas y eficientes rutas sintéticas hacia la produccion y funcionalizacién de
diferentes nanoparticulas, obtenidas en forma de una gran variedad de materiales, incluyendo
metales nobles, semiconductores compuestos magnéticos y sus combinaciones, como

aleaciones de nanoparticulas. [26]

Se han descrito una inmensa variedad de moléculas con las que se han funcionalizado
las nanoparticulas, como el polietilenglicol, diéxido de silicio, APTES, y muchos mas, para una
variedad aun mayor de aplicaciones (biomédicas, medio ambiente, técnicas analiticas, etc.)
como se ha comentado anteriormente. Es decir, se han centrado los esfuerzos en tratar de
hacer que las nanoparticulas sirvieran para llevar a cabo distintas funciones, pero poco se ha

hecho hasta la fecha, en comparacion, para tratar de optimizar esa funcionalizacién.

El objetivo del presente trabajo se centra en la optimizacidn de las condiciones de
recubrimiento de las nanoparticulas magnéticas cono polielectrolitos de alta densidad de carga
(en particular el dextrano sulfato). Asi, nos centraremos en la obtencidn de estas particulas
recubiertas y analizaremos las condiciones experimentales que permitan maximizar la cantidad

maxima de recubrimiento, qumax.

Una vez obtenidas las nanoparticulas recubiertas utilizaremos la lisozima, LZM, como

sonda que nos permita evaluar su capacidad de adsorcion.
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Materiales y métodos

Sintesis de las nanoparticulas de Fe304

Se afiade 1 L de agua desgasificada a un vaso de precipitados de 2 L. A continuaciodn, se
burbujea N, en el agua bajo agitacién magnética continua, ajustando la agitacién para que ésta
sea lo mas vigorosa posible sin que se produzcan salpicaduras. Tras desgasificar el agua
durante 15 min, se afiaden 11,94 g de FeCl,-4 H,0 (Merck, 13478-10-9) y 34,6 g de FeCl;-6 H,0
(Merck, 10025-77-1) para que la proporcidn en cuanto a moles sea 1:2, tal y como se recoge en

la tabla 1. Durante este proceso se siguen manteniendo la corriente de N, y la agitacion

magnética.
Masa (g) P.M. (g-mol™) n (moles)
FeCl,-4 H,0 11,93 198,85 0,060
Reactivos
FeCl;-7 H,0 34,60 288,35 0,120
Producto Fes0, 19,89 231,53 0,060

Tabla 1. Gramos de FeCl,-4 H,0 y FeCls-7 H,O utilizados para formar magnetita.

Una vez la disolucion se torna transparente, se anade NH; al 25 % (Merck,
1.05432.1011) con una bomba peristéltica a razon de 1 mL/min, monitorizando el pH de la
disolucién hasta que su valor se mantenga constante en torno a 10. La disolucidon tomard
inmediatamente un color negruzco, indicando la formaciéon de magnetita (Fe;0,4). Se mantiene

la dispersidn bajo agitacidn y con la corriente de N, durante 30 min a temperatura ambiente.

La reaccidn global que provoca la subida del pH es la oxidacidn de los iones Fe* y Fe*'

para dar lugar a sus hidroxidos y su posterior precipitacién en forma de magnetita:

Fe?*(ac) + 2 Fe3*(ac) + 8 O0H™ (ac) » Fe30,(s) + 4 H,0 (1)

Recubrimiento de la magnetita con acido oleico:

Con objeto de proteger las nanoparticulas de magnetita obtenidas y aumentar su
estabilidad coloidal (evitando se aglomeracién), las NP fueron recubiertas con acido oleico de
forma que los grupos carboxilato (R-COQ’) se adsorberan a la superficie de las nanoparticulas
de magnetita y evitaran su floculacién. El grupo carboxilato del acido oleico forma un complejo

de coordinacidn con el hierro que puede ser polinuclear. La cabeza polar del acido oleico
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queda unida al hierro de la superficie de la NP y la cola apolar de la molécula queda orientada
hacia el exterior como barrera de impedimento estérico que evita la interaccion entre NPs

(estabilizacidn estérica). De esta forma las NPs quedan estabilizadas en el medio organico.

En medio acuoso, la capa de oleato rodeando la NP se asemeja a una doble capa
lipidica ya que por cada molécula de oleato cuyo grupo carboxilato se une a la superficie otra
molécula de oleato se dispone de forma antiparelela con respecto a la anterior, maximizando
el contacto hidrofdbico entre sus cadenas hidrocarbonadas y orientando su grupo carboxilato
hacia el exterior. De esta forma, las NP recubiertas de oleato aumentan su estabilidad coloidal
al establecerse una interaccién electrostatica repulsiva entre ellas siempre que el grupo

carboxilato esté deprotonado (pKa = 9.85).

OH

Fig 7.- Estructura del dcido oleico (CisH3,0,), un dcido graso mono-
insaturado cuyo pKa es 9,85.

El procedimiento experimental puede resumirse como sigue: tras 30 min, se afiaden 10
mL de 4cido oleico (VWR Chemicals, 20447.293) bajo agitacion magnética vigorosa (sin
provocar salpicaduras), se calienta la dispersién hasta alcanzar los 70 °C y en las mismas
condiciones de agitacién y corriente de N, empleadas en la sintesis de magnetita, todo esto
durante una hora. Las moléculas de oleato (R-COO’) se adsorberan a la superficie de las

nanoparticulas y evitaran su aglomeracion.

A continuacién, se enfria a temperatura ambiente y se afiade HNO; al 65 % hasta que
el pH alcance un valor proximo a 5. Al protonar los grupos carboxilato del acido oleico, las

nanoparticulas recubiertas de oleico precipitaran, facilitando asi su separacion.

Utilizando un imdn permanente de neodimio, se separan por decantacion las
nanoparticulas y se realizan sucesivos lavados con etanol al 96 % (VWR Chemicals, 20824.296)
para eliminar el exceso de oleico que haya quedado en disolucién y no adheridas a la superficie

de las nanoparticulas.
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Fucionalizar la magnetita con un polielectrolito, el Dextrano Sulfato (DS)

Tras lavar las nanoparticulas recubiertas de oleato a pH 11, las particulas muestran una
elevada estabilidad coloidal debido a la repulsidn tanto estérica como electrostatica que se

establece entre las NP individuales.

Cuando el pH del medio se mantuvo a pH 3 las moléculas de oleato fueron protonadas
(pKa = 9,85) para dar lugar al acido oleico (neutro). Habiendo perdido su carga, el surfactante

carece ahora de la capacidad de adsorberse a la superficie de magnetita y es liberado al medio.

Para recubrir las nanoparticulas con el polielectrolito se procedié de la siguiente
manera: Se prepararon dos stocks: 50 mM de &acido férmico a pH 3, ya que a este pH se
consigue que la nanoparticula presente carga positiva en su superficie debido a que su punto
isoeléctrico estd alrededor de 6,5, y los grupos sulfato del DS se encontraran deprotonados,
por lo que interaccionaran electrostaticamente con la superficie de la NP (figura 8); y otro 4 M
de NaCl. A partir de estos stocks se prepararon los diferente buffers para recubrir la
nanoparticula con el polielectrolito en diferentes condiciones, a los que se afadié también el
DS (Fluka BioChemka, 31395) a una concentracion de 5 mg/mL. De esta forma, se obtuvieron

los buffers indicados en la tabla 2.

A estos buffers se les afiadid gota a gota otros 25 mL de nanoparticulas libres de acido
oleico a una concentracion de unos 4 mg/mL, de tal forma que el volumen final de la
dispersidon era de 50 mL, quedando las concentraciones de todos los componentes antes
citados a la mitad del valor indicado. La mezcla de nanoparticula y polielectrolito se dejé bajo

agitacién mecanica utilizando un agitador tipo noria durante toda la noche.

Al dia siguiente, se lavaron las nanoparticulas con el mismo buffer utilizado para
recubrirlas, solo que en este caso la concentraciéon de sal y férmico era la mitad de la
mencionada en la tabla 2, y tampoco contenian DS, para retirar el exceso de DS que no se

hubiese adherido a las nanoparticulas.
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Fig 8.- Interaccion electrostdtica del grupo sulfato de uno de los monémeros que conforman el
DS con la superficie de la NP, cuando el pH es igual a 3 (a); Imagen de una NP recubierta
completamente por el polielectrolito (b).

BUFFER 1 BUFFER 2 : ; BUFFER 4
Fae d -1

HCOOH pH 3 10 mM HCOOH pH 3 10 mM HCOOH pH 3 10 mM HCOOH pH 3 10 mM
NaCl om NaCl 05M NaCl 1M NaCl 2Mm
Dextrano 5 Dextrano 5 ) Déxtirar;oi ) 75 N Dextrano 5
Sulfato mg/mL Sulfato mg/mL Sulfato mg/mL Sulfato mg/mL
Volumen final 25 mL Volumen final 25 mL Volumen final 25 mL Volumen final 25 mL

Tabla 2.- Buffers utilizados y su composicion

Adsorcion con lisozima (LZM)

La LZM (Merck, 4403-5GM) se prepard de la siguiente forma: Se pesé una cantidad
aproximada para que al disolverla en agua milli-Q la concentracién final de la misma fuese de
2,5 mg/mL. A continuacion, se filtré utilizando una jeringuilla estéril y filtros de acetato de
celulosa de 0,2 um. Acto seguido, se realizé un barrido espectrofotométrico a una alicuota
diluida 10 veces de la muestra preparada (utilizando un espectrofotometro UV-2700,

SHIMADZU) entre 240 y 400 nm, anotando el valor a 280 nm, al ser ésta la longitud de onda en
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la que la LZM presenta un mayor pico de absorcidn [22]. El coeficiente de extincién molar de

la LAM es 2,653 mL- mg™t-cm™.

Una vez conocida la concentracién real de LZM se pudo proceder a la realizacion de los
experimentos. En primer lugar, se realizaron experimentos en los que la concentracion de LZM
se mantenia constante (0,5 mg/mL), mientras que la de NPs recubiertas variaba entre 0y 7,5
mg/mL, a intervalos de 0,5 mg/mL; el volumen final para cada concentracion fue de 1 ML. A
continuacién, poder obtener las isotermas de Langmuir correspondientes, se usaron
concentraciones crecientes LZM, desde 0 hasta 0,5 mg/mL en un principio, pero al no
estabilizarse la adsorcién para ciertas condiciones (250 y 500 mM), esta cantidad se vio
incrementada hasta 1,4 mg/mL de LZM, mientras que se mantuvo constante la de NPs (2

mg/mL); el volumen final para cada concentracion fue de 1 mL.

Caracterizacion de las NPs

El tamano de las NPs recubiertas de se determind mediante Dynamic Light Scattering,
método por el cual se mide la velocidad a la que las particulas estan difundiendo debido al
movimiento browniano (movimiento aleatorio inducido por el disolvente en el que se
encuentre la muestra, que sera tanto mayor cuanto menor sea la particula). Esto se hace
midiendo la velocidad a la que la intensidad de la luz dispersada fluctia, mediante un
fotomultiplicador que transformara dicha sefial en una visible [24-25]. El resultado reflejé un

tamafio de 909 + 29 nm, con un indice de polidsipersidad de 0,238.

El recubrimiento con el DS se determind midiendo la carga que presentaban las NPs en
su superficie, también utilizando el mismo instrumento. Los resultados que se muestran a
continuacién son una media de las 7 mediciones que se hacia por muestra. De esta forma, para
las NPs recubiertas con acido oleico, el resultado fue el siguiente: potencial Z = 17,80 + 5,18
mV, con una movilidad de 1,39 + 0,41 (u/S)/(V/cm); para las NPs lavadas con agua a pH = 9:
potencial Z = 20,28 + 3,082 mV, con una movilidad de 1,58 + 0,24 (u/S)/(V/cm); y para las NPs

recubiertas con DS: potencial Z = -26,82 + 2,57 mV, con una movilidad de -2,10+ 0,2

(u/S)/(V/cm).
Medida de la concentracion libre (no adsorbida) de LZM

La finalidad de los experimentos era ver la capacidad de adsorciéon de las NPs en
diferentes condiciones. Para ello, se adsorbia cierta cantidad de Lz sobre NPs recubiertas con

DS. Tras producirse esta adsorcién, se separaban las NPs con la Lz adherida a su superficie
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utilizando un iman permanente de neodimio, para poder recuperar el sobrenadante en el que

se encontrard la Lz que no haya podido adsorberse.

Para determinar esta adsorcion, se utilizdé un estectrofotometro UV-2700 de
SHIMADZU, junto con el software UVprobe 2.43. Se midid el sobrenadante para cada
eppendorf de 1 mL en un barrido de longitudes de onda entre 400 y 240 nm, ya que aunque el
pico de absorbancia de la Lz se encuentra en 280 nm, el espectro que se obtiene al medir entre
estas longitudes de onda puede demostrar si ha quedado alguna NP en el sobrenadante que
no se ha pegado al iman. Esto permite ver si lo que se estd midiendo es Unicamente el
sobrenadante, o el sobrenadante y algo mas. De esta forma se evita la obtencién de falsos

resultados, ya que la magnetita es capaz de absorber entre 400 y 300 nm [23].

Medida de la concentracion de las NPs

La concentracion del stock inicial de NPs recubiertas con acido oleico se determind
midiendo el peso seco al evaporar el disolvente que contenia a dichas NPs. Primero se pesaron
los eppendorfs vacios (tres, porque se realizaron 3 medidas) que iban a contener las muestras
y se anotaron los valores, y acto seguido se sometieron las NPs a sonicacidon durante 10-15
min, para que no se formaran aglomerados y las nanoparticulas se encontraran mas separadas
y homogéneas. A continuaciéon, se tomo una alicuota de 500 plL de las NPs, se decantd el
disolvente y se lavd con agua milli-Q una vez y con etanol dos veces. Se dejé evaporar el
disolvente toda la noche a 78 °C y al dia siguiente se volvieron a pesar los eppendorfs. La
diferencia en el peso entre vacios y llenos daba los mg de nanoparticulas, y puesto que se
conocia el volumen empleado (500 uL) se determiné de esta forma la concentracion del stock

de NPs recubiertas con oleico.

La concentracidon de las NPs recubiertas con el DS se determind de manera distinta,
utilizando un método espectrofotométrico basado en la 1,10-fenantrolina. Para cuantificar las
NPs se diluyen 10 veces (1:10) y se toma 1 mL, al que se anade otro mL de HCI 2M, para hacer
que las particulas de magnetita se disuelvan (dando lugar tanto Fe** como Fe*, este ultimo
oxidado por cualquier molécula de O, que haya en la muestra) en disolucion. Asi, al afiadir
hidroxilamina, NH,OH - HCl, al 10% p/V, 1g/10 mL (Sigma-Aldrich, 159417-100G) se reducira
todo el férrico a ferroso. Tras esperar 10 minutos, se afiade 1,10-fenantrolina 10 mM (Sigma-
Aldrich, 131377-5G) que sera capaz de reaccionar con el ferroso, formando un compuesto

coloreado capaz de determinarse espectrofotométricamente a 510 nm. Con los valores

17



obtenidos se puede extrapolar cuantas NPs tenemos, ya que la realcion moles de

hierro/nanoparticulas es 3/1.

A pH 1 (debido al HClI del NH,OH - HCl) no se puede medir bien en el
espectrofotémetro, por eso todos los reactivos que se usan estdn disueltos en un tampdn

féormico/formato, para neutralizar esta bajada de pH hasta un valor de 4 méas o menos.

La recta de calibrado que se utilizé para extrapolar los datos es la que se muestra en la
figura 9, y se construyé midiendo espectrofotométricamente a 510 nm concentraciones

conocidas de Fe**, y relacionando dichos puntos mediante una linea de tendencia.

El Ultimo dato a tener en cuenta es el peso molecular de la magnetita, que es 231,54 g/mol.

0,9
0,8 [— y=09,0852x /0
O 7 | RZ = 0,9994

06 /./

0,5
0,4
0,3
0,2

0,1 /
0 o/‘/

0 0,02 0,04 0,06 0,08 0,1
[Fe] mM

Abs 510 nm

Fig. 9.- Recta de calibrado del Fe(ll)

El coeficiente de extincidon molar del Fe (ll), segun los datos obtenidos, es de 9,0852 L- mmol™*-c

-1
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Resultados

Adsorcion de LZM sobre NPs

Para probar si las NPs (recubiertas de DS) eran capaces de adsorber la proteina se
realizd el experimento cuyo resultado se muestra en la figura 10. En este experimento, se
mezclaron concentraciones crecientes de NPs recubiertas con DS (desde 0 a 7,5 mg/mL) con
una cantidad fija de LZM (=0,5 mg/mL) y se observé si la concentracion de LZM soluble (no
adsorbida) disminuia conforme se aumentaba la cantidad de NPs, fruto de la adsorcion de la
proteina sobre la nanoparticula. Se ve cdmo disminuye la cantidad de LZM libre en el medio

conforme se aumenta la concentracién de NPs.

0,5
0,5 o LI

0,4
0,4 O

0,3 |
0,3 m

0,2 =
0,2
0,1 =
0,1
0,0 . . . . . . .

Lisozima libre (mg/mL)

NP (mg/mL)

Fig. 10.- Capacidad adsortiva de las NPs recubiertas de DS en presencia de una concentracion
fija de LZM.

Las particulas de magnetita fueron previamente recubiertas con dextrano sulfato a pH 3 (10
mM acido férmico) en ausencia de sal y su capacidad para adsorber lisozima fue estudiada a
fuerza idnica nula

Por tanto, comprobamos que la hipdtesis de partida era valida y que las NPs

recubiertas de DS son eficaces en la adsorcion de la LZM.
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Reordenamiento de los grupos sulfato en presencia de sal

Con objeto de analizar el efecto de la fuerza idnica sobre la capacidad de adsorcidn de
las NPs magnéticas recubiertas de DS, se determind la cantidad de lisozima soluble (no
adsorbida) en funcion de la concentracién de NPs presentes en el medio a pH 3 y 250 mM de

NaCl.
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Fig. 11.- Efecto de la fuerza idnica en la adsorcion de LZM

Recubrimiento con DS y adsorcion de la LZM a 0 mM de NaCl (cuadrados rojos, 0:0) y
recubrimiento con DS a 0 mM de NaCl y adsorcién de la LZM a 250 mM de NaCl
(circulos lilas 0:250)

La Figura 11 representa la adsorcion de LZM cuando se varia la concentracidon de NPs
en diferentes condiciones. En ambos experimentos las NPs fueron recubiertas con DSapH 3y
en ausencia de sal. Se observa que, sorprendentemente, la muestra cuya adsorcién se analiza
en presencia de 250 mM de NaCl tiene una mayor capacidad de adsorcidon que la que se
analiza en ausencia de sal. Cuando se recubre a 0 mM y se adsorbe a 250 mM de sal se une
toda la LZM a las NPs a una concentracion de estas en torno a 7 mg/mL, mientras que en la
otra condicidn no llega a absorberse del todo la proteina en el rango de concentraciones de

NPs utilizadas.

Si tenemos en cuenta que el aumento de la fuerza idnica deberia debilitar la atraccidn
electrostdtica, el resultado obtenido Unicamente puede explicarse si consideramos que la

carga de la superficie de las NPs recubiertas con DS se ve afectada por el aumento de fuerza
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idnica. Aun mas, el resultado pareceria apuntar hacia una situacidn en la que el aumento de la
fuerza idnica del medio desde 0 hasta 250 mM de NaCl provocaria que algunos mondmeros de

DS dejasen de interaccionar con la superficie de magnetita para interaccionar con la proteina.

Con objeto de confirmar esta conclusién, se analizd el efecto de la variacién de la
fuerza idnica durante el proceso de recubrimiento de las NPs. En la figura 12 se representa la
adsorcién de LZM cuando se varia la concentracidn de NPs en diferentes condiciones. Cuando
las NPs son recubiertas en presencia de 250 mM de sal (rombos en la figura 12, 250:0)
demuestran tener una capacidad de adsorcion maxima. Una concentracién de Nps de

alrededor de 6,5 mg/mL es suficiente para adsorber practicamente toda la lisozima disponible.
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Fig. 12.- Efecto de la fuerza idnica en la adsorcion de LZM

Recubrimiento con DS y adsorcién de la LZM a 0 mM de NaCl (cuadrados rojos, 0:0),
recubrimiento con DS a 0 mM y adsorcion de la LZM a 250 mM de NaCl (tridngulos
verdes, 0:250) y recubrimiento con DS a 250 mM de NaCl y adsorcién de la LZM a 0
mM de NaCl (rombos azules, 250:0)

Sin embargo, si las NPs son recubiertas en ausencia de sal y se analiza su recubrimiento
también en ausencia de sal (cuadrados rojos en la figura, 0:0), no se consigue la completa

adsorcion de la proteina ni siquiera a la mayor concentracidn de NPs testada (7,5 mg/mL).

La situacion para las NPs recubiertas en ausencia de sal y cuya capacidad de adsorcién
se analiza en presencia de 250 mM de sal (tridngulos verdes en la figura, 250:0) es intermedia

entre los dos casos extremos explicados anteriormente.
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Aumento en la exposicion de grupos sulfato vs efecto apantallante

Con el propésito de profundizar en la explicacion del efecto observado se realizaron
experimentos para obtener la completa isoterma de adsorcidon para NPs recubiertas a pH 3 en
ausencia de sal y cuya capacidad de adsorcion se analizé a 0, 250 y 500 mM de sal (siempre a

pH 3).
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Fig. 13.- Isoterma de Langmuir para la adsorcion de LZM en distintas condiciones de adsorcion.

Recubrimiento con DS a 0 mM de NaCl y adsorcién realizada a 0 mM (cuadrados azules, 0:0), 250
mM (rombos negros, 0:250) y 500 mM de NaCl (triangulos rojos, 0:500). Las lineas continuas
representan el ajuste de la isoterma realizado a partir de los datos experimentales.

Como puede observarse, el aumento de la fuerza idnica tiene como primer efecto el
debilitamiento de la adsorcién (disminucién en el valor de K) que se refleja en una mayor
apertura de la grafica y la necesidad de una mayor concentracién de proteina para alcanzar
Omix- Este efecto es el esperado y comentado anteriormente y que se explica como
consecuencia del apantallamiento de la atraccion electrostatica por los iones presentes en

disolucion.

Por su parte, se observa que al pasar de 0 a 250 mM de sal la capacidad méaxima de
adsorciéon de las NPs recubiertas con DS aumenta significativamente desde alrededor de 0,09
mg/mg hasta alrededor de 0,135 mg/mg. Este resultado estaria de acuerdo con la explicacion

presentada anteriormente y que supone que este aumento de la capacidad de adsorcion de la
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superficie podria deberse a un aumento en el nimero de mondmeros de DS cargados

expuestos al disolvente y que son capaces de atraer electrostaticamente a la proteina.

Un aumento aun mayor de la fuerza idnica hasta 500 mM supone una ligera
disminucién de gmsx hasta alcanzar un valor cercano a 0,120 mg/mg. Hay que tener en cuenta
qgue el aumento de la fuerza idnica supone un debilitamiento tanto de la atracciéon de la NP y el
DS como del DS por la proteina. Por tanto, a esta alta fuerza idénica (500 mM) la capacidad de
adsorcion de la NP recubierta (0,120 mg/mg) es mayor que la obtenida en ausencia de sal
(0,09 mg/mg) aunque menor que la detectada para las particulas recubiertas a una fuerza

idnica intermedia. Este hecho apunta hacia una compensacidn entre los dos procesos

atractivos antes comentados.

Este efecto compensatorio entre el aumento en el nimero de mondmeros de DS
expuestos al disolvente como consecuencia del aumento moderado de la fuera idnica y la
disminucién de la atraccion entre la superficie de las NPs recubiertas con DS y la superficie de
la lisozima queda aun mas patente en la Figura 14 en la que se compara las isotermas de

adsorcién de la lisozima a NPs cuyo recubrimiento se realizé a distintas fuerzas idnicas.
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Fig. 14.- Isoterma de Langmuir para la adsorcion de LZM en distintas condiciones de recubrimiento y
adsorcion.

Recubrimiento con DS a 0 mM de NaCl y la adsorcién se realiza a 0 mM (cuadrados azules, 0:0;
recubrimiento y adsorciéon a 250 mM (rombos negros, 0: 250); recubrimiento y adsorcion a 500 mM de
NaCl (trigngulos rojos, 0: 500); y recubrimiento y adsorcion a 1 M de sal (circulos verdes, 1000:1000).

Las lineas continuas representan el ajuste de la isoterma realizado a partir de los datos
experimentales.
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Como puede observarse, el aumento de fuerza idnica debilita la adsorcién de la
proteina a la superficie de la NP recubierta de DS (descenso monotdnico de la constante de
equilibrio K con la concentracién salina). Nuevamente, el efecto de la fuerza idnico sobre la
capacidad de adsorcion de la superficie, qmsy, de bifasico aumentan en el intervalo 0 a 250 mM

de NaCl para provocar un descenso para concentraciones salina mas evadas.

Condiciones de maxima adsorcion

Para culminar el estudio, y teniendo en cuenta los datos anteriores, se determinaron
unas condiciones en las que se ided un maximo en el nivel de adsorcion. En la figura 15, se
compararon las isotermas para dos condiciones diferentes, 250:0 y 250:250. A 250:0
Qmax tiene un valor de 0,400 mg LZM/g NP, mientras que a 250:250 este valor se reduce a
practicamente la mitad, hasta alcanzar un valor cercano a 0,220 mg LZM/mg NP. Las
pendientes también sufren ligeras variaciones, siendo mas pronunciada (aunque no

demasiado) a 250:0 que a 250:250.
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Fig. 15.- Isoterma de Langmuir para la adsorcion de LZM en distintas condiciones de recubrimiento y
adsorcion.

Recubrimiento con DS a 250 mM vy adsorcion de la LZM a 0 mM de NaCl (rombos azules) y
recubrimiento con DS a 250 mM de NaCl y adsorcidon de la LZM a 250 mM de NaCl (cuadrados rojos)
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Se realiz6 el mismo experimento pero a 500:0 y 500:500 (figura 16), con idéntico
resultado a la figura anterior, pero con valores diferentes de ¢,,s,: alrededor de 0,290 mg
LZM/mg NP para 500:0 y sobre 0,190 mg LZM/mg NP para 500:0. También como en la figura

anterior, la pendiente es mas pronunciada a 500:0 que a 500:500.
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Fig. 16.- Isoterma de Langmuir para la adsorcion de LZM en distintas condiciones de recubrimiento y
adsorcion.

Recubrimiento con DS a 500 mM y adsorcién de la LZM a 0 mM de NaCl (rombos azules) y
recubrimiento con DS a 500 mM de NaCl y adsorcion de la LZM a 500 mM de NaCl (cuadrados rojos)
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Discusion
Primero se probd la capacidad de las NPs recubiertas con DS de adsorber la LZM vy se
comprobd tal suposicion, tal y como puede observarse en las figuras 10 - 16. Conforme

aumentaba la cantidad de NPs disminuia la LZM libre en disolucién, debido a que ésta se

adsorbia sobre la superficie de las NPS, recubiertas con DS.

Como ya se adelantd en los objetivos del trabajo, hemos centrado nuestra atencién en
el efecto de la fuerza idnica sobre la capacidad de las NPs recubiertas con DS para adsorber
LZM. Los resultados obtenidos indican que, como era de esperar, el aumento de fuerza idnica
disminuye la afinidad de la proteina (cargada positivamente) por la superficie de DS (cargada
negativamente) que recubre a la magnetita. Esto se traduce en un menor valor de la constante

de adsorcion.

Sin embargo, los resultados mas relevantes del trabajo residen en el efecto de la fuerza
idbnica sobre la capacidad maxima de adsorcion de las NPs recubiertas por DS, Qmsx. Si
consideramos el estado final de la NP recubierta con DS y que contiene LZM adsorbida, existen

dos procesos de adsorcidon sucesivos:

a) El DS (cargado negativamente) se adsorbe sobre la magnetita, que a pH 3 esta
cargada positivamente
b) La proteina, LZM, esta cargada positivamente y sufre una atraccion electrostatica

por parte del recubrimiento de DS.

La capacidad de adsorciéon de LZM por parte de la NP recubierta de DS depende
fundamentalmente del nimero de monémeros de DS que son expuestos al disolvente (que no
interaccionan con la superficie de magnetita). Nuestros resultados muestran que la densidad
superficial de carga de la nanoparticula de magnetita recubierta de DS depende de forma muy
sensible de la fuerza idnica a la cual se ha producido el recubrimiento. Un aumento de la fuerza
idnica desde 0 a 250 mM supone un importante incremento en el nimero de mondémeros de
DS expuestos al disolvente y, por tanto, de la capacidad de adsorcion de la NP resultante.
Aumentos aun mayores de la fuerza idnica producen un declive en la capacidad de adsorcidn

de la NP recubierta de DS.

Este efecto de compensacién entre el inicial aumento en el nimero de grupos
cargados expuestos en la NP recubierta por DS y su posterior disminucidon apuntan a unas
condiciones 6ptimas para obtener NP con una capacidad de adsorcion maxima que se
alcanzarian al recubrir la magnetita a bajo pH (aumento de su carga positiva) en presencia de

una cantidad de sal moderada.
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El resultado no fue el esperado en un prinicipio, ya que un aumento de la fuerza
idnica habria de ejercer un efecto apantallante que dificultara que se adsorbiese la LZM, cosa
gue no parece ocurrir, ya que 0:250 presenta una mayor adsorciéon que 0:0. Esto sucede
porque alguno de los grupos sulfato del DS, que se encuentran unidos electrostaticamente

aunque débilmente a la NP, pierden esta unién debido al efecto de la u (figura 17).

a)

|. Grupo sulfato del DS

b)

‘. Grupo sulfato del D5 ‘

®lonesCl”

Fig. 17.- Efecto de la fuerza ionica sobre la exposicion de grupos sulfato por parte de la NP. DS
unido a una NP en ausencia (a) y presencia (b) de sal.

Los grupos sulfato mas débilmente unidos a la NP se ven desplazados cuando se incrementa la
fuerza idnica, quedando de esta forma expuestos y susceptibles de unir LZM.

De esta forma, se probo realizar el recubrimiento en presencia de sal para obtener un
resultado similar al mostrado en la figura anterior (mayor exposicién de grupos sulfato), para
luego recubrir a fuerza idnica nula, con lo que se esperaria aumentar ain mas el nivel de
adsorcién. Tal y como se puede observar en la figura 6, a 250:0 se recubre mas que a 0:250,
signo inequivoco de que se exponen mas grupos cuando se realiza el recubrimiento con una pu
mayor a 0. Al recubrir con sal en el medio, no se producen las interacciones débiles (al menos

se reducen en numero) descritas anteriormente, por lo que hay un mayor nimero de cargas
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positivas disponibles, lo que aumenta el nimero de moléculas de DS capaces de unirse a la NP
Y, por consiguiente, el nimero de grupos sulfato disponibles para unir LZM. Esto, junto con la
ausencia de sal en la adsorcién, provoca un doble efecto positivo a la hora de maximizar la
adsorcién de proteina: por un lado, se aumenta la capacidad de la NP de unir LZM al aumentar
el recubrimiento con DS y por otro, se evita el efecto pantalla provocado por la presencia de la

sal en la adsorcion.

Para comprobar y caracterizar mejor la unién de la LZM en diferentes condiciones
salinas, se pasé a realizar isotermas de adsorcidon, en las que se podria obtener tanto g4,
como K. Asi se obtuvo la figura 8, en la que parece cumplirse la hipétesis inicial, aunque con
una variacién importante. A nivel de afinidad, se ve claramente cdmo cuanta mas sal presenta
el medio, mayor es K. Sin embargo, g4, €s menor a 0:500 que a 0:250, y este dato es muy
interesante, ya que lo que indica es que si se dobla la concentracién de sal no se doblan
también el nimero de grupos sulfatos expuestos, aunque el valor de la fuerza idnica si que es
el doble, por lo que hay un apantallamiento mucho mayor, dando como resultado un menor

recubrimiento.

Para ver mucho mejor este efecto apantallante de la sal, se incrementd la
concentracion de sal con la que se recubria la NP y se adsorbia la LZM hasta 1 M (figura 7). El
considerable aumento de K y la drastica disminucion de q,,4, @ 1000:1000 resalta el efecto
apantallante de la sal con respecto a su efecto incrementando el nimero de grupos sulfato
gue expone la NP. También se incrementa la diferencia en la g5, entre 250:250, 500:500 y
0:0, lo que permite estrechar un poco el cerco para poder determinar las condiciones éptimas

en las que la adsorcidn de LZM por parte de las NPs se maximice.

Por ultimo, se intentaron establecer unas condiciones en las que se maximizara la
Qmax, teniendo en cuenta los resultados y condiciones anteriores. Por ello, se realizaron los
experimentos cuyos resultados muestran las figuras 8 y 9, al ser las condiciones de salinidad
que mejores resultados habian dado hasta el momento. En ambas se ve claramente como
recubrir el DS a w» 0, y recubrir a w = 0 es la mejor opcidn si lo que se quiere es maximizar
Qmax, debido al doble efecto de la fuerza idnica ya comentado. También se ve que es mejor
recubrir a =250 que a i = 500 debido a que 250 mM de sal puede ser la concentracidn salina
en la que el nimero de grupos sulfato expuestos sea el maximo, por lo que afadir mas
concentracién de sal no aumentaria este nimero, e incluso podria hacer que disminuyese el

numero de grupos expuestos en relacién al recubrimiento a 250 mM.
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Conclusiones y perspectivas futuras

En definitiva, se ha estudiado el efecto de la fuerza idnica en la adsorcion de lisozima
sobre nanoparticulas magnéticas funcionalizadas con dextrano sulfato, y se ha demostrado
como se puede modular esta adsorcién dependiendo de la fuerza idnica que se afiada al medio
tanto de recubrimiento como de adsorcién, quedando de manifiesto que recubrir las
nanoparticulas con una fuerza idnica superior a 0 aumenta el nimero de grupos sulfato que
expone el polielectrolito, y también que este aumento parece alcanzar su mdaximo a una
concentracién de sal en torno a 250 mM, ya que a concentraciones superiores no aumenta
Qmax- También se ha demostrado que un aumento de la fuerza iénica del medio supone, en
todos los casos, una disminucion de la constante de adsorcion debido al apantallamiento de la

atraccién electrostatica.

Es decir, se ha conseguido optimizar y caracterizar (g, Y K) la capacidad de

adsorcién de las NPs recubiertas con un polielectrolito variando la fuerza iénica del medio.

En este trabajo se ha hecho una aproximacidon sobre cémo se puede modular esta
capacidad de adsorcion de la que se ha hablado, asi que una via de trabajo seria continuar con
este mismo trabajo y tratar de conseguir estrechar el rango de concentraciones de sal en las
que la adsorcion fuera maxima, asi como en la que ésta fuese minima. Es decir, dibujar un
espectro en el que se conozca la capacidad de adsorcidn de la nanoparticula para cada

concentracion.

Otra opcidn interesante seria la de estudiar la optimizaciéon utilizando otros
polielectrolitos con distinta carga, como puede ser el acido hialurénico, y sustituyendo la
enzima modelo que se ha utilizado en este trabajo por otras de interés médico o
biotecnoldgico, como puede ser la insulina. De este modo, se optimizaria la vehiculizacién de

numerosos compuestos de interés.

Por Ultimo, también seria interesante comprobar la actividad/conformacién de las
moléculas adsorbidas, para comprobar si la unién al polielectrolito no ha modificado su

actividad.
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