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RESUMEN

La espectrometria de masas es considerada una técnica analitica de gran relevancia
en numerosos campos cientificos, debido a su capacidad para identificar y cuantificar
compuestos. Las fuentes de ionizacién son una parte fundamental del espectrémetro
de masas, y por ello su investigacion es crucial, siendo la ionizacion ambiental un
campo con gran proyeccion. Este tipo de técnicas permite la ionizacion directa en
condiciones ambiente, lo que conlleva una manipulacion minima de estas,
consiguiendo asi, analisis mas rapidos. Una de las alternativas es la utilizacion de
nanomateriales para favorecer la ionizacion. Su implementacién ha supuesto ventajas
significativas en andlisis de muestras complejas, mejoras en la sensibilidad y
selectividad de la técnica, consiguiendo un aumento en la deteccién y cuantificacion

de compuestos.

Este Trabajo de Fin de Grado recoge una discusion sobre el uso de nanomateriales
como potenciadores en técnicas de ionizacion ambientales combinadas con

espectrometria de masas.

ABSTRACT

Mass spectrometry is considered a powerful analytical technique due to its ability to
identify and quantify compounds, making it important in numerous scientific fields. The
ion sources play a key role in a mass spectrometer, making research in this area
essential. Among the ion sources with great potential, ambient ionization stands out.
These techniques enable the direct ionization of samples without or with minimal
treatment, under ambient conditions similar to those in a laboratory. Although these
ionization processes are still being developed for application in various fields. This
Bachelor's Thesis focuses on the influence of nanomaterials on ionization. The
implementation of nanomaterials has brought significant advantages to the analysis of
complex samples, improving the sensitivity and selectivity of the technique and
enabling enhanced compound quantification.

This bibliographic Bachelor's Thesis compiles an objective discussion on the use of

nanomaterials as enhancers in ambient ionization mass spectrometry.



1. INTRODUCCION
1.1.Espectrometria de masas

La espectrometria de masas (MS) es una técnica analitica ampliamente utilizada para
detectar e identificar moléculas organicas. Esta técnica puede proporcionar
informacion tanto de la masa como de la estructura de un compuesto o elemento
analizado, ademas de determinar su presencia y/o concentracion. ElI fundamento
principal de esta técnica es convertir una muestra organica o inorganica en una
especie idnica en fase gas e identificarlos tras su deteccion en funcion de su relacion
masa-carga (m/z). La MS también permite diferenciar isotopos, siendo estos los
atomos de un elemento cuyo nimero de neutrones en el ndcleo ha variado tras la
ionizacién. De esta forma, la MS puede proporcionar informacion tanto cualitativa
como cuantitativa. Esta técnica puede utilizarse sola o0 combinada con otras técnicas
de separacién como la cromatografia de gases o la cromatografia liquida (Gross,
2017).

El analisis en MS transcurre, principalmente, en tres etapas. En la primera etapa, las
moléculas de la muestra se convierten en iones. Los iones se pueden dirigir mas
facilmente hacia el detector usando vacios progresivos, y combinando campos
eléctricos y magnéticos. En la segunda etapa, se analizan y separan los iones en fase
gas en funcién de su m/z. Finalmente, en una tercera etapa, los iones previamente
acelerados impactan en el detector. Dicho detector es capaz de leer el flujo de iones
cargados y generar una corriente eléctrica proporcional a los mismos, que
posteriormente se traducird por un sistema de datos en un espectro de masas.
Normalmente las primeras dos etapas se realizan bajo condiciones de alto vacio, con
el objetivo de que los iones se muevan libremente sin que lleguen a chocarse,
neutralizarse o a interactuar con especies no deseadas. Esto provocaria tanto una
reduccion de la sensibilidad como una disminucion de la capacidad de distinguir dos
m/z similares (is6baros) en el espectro (Dass, 2007). No obstante, y cada vez mas
asiduamente, la ionizacion puede realizarse a presion atmosférica (Chen et al., 2021).

Presentando distintas ventajas durante el proceso de ionizacion.

La MS presenta multiples ventajas, pero las principales podrian resumirse en:



- La capacidad de medir o inferir la masa molecular exacta, la distribucion
isotopica y proporcionar informacién estructural mediante la fragmentacion de

un compuesto.

- Elevada sensibilidad y versatilidad de deteccion, por lo que se puede aplicar a
una gran variedad de compuestos. Independientemente de que sean polares o

apolares, solidos o liquidos, o incluso volatiles y no volatiles.

Es una técnica muy util para la identificacion de compuestos quimicos en mezclas
complejas y se utiliza ampliamente en multitud de campos de investigacion. (Gross,
2017).

1.1.1. Espectrémetro de masas
Para realizar andlisis usando la MS es necesario un instrumento capaz de generar
iones en fase gaseosa a partir de muestras en diferentes estados; un espectrometro
de masas. En la Figura 1.1. se muestra un esquema general de los componentes de
un espectrometro de masas, el cual consta principalmente de cuatro partes

independientes (Lopez, R. 2019):

Placa
Carion de aceleradora
electrones
\ﬂ B lones mas pesados

/ Pantalla

+ i
Muestra Iman

Haz de iones

posilivos lones mas ligeros

Figura 1.1 Elementos de un espectrometro de masas de separacion magnética. (Martin Blas, Teresa

y Serrano Fernandez, Ana. Blog divulgacion. Universidad Politécnica de Madrid)



1. Sistema de introduccion, donde la muestra ya sea por infusion directa o con
acoplamientos a otras técnicas de separacion. En dicha seccion del sistema, la

muestra es vaporizada o nebulizada en forma de spray.

2. Sistema de ionizacion, en el cual se producen iones en fase gaseosa. Tras
volatilizar la muestra debe poder ionizar y acelerar las moléculas neutras en
estado gaseoso que se han producido. La aceleracion se produce mediante la
aplicacion de un potencial y de esta forma, los iones producidos se dirigen hacia

el analizador sin dispersarse.

3. Sistema de analisis y separacion de iones (analizador), que trabajara en funcion

de su relaciéon m/z.

4. Detector, el cual capaz de identificar y agrupar los iones que se han formado y
registrar la informacién. El detector convierte el haz de iones en una sefial
eléctrica e interpreta las abundancias relativas de cada ion segun los valores
de m/z. Los resultados son representados en forma de grafico bidimensional

llamado espectro de masas (Gross, 2017).

1.2. Técnicas de ionizacién ambientales

Una de las partes mas importantes de un espectro de masas es la fuente ionizacion,
siendo las fuentes de ionizacion ambientales unas de las mas destacables. Estas se
caracterizan por ionizar la muestra en condiciones ambientales en su entorno nativo
con una minima preparacién previa y, seguidamente, los iones son llevados al
espectrometro de masas. El hecho de no necesitar una preparacion de la muestra
previa hace que la ionizacion se consiga en periodos de tiempo mas cortos (Mcbride
et al., 2019).

Técnicas de ionizacion como la ionizacion por desorcion con electrospray (DESI),
desorcion/ionizacion laser asistida por matriz a presion atmosférica (AP-MALDI) o
analisis directo a tiempo real (DART), entre otras, forman parte de las técnicas de
ionizacion a presion atmosférica empleadas con nanomateriales. Estas técnicas seran
descritas a continuacion realizando una clasificacion en funcion de si estan basadas

en electrospray, en plasma o en laser.



1.2.1. Basadas en Electrospray (ESI)
La ionizacion por ESI es una de las técnicas con mayor versatilidad en MS,
permitiendo una ionizacion eficaz en distintos tipos de compuestos. Principalmente
esta técnica se consigue aplicando un alto voltaje a presion atmosférica
(aproximadamente 3 kV), a un liquido. El campo ayuda a que el liquido se aglutine en
el extremo del capilar formando una gota cargada con elevada densidad de carga
superficial. Los iones tenderan a agruparse en la superficie de la gota hasta que su
densidad superficial llegue al limite y la gota estalle. En este punto, la gota pasara de
una forma esférica completa a una forma esférica al principio pero que se va alargando
en el extremo donde mas se han acumulado las cargas formando una estructura
conocida como cono de Taylor, el cual se indica en la Figura 1.2. La gota irhd tomando
esta forma hasta sobrepasar el limite de tensién superficial y romperse formandose

un espray de microgotas cargadas (Kebarle et al., 1993).

Para magnificar este efecto, un gas aplicado de forma coaxial a bajo caudal evitara
que las gotas se dispersen en el espacio y facilitara la desolvatacién y evaporacion de
los iones. Entonces los iones no fragmentados del analito quedaran liberados en fase
gas. A veces se usan gases de secado como N2 a través de un capilar calentado para
gue las microgotas se evaporen, eliminar asi los restos de disolvente y los iones pasen

mas rapidamente a fase gas.
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Figura 1.2 Esquema del proceso de ionizacion por Electrospray (Misal, 2008).



1.2.1.1. lonizacion por desorcion por Electrospray (DESI)
Cook et al describieron este método de ionizacion en 2004 (Takats et al., 2004) como
derivado de la técnica ESI con la ventaja de que se podia usar bajo condiciones
ambientales sin ningun tipo de preparacion previa. En la Figura 1.3 se incluye el
fundamento de esta técnica, consistente en la generacién de iones a partir de la
interaccion de gotas de disolvente cargadas eléctricamente y la superficie de una
muestra solida.
Capilar

nebulizador Ione's
v desorbidos

Espectrometro
de masas
Cap”ar de D \\ Spray \_
————————
Electrospray °
(o] o (o] (o]
© © 0 0O o
Superficie - Yo !
aislante ></ > Muestra
«—— Libre movimiento de la
muestra

Figura 1.3 Esquema del proceso de ionizacién por desorcién por Electrospray (DESI)
Archivo: Fuente de iones DESI.jpg. (2020, 5 de octubre). Wikimedia Commons. Recuperado el 13 de junio de
2023, 18:08.

Para llevar a cabo este tipo de ionizacion, es necesario que la muestras se coloque
en una superficie aislante. A continuacion, se somete a un haz de microgotas de
disolvente cargadas con el fin de disolver las moléculas de analito de la superficie de
la muestra. El flujo de electrospray sometido a una corriente eléctrica es dirigido por
un gas de alta velocidad (gas nebulizador) hacia la muestra. Cuando las microgotas
impactan con la superficie de la muestra y disuelven el analito, se generan los
denominados iones secundarios, que contienen ya los analitos ionizados. Estas gotas
son recogidas de la superficie por un tubo de transferencia. Esto permite que los iones

sean succionados y transportados al espectrometro (Takats et al., 2004).

1.2.1.2. lonizacion por pulverizacion de papel (PS)
Desde la introduccion de esta técnica en 2010 (Liu et al., 2010), ha ganado una gran

importancia entre las técnicas de ionizacion ambiental, debido a su rapidez y a



sencillez. Su fundamento consiste en emplear un triangulo de papel con un extremo
en forma de punta afilada en el cual se deposita la muestra, generalmente, en
disolucién. A continuacion, se aplica un disolvente para generar el spray a la vez que
desorbe los analitos de la superficie del papel. Finalmente, la ionizacién de los analitos
ocurre gracias a la aplicacion de un voltaje alto (ya sea positivo 0 negativo)
directamente sobre el papel, el cual oscila entre 2 y 5 kV (Jackson et al., 2018). Este
procedimiento queda representado en la Figura 1.4. La acumulacién de carga en la
punta del triAngulo provoca la formacién de spray, evaporando el disolvente y
generando un rocio similar al que ocurre en ESI. En PS, tanto la posicion relativa del
papel colocada en la entrada de MS como el voltaje aplicado, es crucial para obtener
andlisis reproducibles; ya que la eficiencia de ionizacibn esta directamente
influenciada por estas variables (Diaz-Lifian et al., 2020).

Triangulo
/de papel
Clip ® e o
®
\ Disolucion ® 9 ° /. o © ® MS
lones del
|| analito
|
Disolvente
kV en aerosol

Figura 1.4 Esquema del proceso de ionizacion por PaperSpray (PS).

1.2.2. Basadas en plasma.
1.2.2.1. Andlisis directo en tiempo real (DART)
El andlisis directo en tiempo real (DART) fue introducido en 2005, (Cody et al., 2005)
como un método que combina tanto ionizacién como desorcion. Esta técnica permite
un analisis rapido y directa de analitos de muestras tanto sélidas como liquidas sin
necesidad de una preparacion previa de la muestra. El fundamento de esta técnica se
basa en hacer fluir un gas, normalmente noble, en una fuente de iones y someterlo a
un potencial eléctrico de alto voltaje mediante un electrodo y generar una descarga
luminiscente. Tras esto aparece un plasma formado por electrones, iones y especies
neutras excitadas de residuo del gas (especies metaestables). La corriente de plasma

pasa a una segunda camara, la cual se puede observar en la Figura 1.5. El dispositivo
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también cuenta con un calentador de gas, el cual favorece la desorcion de los analitos
(Smoluch et al., 2015).

El plasma se compone de especies metaestables y iones positivos y negativos.
Polarizar con un potencial positivo 0 negativo el electrodo de salida facilita la
eliminacién de electrones y iones negativos o positivos del gas, que pueden interferir
en laionizacién, dejando las especies excitadas del gas de descarga para la ionizacién
de la muestra. Los iones se producen mediante ionizacién Penning. Este tipo de
ionizacion se produce cuando interaccionan las especies metaestables del gas y el
analito. Como resultado de esta interaccion, surge una especie idnica procedente del
analito y las especies excitados del gas vuelven a su estado fundamental (Gross,
2017). De este modo, cuando las especies metaestables golpean la superficie de la

muestra, los analitos se ionizan (Smoluch et al., 2015).

ones de
lones de analito
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Inyeccion

del gas |
. l k-
Nt

Calentador \

P |

PI fri Electrodo salda —
asma frio =Clroc
de rejilla del gas Muestra

| |
T
'y

Figura 1.5 Esquema del proceso de andlisis directo en tiempo real (DART)
DART ion source.png. (2020, October 7). Wikimedia Commons, Recuperado el 14 de mayo de 2023,
19:28

1.2.3. Basadas en laser.
1.2.3.1. lonizacion por desorcion con laser asistida por matriz a presion
atmosfeérica (AP-MALDI)
Desde que la técnica MALDI se desarrollé en los afios 80 ha ido ganando importancia
hasta que en la actualidad es considerada una de las técnicas mas importante para
transformar compuestos no volatiles, con una alta masa molecular y térmicamente
labiles en iones en fase gaseosa. Aunque esta fuente de ionizacion originalmente se
utiliza en condiciones de vacio, puede producir iones del analito a presion atmosférica
(Dass, 2007). Esta modificacion de MALDI, se le conocer como AP-MALDI, la cual se

encuentra reflejada en la Figura 1.6. El fundamento de esta técnica es similar al de



MALDI a vacio, tanto las condiciones del laser como las de la matriz son idénticas.

En un primer paso se disuelve la muestra en una solucion denominada matriz, la cual
intervine directamente a la ionizacion de la muestra. Seguidamente se evapora el
disolvente dejando una solucion sélida de cristales de la matriz donde se habran
incrustado las moléculas de analito de forma que no interaccionen unas con otras,
(Dass, 2007). El siguiente paso consiste en someter los cristales a un calentamiento
rapido por un laser hasta que la acumulacion de energia en la fase condensada de la
matriz provoque la sublimacién directa del analito (Dreiserwerd, 2003). En un tercer
paso, la ionizacién puede producirse por reacciones entre moléculas ionicas, la
fotoionizacion en fase gaseosa o la transferencia de protones en estado excitado. Este
altimo es el mas comun, una transferencia de protones del analito en la fase soélida

antes de la desorcidon o un intercambio con la matriz ionizada en el seno de esta.

Laser pulsado
=

Interfaz API
Muestra
S~
— = Analizador
HV —I
+/-2kV
N,

Figura 1.6 Etapas de la técnica de ionizacién AP-MALDI. (Hoffmann et al., 2007).

Tanto el laser como la matriz deben ser seleccionados correctamente y tras un estudio

exhaustivo (Fatou, et al., 2018):

- Laser: Pueden ser tanto UV, como IR, aunque los mas usados son los laser UV
debido a su bajo precio y a su facil funcionamiento, los espectros no varian

mucho entre unos y otros.

- Matriz: La eleccion de la matriz se basa principalmente en el analito, pero debe
cumplir una serie de caracteristicas. Debe ser una absorbancia fuerte a una

determinada longitud de onda, una masa lo suficientemente baja para



sublimarse, debe ser estable a vacio y tener capacidad para incitar al analito a
ionizarse. También debe ser soluble en solventes compatibles con el analito y

muy importante, no reaccionar con el analito.

1.2.3.2. lonizacion por desorcion laser asistida por superficie (SALDI)
Este método surgié para reducir las sefiales de fondo producidas por las matrices
utilizadas en MALDI. La sefal inherente de la matriz puede acompafarse por
contaminaciones presentes en esta (Alimpiev et al., 2015). El fundamento de esta
técnica es similar al de AP-MALDI. En SALDI se sustituye la matriz por una superficie
preparada especialmente de un sustrato solido que sea capaz de absorber energia 'y
permita desorber e ionizar. Dicho procedimiento se encuentra resumido de modo

sencillo en la Figura 1.7.

Laser
h “ ¢
v ¢ ~- ’ (\ Agl
. r) [\'
e <&/
Ag' '€
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(eﬁaens?:ues'g;tolo IByRcEion s =siada do Fragmentacion
de pIaJta) P electrones transicion g

Figura 1.7 Mecanismo de la técnica de ionizacion SALDI. (Muller et al., 2020)

El sustrato empleado en esta técnica, generalmente, es de escala nanométrica, y
estan caracterizados por tener una baja conductividad térmica (debido al tamafio, la
morfologia o la conductividad de los electrones), por lo que, como en AP-MALDI, un
laser incide en el nanosustrato de forma que la temperatura alrededor aumenta hasta
ser capaz transmitir la energia al analito y conseguir su desorcion total. La ionizacion
puede darse por la presencia de iones previos en la muestra, choques entre las
moléculas de disolvente y los analitos que produzcan reacciones de fotoionizacion, la
emision de iones calientes o la destruccion de la superficie emite electrones que

interaccionan con el analito produciendo la ionizacion del analito (Lou et al., 2005).

10



1.3.  Nanomateriales NMs
Los nanomateriales son considerados materiales producidos, fabricados y/o
disefiados intencionadamente con dimensiones inferiores a 100 nm?, con el fin de
obtener unas propiedades especificas distintas de las del propio material en
macroescala y que, ademas, al combinarse con otros materiales, puedan incrementar
0 mejorar sus propiedades (Camps, 2022). Otra de las caracteristicas especificas de
los nanomateriales es la relacion de superficie especifica por unidad de volumen que
es igual o mayor a 60m?/m3. Ademas, estas sustancias no se aglomeran como tal, a
una agrupacion de varios nanomateriales se le llama agregados. Los agregados se
unen por enlaces covalentes y como consecuencia resultan muy resistentes a la
ruptura (Lizarazo-Salcedo et al., 2018). Un inconveniente de estos materiales es su
solubilidad. Tienen muy poca solubilidad en agua, aunque son parcialmente solubles
en disolventes apolares. Los nanomateriales son aplicados en distintos campos
incluidos la quimica analitica. En estrategias analiticas pueden ser usados en la
extraccion y preconcentracion de analitos, o como potenciadores de técnicas de
ionizacién en MS en condiciones ambientales. Este trabajo desarrollara esta Ultima

aplicacion.

1.3.1. Nanomateriales en base de carbono
Son materiales formados integramente por carbono. La importancia de esta familia se
debe a las dimensiones estructurales Unicas que poseen, como consecuencia de la
posibilidad de distribuir los cuatro electrones libres del carbono entre los distintos
orbitales de este. Estos materiales también cuentan con propiedades caracteristicas
mecanicas, opticas, eléctricas, térmicas y quimicas. (Patel, et al., 2019). Para técnicas
de ionizacién ambiental los mas usados son los nanotubos de carbono y el grafeno, el

cual suele encontrarse en su forma oxidada (oxido de grafeno), Figura 1.8.

Figura 1.8 Esquema de la estructura de b) Grafeno, C) Nanotubos de carbono. (Ealias et al., 2017)
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1.3.1.1. Nanotubos de carbono.
Los nanotubos de carbono (CNT) son al6tropos del carbono que tienen la estructura
de una ldmina de grafito con un espesor de un atomo que se encuentra enrollada en
forma de tubo con un diametro nanométrico. Debido a la estructura tridimensional y a
los enlaces entre los carbonos que poseen, presentan propiedades especiales como
una la conductividad eléctrica y térmica tan elevada que supera a los metales
conductores convencionales, siendo capaces de conducir la electricidad mas
eficazmente. En algunas ocasiones puede actuar también como semiconductor.
Presenta elevada resistencia a la traccion, por lo que son materiales muy rigidos y
densos. Ademas, tienen una elevada dureza, flexibilidad y resistencia mecanica
(Leonard, 2009). Entre los amplios usos de estos materiales se encuentra la creacion
de biosensores, la inactivacion de microrganismos o el transporte de farmacos de

forma mas rapida y eficaz por el organismo (Andrade et al., 2012).

1.3.1.2. Grafeno.
El grafeno es un nanomaterial constituido exclusivamente de laminas de carbono de
un atomo de espesor, los cuales estan unidos covalentemente en estructura
hexagonal poliaromatica. Se trata de una estructura bidimensional con unas
propiedades Unicas, lo cual hace que tenga un amplio campo de investigacion en la
actualidad. Las caracteristicas mas destacables del grafeno son:

- Electronicas y térmicas: es considerado el material conocido con mayor

conductividad y con mayor capacidad de transferencia de calor hasta la fecha.

- Fisicoquimicas: es también considerado como el material que menos espesor

tiene con solo 0,34 nm.

- Opticas: es un material capaz de absorber fotones en todas las frecuencias del
espectro desde el ultravioleta al infrarrojo, lo que hace que sea muy interesante

a la hora de trasformar luz en electricidad.

Ademas, sus derivados como el oxido de grafeno (OG) tiene propiedades muy utiles
como fotoluminiscencia, actividad electrocatalitica y propiedades oOpticas no lineales.
Este se compone de estructuras de grafeno intactas intercaladas con oxigenos lo que
le hace potenciar las propiedades electrénicas intrinsecas del grafeno (Urcuyo S. et
al., 2021).
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1.3.2. Nanoparticulas en base metélica
Las nanoparticulas en base metalica son nanoparticulas que estan compuestas por
un metal o por 6xidos de estos. La importancia de estos nanomateriales viene de las
distintas propiedades fisicoquimicas que presentan en comparacion con su estructura
a escala macroscopica. Las nanoparticulas de metales tienen propiedades épticas que
les permite actuar como catalizadores, en procesos farmacéuticos o biosensores,
ademas, también se han empleado para purificar agua gracias a su accion sobre
microorganismos, pesticidas o metales pesados. Otra aplicacion de estos metales es
en celdas de combustible o0 en sensores de deteccion por fluorescencia si se combinan
nanoparticulas de distintos materiales (Amiens et al., 2016). Dentro de las aplicaciones
analiticas las nanoparticulas en base metalica mas usadas son las de oro, las de plata

y los 6xidos metalicos mas especificamente el TiOx.

1.3.2.1. Nanoparticulas de plata

Las nanoparticulas de plata (AgNP) Figura 1.9, presentan propiedades eléctricas,
térmicas, conductoras, biolégicas y Opticas. Debido a sus caracteristicas fisicas y
quimicas son usadas en distintas aplicaciones como agentes antibacterianos,
recubrimientos médicos, sensores 6pticos o analisis quimicos, ademas de en el
diagnostico, o la deteccién de compuestos (Bruna et al., 2021). Una propiedad muy
importante de estos materiales es su alta conductividad eléctrica, considerado como
de los materiales mas conductores. También presentan una gran estabilidad quimica,
propiedades antimicrobianas y cataliticas. Sus propiedades dependen de su
superficie, ya que pueden variar atendiendo a la morfologia, el tamafio, la
aglomeracion o incluso el método de sintesis de las AgNP. (Zhang et al., 2016).

Figura 1.9 Imagen SEM de nanoparticulas de plata (Navarro Ceron, 2020).
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1.3.2.2. Nanoparticulas de oro

Las nanoparticulas de oro (AuNP) tienen un especial interés por la capacidad de
mantenerse estables durante un periodo de tiempo mas largo que el resto de los
materiales. El control del tamafio en estas particulas tiene una gran importancia debido
a que la estructura final sera lo que determine las propiedades y la reactividad de estos
materiales (Amiens, et al., 2016). De igual forma la estructura también sera clave para
las propiedades mas especificas como las optoelectronicas o la capacidad de actuar
como aceptores de electrones en disoluciones (Yeh et al., 2012).

Las principales aplicaciones de estas particulas son en biologia y biomedicina debido
a su biocompatibilidad y su baja toxicidad. Aunque su color original es el rojo, presenta
la capacidad de cambiar de color en disolucion acuosa cuando se excitan
colectivamente los electrones de conduccién, lo que da como resultado la absorcién
de fotones a las longitudes de onda caracteristicas del color aparente. Esto surge
como consecuencia de encontrarse con ligandos distintos o, a medida que aumenta
el tamafio del nucleo como se observa en la Figura 1.10. Estas propiedades las hace
muy importantes en administracion de farmacos, terapias antitumorales y biosensores
(Saha, et al., 2012).

Figura 1.10. Imagen 1. AuNP vistas en microscopio (Draden, 2012). Imagen 2. Solucién coloidal de
AuNP (Notarianni et al., 2014).

1.3.2.3. Nanoparticulas de oxidos metéalicos
Las nanoparticulas de 6xidos metalicos se componen de precursores metalicos que

forman una estructura cuya morfologia (cubica, hexagonal, triangular o esférica),
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composicién quimica, cristalinidad, pureza y a la gran relaciéon area/volumen que
pueden tener, presentan un gran interés en campos como la electronica, la catalisis,
la biomedicina, el medio ambiente, etc. Estas caracteristicas dan propiedades nuevas
y mejoradas de los compuestos macroscopicos del mismo material. Aunque en la
comunidad cientifica las nanoparticulas de esta familia mas usadas son el 6xido de
Zinc (ZnO), el dioxido de estafio (SnO3) y el didxido de titanio (TiO2), en aplicaciones
para aumentar la efectividad de las técnicas de ionizacion las mas usadas debido a
las propiedades magnéticas, mecénicas, quimicas y opticas que presentan son las de
Dio6xido de titanio (TiO2) (Alarcon Hernandez, 2022).

Las nanoparticulas de TiO2, componen un material semiconductor inofensivo para el
medio ambiente y el consumo humano, ademas tiene una alta estabilidad fotocatalitica
(Askari, et al., 2017). Este compuesto esta formado por &tomos de titanio y oxigeno
los cuales cuentan en conjunto con un indice de refraccion muy alto y excelentes
propiedades dieléctricas. Presenta varias estructuras polimorficas que difieren en su
sintesis lo que les da diferentes propiedades Oépticas, cristalinidad, pureza y area
superficial. En la Figura 1.11 se muestra un ejemplo representativo de TiO2, se
representa su estructura cristalina, asi como una imagen obtenida con microscopio
electrénico de transmision. De las cuales la anatasa es a la que se le atribuye mejores
aptitudes cataliticas y fotocataliticas. Estas particulas tienen interés en cosméticos,
industria farmacéutica, celdas solares, etc (Liou, 2012).

anatasa

Figura 1.11 Estructuras cristalinas del TiO, (Deza Martin et al., 2017) (Taurozzi et al., 2013)

1.3.2.4. Nanomateriales basados en silica
Las nanoparticulas basadas en silica son nanomateriales formados de un material

inorganico e inerte como la silice. Este material tiene unas propiedades fisicoquimicas
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muy llamativas como su resistencia mecanica, versatilidad sintética, estabilidad
quimica y biocompatibilidad (Mamaeva, et al., 2013). Las nanoparticulas de silice
estan formadas por una matriz de silice porosa con un didmetro en sus poros de entre
2-50 nm (Rosenholm, et al., 2010), por tanto, cuentan con una superficie externa y
otra interna dentro de los poros como puede observarse en la Figura 1.12. Esta
propiedad hace que sea un material empleado en campos muy diversos como la

nanomedicina o la ciencia de los materiales.
Las principales caracteristicas de estos materiales son (Llinas, et al., 2014):

- Cuentan con una elevada area superficial que les permite almacenar una gran

cantidad de moléculas.

- Presentan una mesoestructura estable con un volumen de poros elevado y

pueden modificar el tamafio de poro de entre 2 a 10 nm.

- Se pueden trabajar y sintetizar facilmente controlando asi su morfologia.

- Cuentan con una buena estabilidad quimica y térmica.

Figura 1.12 Representacion de la estructura de la sélica porosa y como el analito se introduce en su
interior (Fang et al., 2023).

1.3.3. Redes metal-organicas (MOFs)
Se trata de polimeros de coordinacion, formados por nodos inorganicos unidos a
ligandos orgénicos polidentados de tal forma que crean una estructura cristalina con
una porosidad elevada y bien definida. Tienen una gran riqueza estructural y junto con
su versatilidad sintética se han empleado diversos ambitos como separacion y
almacenamiento de fluidos, extraccion, deteccidn, catalisis o ionizacion, entre otros.

(Salcedo et al., 2021). En la Figura 1.13. se encuentra representado un ejemplo de
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MOF, en este caso el MOF-5 (ZnsO(BDC)s3).

Figura 1.13 Estructura de MOF-5 (Zn,O(BDC); (Eddaoudi et al., 2002)

Las estructuras MOFs presentan una gran variedad de morfologias debido a la amplia
combinacion de nodos metdlicos y distintos ligandos, lo cual les proporciona una
elevada area de superficie especifica y una facilidad para la difusion de iones y
electrones a través de los poros (Heo et al., 2020). La combinacién casi infinita de
ligandos y metales ofrecen una amplia versatilidad en propiedades, ademas de la
estructura porosa del material permite acoplarse con otros compuestos y mejorar asi

sus propiedades.

1.3.4. Polimeros de impronta molecular (MIPs)
Los polimeros de impronta molecular son materiales sintéticos que actian como
sorbentes para extraer de forma selectiva una determinada molécula objetivo. Para
llevar a cabo este proceso primero se agrega a una mezcla de polimerizacion una
molécula plantilla, ya sea la propia molécula objetivo o una fraccién de esta o incluso
una similar y se entrecruzan con los polimeros formando un complejo. Tras la
polimerizacién, la molécula plantilla se extrae con disolventes adecuados, dejando en
el polimero los huecos correspondientes a la estructura de la molécula objeto. Los
huecos coincidiran en tamafio con los grupos funcionales, por lo que posteriormente,
los polimeros seran capaces de reconocer esos mismos grupos funcionales, este
procedimiento queda recogido en la Figura 1.14. Algunas de las caracteristicas de
estas estructuras es que presentan una alta estabilidad quimica y térmica. Gracias a
estas propiedades los MIP estan siendo usados en aplicaciones analiticas como

cromatografia, microextraccién, deteccion y ionizacion (Fresco-Cala et al., 2020).
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Figura 1.14 Sintesis de MIP File: Molecular imprinting.png. (2022, May 21). Wikimedia Commons.
Retrieved, June 15, 2023

1.4. Ventajas e inconvenientes del uso de nanomateriales en estrategias
de ionizacion para espectrometria de masas
Como se ha comentado en el apartado 1.3., los NMs han demostrado interés en el
campo de las técnicas de ionizacion debido al incremento de la sensibilidad que
proporcionan las mismas. Ademas, permiten reducir el efecto matriz y conseguir
ionizar muestras pequefas en técnicas de ionizacién basadas en laser sin sefiales de
fondo. Los NMs han sido usados para mejorar la desorcion/ionizacién de analitos
gracias a las propiedades que les permiten conseguir diferentes técnicas de extraccion
de analitos, como el area superficial alta, interacciones hidrofilicas/hidrofébicas,
porosidad y/o las propiedades conductoras que presentan algunos. El empleo de los
NMs ha supuesto una mejora en la quimica analitica, consiguiendo técnicas de
ionizacién innovadoras que consiguen incrementar la sensibilidad, la selectividad y la

reproducibilidad de los métodos (Chen et al., 2021).

Sin embargo, aun son necesarios esfuerzos en el campo para mejorar uno de sus
principales inconvenientes, la baja precision de este tipo de técnicas. Al requerir del
uso de elevados voltajes, se pueden generar puntos calientes en la fuente,
degradando el compuesto, lo cual deriva en una disminucion de la sensibilidad.
Actualmente, este efecto ha sido reducido gracias al empleo de NMs con propiedades
conductoras. Otro inconveniente es la distribucion no uniforme de los analitos en

algunos sustratos (Chen et al., 2021).
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2. OBJETIVO
Este trabajo de fin de grado se centrara en la descripcion objetiva, tras la sintesis de
informacion, del uso de nuevos nanomateriales en técnicas de ionizacion ambientales

acopladas a MS.

Para llevar a cabo este objetivo principal sera necesario realizar una serie de objetivos

secundarios:

e Realizar una investigacion y analisis de las diferentes técnicas de ionizacion
ambientales acopladas a MS, con el fin de comprender su funcionamiento y

aplicaciones, asi como sus limitaciones y desafios.

e Describir las propiedades y caracteristicas de los nanomateriales mas utilizados
en técnicas de ionizacidbn ambientales, como composicién, tamafio, forma,

estructura y propiedades superficiales.

e Identificar y contrastar las diferentes estrategias empleadas en el uso de NMs
en técnicas de ionizacion ambiental, considerando su relevancia e impacto en
distintas aplicaciones, tanto en el campo de la quimica analitica como en

campos biomédicos o de analisis de contaminantes.

e Desarrollar la capacidad de seleccionar y filtrar la informacion necesaria
encontrada. Asi como integrar y defender los conocimientos adquiridos con

criterio cientifico.
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3. EXPERIMENTAL

Actualmente los NMs son empleados en una gran variedad de campos y se describen
infinidad de aplicaciones. Una de ellas es su uso para mejorar la ionizacion de las
fuentes en MS. Por ello, se ha realizado una busqueda bibliografica para seleccionar
y recoger la informacién necesaria y asi conocer las tendencias en este campo.
Ademas, esto permitira estructurar, describir y plasmar la informacioén necesaria para

el desarrollo de este trabajo de fin de grado.

Dicha busqueda bibliografica ha sido posible gracias al acceso gratuito que
proporciona registrarse como alumna de la Universidad de Jaén. Las bases de datos
mas recurridas para el desarrollo de este trabajo bibliografico son las que se citan a

continuacion:

- Scopus, es una base de datos bibliograficos propiedad de la editorial Elsevier,
donde se puede encontrar resumenes, citas, articulos, etc.

(https://www.scopus.com).

- SciFinder, propiedad de Chemical Abstracts Service (CAS). Esta plataforma
proporciona una busqueda en varias bases de datos por lo que permite hacer
basquedas no solo por autor, titulo o editorial, sino también por estructuras

(https://scifinder-n.cas.org)

- PubMed, propiedad de la Biblioteca Nacional de Medicina de los Estados
Unidos para consultar la base de datos MEDLINE; la base de datos medica méas
amplia que se puede encontrar. Aunque también se puede encontrar articulos
de revistas cientificas, tesis o libros cientificos que no son propiedad de
MEDLINE (https://pubmed.ncbi.nim.nih.gov/).

- Google scholar, es un motor de busqueda perteneciente a la compaiiia Google
gue permite la busqueda de contenido cientifico-académico, asi como informes,

tesis, articulos, libros, citas, etc. (https://scholar.google.es).

Una vez establecida la informacioén principal en la que se va a basar este trabajo, se
ha necesitado también usar tanto la base de datos Google Scholar para encontrar
tesis de postgrado o libros cientificos necesarios, como el catalogo y repositorio de la
universidad de Jaén con el mismo fin. La clave para una correcta busqueda
bibliografica es establecer las palabras clave que acoten dicha busqueda. Siguiendo

una escala desde “general” hasta “especifico”. Dichas palabras clave fueron: mass
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spectrometry, ionization techniques, ambient y nanomaterial, empleadas en inglés
entre paréntesis y usando el operador booleano AND. Tras realizar una primera
bldsqueda con las palabras clave previamente mencionadas en el mismo orden, los

resultados obtenidos de cada base de datos quedan recogidos en la Tabla 3.1.

Tabla 3.1 Resultados obtenidos tras la busqueda en distintas bases de datos, segun las palabras
clave seleccionadas.

cAs ZZ | publffed

SciFinder"

Mass spectrometry 1.199.690 425.918 819.422
Mass spectrometry

o _ 307.631 54.880 33.509
lonization techniques
Mass spectrometry

lonization techniques 4.711 1.354 1.168
Ambient
Mass spectrometry
lonization techniques
25 23 5

Ambient

Nanomaterial

Una vez usados los parametros comentados previamente, se han encontrado 5
documentos procedentes de Scopus, 23 procedentes de PudMed y 25 procedentes
de SciFinder, siendo un total de 53 documentos. Seguidamente, se comienza a cribar
los documentos, siguiendo la metodologia descrita en la Figura 3.1. Como se han
hecho uso de distintas herramientas de buUsqueda, se procede a eliminar los
documentos repetidos, reduciendo el numero de referencias a 42. A continuacion, se
realiza una lectura general de los articulos, centrando el interés en la informacion
aportada por el titulo y por el resumen, siendo eliminados 10 documentos. Una vez
seleccionados los articulos de interés, se procede a la lectura completa de los mismos,
buscando informacion relevante para completar este trabajo de fin de grado. Entrando
en profundidad, comprendemos que muchos de los articulos incluidos en la
preseleccion no contemplan el uso de NMs como potenciadores de ionizacion. Un

gran numero de ellos emplea los nanomateriales en etapas de pretratamiento de
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muestra y otros como utilizan técnicas de ionizacién ambiental para caracterizar NMs.

También algunos describen el uso de los NMs como transportadores de

medicamentos dentro de aplicaciones bioquimicas. Estos documentos quedan

descartados, reduciendo el niumero total a 13 documentos validos.

/Sel.eccién de palabras\

clave:

- Mass spectrometry
-lonization techniques

-Ambient

&Nanwnaieﬂaf /

Eliminacidon de

referencias repetidas

Eliminacién de /_

referencias que Lectura
emplean NMs en:

- Preparacidn de la muestra artf cul_o

-Aplicaciones médicas o

blomédicas k

referencias que
general del emplean NMs en

N

Seleccidén de

técnicas de
ionizacion

/)

hd

Eliminacién de
referencias que
emplean
Ambient-MS para

Revisién critica
de las referencias

seleccionadas

caracterizar NMs

l

Seleccion de

referencias relevantes

tras revision de

documentos citados

Figura 3.1. Diagrama de flujo para el proceso de la busqueda.
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Con los articulos seleccionados, se procede a un analisis critico del documento y a la

busqueda de mas articulos que podriamos haber pasado por alto. Para ello, se

procedio a revisar la bibliografia citada en estos 13 documentos, asi como las citas de

estos. Una vez descartados, volvemos al inicio del diagrama e iniciamos de nuevo al

proceso. Tras finalizar la revision el numero de articulos aumenta a un total de 22.

Ademas, para las otras webs y programas empleados han sido:

Wikimedia Commons, se trata de una fundacion de Wikipedia para encontrar
imagenes que se encuentran bajo dominio publico. Esta herramienta se ha
empleado como fuente de obtencion para las imagenes de este trabajo

(https://commons.wikimedia.org)

Microsoft PowerPoint, un programa de presentacion de la empresa Microsoft.
Esta herramienta ha sido de utilidad para adaptar las imagenes al trabajo

(https://www.microsoft.com > PowerPoint)

Mendeley, se trata de una aplicacion web gratuita propiedad de Elservier que
permite gestionar la bibliografia. Gracias a esta herramienta se ha permitido
almacenar, clasificar y ordenar los documentos encontrados

(https://www.mendeley.com ).
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4. DISCUSION DE LOS RESULTADOS BIBLIOGRAFICOS

La MS es una técnica que ha estado en continuo proceso de mejora con el objetivo de
ampliar sus aplicaciones, asi como mejorar sus resultados. Por ello se explor6 la
posibilidad de desarrollar nuevas técnicas que ionizaran las muestras en condiciones
ambientales en vez de a vacio (Cooks etal., 2006). Las técnicas de ionizacion
ambientales se han conseguido aplicar en diferentes tipos de muestras como
pesticidas, alimentos, medicamentos, vegetales o tejidos biol6gicos. Ademas, se han
obtenido prometedores resultados, asi como comparables a los obtenidos con

técnicas de ionizacidon convencional.

Habitualmente los modos convencionales de MS se combinan con técnicas
cromatograficas con el fin de separar los analitos y minimizando los efectos
provocados por la interferencia de matrices complejas. Esto no ocurre en técnicas de
ionizacion ambientales, las cuales permiten el analisis directo de la muestra o con un
pretratamiento minimo de esta (filtrar, calentar, decantar...). Esto se traduce en
andlisis muy rapidos, de alto rendimiento y semicuantitativos. Sin embargo, la
sensibilidad en procesos basados en técnicas de ionizaciobn ambientales es a menudo
bastante mas baja que la proporcionada por las técnicas tradicionales de MS. Por lo

gue es necesario una mejora de la ionizacion.

A lo largo de los afios se ha estado estudiando como potenciar las técnicas de
ionizacibn ambientales. Una de las mejoras mas eficientes estudiadas fue la
implementacion de NM para mejorar la ionizacion. Realmente la aplicacion de NMs
para mejorar el rendimiento de determinaciones en MS fue introducida en los afios 80
cuando Tanaka (Tanaka etal., 1988) introdujo distintas nanoparticulas metalicas
(como Au o Co) como matriz para una determinacion por MALDI. Se pretendia
aprovechar las propiedades de las nanoparticulas metalicas para adsorber
eficientemente la energia del laser, transferir esa energia a la muestra y mejorar los
procesos de desorcion y ionizacion. Al mismo tiempo que evitaban la fragmentacion
excesiva de los compuestos y disminuia la interferencia de fondo. Esto se transcribia

en una mejora considerable de la sensibilidad y reproducibilidad de la técnica.

Del mismo modo, durante los afios posteriores se ha intentado provechar las
caracteristicas Unicas que presentan los nanomateriales; incluyendo altas areas de

superficie, mayores interacciones hidroéfilas/hidrofobas, estabilidad térmica y
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conductividad eléctrica, con el fin de conseguir multiples ventajas en las técnicas de
ionizacion ambiental (Chen et al.,, 2021). Asi como aumentar sus aplicaciones en

distintos campos.

4.1. Nanomateriales en técnicas basadas en electrospray ESI.
4.1.1. Nanomateriales en PS
Con el objetivo de seguir ampliando las aplicaciones en técnicas basadas en ESI, se
estudié la posibilidad de usar una nanoestructura conductora. La finalidad era facilitar
la ionizacion de compuestos disueltos en soluciones no polares como hexano o
diclorometano dificiles de analizar (Xia et al., 2018). Un buen candidato para esta
funcion fueron los CNTs, reconocidos por las siguientes propiedades: buena
conductividad térmica, bajo peso, propiedades electronicas y la capacidad de transferir
carga a menores voltajes que los conductores convencionales. Como NM menos
comun también se ha usado metales recubiertos de AQNP mesodendritica (Gao et al.,
2015) ya que esta estructura también cuenta con una naturaleza conductora. En
métodos basados en ESI como PS, los CNT se han empleados como sustrato solido
emisor. De forma que la pulverizacion de la solucién de los analitos pasa al sustrato

Figura 4.1 mediante un capilar.

Figura 4.1 Preparado de sustrato de CNT visto con microscopio SEM (Xia et al., 2018).

Este NM compensa la falta de conductividad del sustrato, generando un mecanismo
de ionizacién adicional. Y al aplicar un potencial bajo se consigue generar una
ionizacién eficiente. Por tanto, gracias al uso CNT en esta técnica se consigue ionizar
compuestos quimicos disueltos en solventes no polares sin necesidad de recurrir a

disolventes polares. Asi se evitan sefiales no deseadas y se amplian las capacidades
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de ionizacion de las técnicas basadas en ESI a analisis directo de compuestos de baja
polaridad o no polares, eluidos o de mezclas sintéticas. Es decir, aumenta la

sensibilidad de la técnica.

Otro ejemplo del uso de CNT en la técnica PS es para la extraccion directa, desorcion
y ionizacion de proteinas en gel en condiciones ambientales. Aunque usualmente se
emplea electroforesis para este fin, esta no es una buena estrategia ya que requiere
mucho tiempo y causa la desintegracion de la muestra antes de la ionizacion. Por ello,
se plante6 la combinacion de CNT con un sistema PS. Al dotar el papel con una
dispersiéon uniforme de CNT, las propiedades de estos como una mayor conductividad
o tamafio de poro mayor, provocaron que, al aplicar un potencial mas bajo de lo
habitual, las proteinas migraran a la punta del papel y se ionizardn por electrospray,
sin una desintegracién previa. Los resultados significaron una mejora en migraciones
y extracciones mas rapidas y una desorcion y ionizacién de las proteinas en gel mas
eficiente sin ningun tratamiento previo. La estrategia ofrece una nueva via para la
deteccion directa de proteinas extraidas intactas del gel en condiciones ambientales

y sin necesidad de un tratamiento previo (Han et al., 2014).

Otro de los campos en los que PS tiene un papel importante es en el analisis de drogas
y farmacos. PS ofrecia un analisis rapido y sencillo de estos, debido a que la superficie
fibrosa del papel suponia una ventaja en su uso como absorbente. Sin embargo, para
la determinacién de farmacos como el ketoprofeno esto resulto ser un inconveniente,
ya que el analito penetraba en las fibras. Por tanto, para evitar este problema se
propuso usar AgNP. Las AgNP rellenaban las fibras del papel mejorando la
disponibilidad superficial para el analito. Esto provocd una mejor sensibilidad de la
técnica y con ello que esta estrategia se ampliara a otros campos como los
contaminantes en el analisis de alimentos o la deteccion de drogas en medicina

forense (Diaz-Lifian et al., 2020).

Los MOFs también demostraron tener buenas capacidades para ser empleados como
sustratos en PS. Los MOFs presentan caracteristicas como una porosidad alta,
enormes areas de superficie interna y un grado extraordinario de variabilidad tanto
para los componentes organicos como inorganicos. En PS el papel no solo actiia como
sustrato, sino que también juega un papel importante en la separacion de los analitos

en matrices complejas. Esto hace que la eficacia de la técnica dependa de las
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propiedades de la superficie del papel. Asi que, se realizaron varias experiencias de
determinacién de drogas en distintas muestras de sangre (Wang et al., 2016). Se
recubrié la superficie del papel con distintos tipos de MOF, los cuales se incluyen en
la Figura 4.2. Y se procedio6 a la realizacion de analisis mediante PS.

Estructura %

Area superficial (m*g ") 1089.4 1116.0 853.5
1
)

Volumen de poro (cm’ g 0.058 0.154 0.060
Tamafio de poro (nm) 3.040 9.816 3.255

Figura 4.2. Distintos tipos de MOF con propiedades distintas. Area superficial, tamafio de poro
distinto, volumen de poro distintos (Wang et al., 2016). 1) MIL-53(Al). 2) ZIF-8. 3) UiO-66(Zr).

En general se obtuvieron resultados mas sensibles y con mayor rendimiento que con
la técnica convencional; pero hubo diferencias segun el tamafio de particula de los
MOF o su composicion quimica. Si el tamafio era demasiado grande, los MOF no se
distribuian uniformemente y el analito tampoco. En cuanto a la composicion quimica,
en algunas estructuras se daban interacciones de adsorcién con el farmaco que
disminuian la sensibilidad analitica. Es decir, los MOFs que presentaron una
interacciéon de adsorcibn mas débil condujo a un comportamiento de elucion mas
favorable. Estos resultados confirmaron que para la técnica PS el comportamiento de
elucién de los analitos afectaba a la sensibilidad de MS, y esta a su vez, también se

relaciono con las propiedades de adsorcion del sustrato de papel (Wang et al., 2016).

Las aplicaciones de MOFs como los TpBD en PS se ampliaron para andlisis directos
de ultratrazas de contaminantes en muestras ambientales complejas como agua de
rio (Zhang et al., 2020), Figura 4.3.

& Solvente
o o %
~L"‘» === v 1
TpBD Extraccion Lavado | ; D,
— v — — ?, — (
\4 -
Papel Papel con TpBD M

Muestra

Muestra limpia MS

Voltaje

Figura 4.3. Empleo de MOFs como TpBD en PS. (Zhang et al., 2020).
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Los MOFs no solo aumentaron la sensibilidad del analisis MS, sino que tambien,
gracias a sus propiedades, consiguieron simplificar enormemente los procesos
necesarios para la deteccion de estas muestras. Finalmente, se llego a realizar los
procesos de extraccion, enriquecimiento, separacién, ionizacion y deteccidon en un

solo paso.

La capacidad de cuantificar un analito objetivo con un limite de cuantificacion bajo
sigue siendo un problema en técnicas basadas en ESI debido a la interaccion con la
matriz. Por lo que se estudi6 la posibilidad de emplear nanoestructuras como los MIPs
con el objetivo de provocar una microextraccion directamente acoplada con las
técnicas de ionizacion ambientales que permitiera un enriquecimiento del analito. En
este caso se empled una membrana de imprenta molecular (MIM) como la proteina
RAC como molécula molde en la técnica de ionizacion por electrospray con
membrana. Donde una membrana usada como sustrato en PS combinada con estos
MIM consiguié disminuir los limites de deteccion/cuantificacion en comparacion con
otras técnicas convencionales. Ademas de conseguir identificar y cuantificar analitos
objeto como ciprofloxacin en muestras con una matriz compleja como leche u orina de

una forma directa y rapida (Li et al., 2017).

4.1.2. Nanomateriales en DESI
DESI es considerada una de las primeras técnicas de ionizacion ambiental por lo que
se ha desarrollado en una gran variedad de campos desde medicamentos ambientales
a medicamentos farmacéuticos. Como se ha explicado en el apartado 1.2.1.2. esta
técnica rocia un haz de microgotas cargadas sobre la superficie de la muestra
provocando la desorcion y ionizacion de los analitos. La eficiencia de este proceso
depende principalmente de (Wang et al., 2011):

- Las caracteristicas del disolvente (fuerza idnica, capacidad de solvatacion,

volatilidad, polaridad, etc)
- Extraccion de los analitos a las microgotas de la mezcla de gases nebulizados.
- Propiedades fisicoquimicas de la superficie del sustrato: conductividad,

porosidad, composicién quimica, energia superficial.

Con el fin de conseguir las condiciones 6ptimas para llevar a cabo DESI, se han

utilizado nanomateriales. El uso de NMs conductores, con alta porosidad, gran area
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de superficie y buena estabilidad quimica y mecanica permitieron mejorar la desorcion
y ionizacién en ciertas aplicaciones de DESI. También se consiguidé mejorar la
sensibilidad, ya que el empleo de NM porosos, con mejor capacidad de adsorcion y

mayor superficie, permitia preconcentrar la muestra.

Uno de los NMs mas empleados es el silicio en forma de placas de silicio nanoporoso
(pSi) (Kauppila et al., 2006), con el que se consigui6é una sensibilidad y una intensidad
de sefial mejorada. Asi como una mayor rapidez de analisis asociado a una mayor
velocidad de secado de las muestras una vez depositadas para su posterior analisis.
También se consiguié aumentar la rapidez y sensibilidad al calentar ligeramente la
placa de silicio, esto se debia a cambios en la cristalinidad de la muestra incrustada

en los poros del silicio.

El silicio también se usé en forma de nanocables (Pdl et al., 2008), y las sefales
obtenidas eran de mayor duracion y con intensidades mas altas. Estas mejoras se
deben a las propiedades del silicio. Los NMs de silicio cuentan con un alto area
superficial, capacidades para absorber un fluido con facilidad y propiedades
hidréfobas en la superficie nanoestructurada. Estas propiedades permitian la
acumulacion de la muestra en un punto y con ello facilitar los procesos de ionizacién
y desorcién. Aun asi, este material cuenta con una desventaja. Los analitos
distribuidos sobre la superficie nanoporosa de la silice no tienen una concentracion

uniforme, lo que provoca que la técnica tenga escasa repetibilidad (Chen et al., 2021).

4.2. Nanomateriales en técnicas basadas en plasma.
4.2.1. Nanomateriales en DART

Como se ha explicado en el apartado 1.2.2.1. la técnica DART es una técnica de
ionizacion ambiental que combina tanto ionizacion como desorcion. DART proporciona
una forma répida y directa de analizar distintos tipos de muestras sin necesidad de
una preparacion previa muy elaborada de la muestra en condiciones ambientales. Sin
embargo, esta técnica muestra limitaciones a la hora de introducir muestras con
matrices complejas, ya que los resultados aparecen con un alto ruido de fondo. Con
el fin de evitar este problema y conseguir una herramienta analitica con un rango de
aplicacién mayor, capaz de analizar muestras complejas sin problemas, se realizé un
estudio usando distintos sustratos compuestos de NMs en DART (Manova et al.,
2014).
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En este caso la muestra objeto fueron monocapas organicas con distinta composicion
guimica. Algunos de los NMs empleados para este estudio fueron las AuNP.(Manova
et al., 2014). La técnica DART también ofrecié informacién sobre la fuerza de enlace
gue se generaba entre el sustrato y la monocapa. De forma que las monocapas unidas
a sustratos de Si, lo hacian mediante enlaces covalentes que no podian romperse con
facilidad. En este caso el sustrato no tenia gran relevancia en la fragmentacion de la
monocapa. Se dieron procesos de hidrodlisis in situ donde moléculas de agua
protonadas eran las precursoras de la ionizacion. Por lo que resulté un buen método
para la deteccién de iones caracteristicos de los grupos terminales (amina, alcohol,

acido carboxilico).

Con las muestras que usaron AuNP como sustrato, se mostré6 que los enlaces
producidos entre el metal y la monocapa era lo suficientemente débiles como para
romperse y producir iones estables con suficiente volatilidad. En este caso el sustrato
si que intervenia en la fragmentaciéon completa de la monocapa. Por tanto, DART
resultd ser una técnica prometedora en el campo de analisis de superficies que
proporciona informacién estructural detallada, mediante el empleo de NMs de una
manera rapida, sencilla, sensible y reproducible en condiciones ambientales (Manova
et al., 2014).

Ademas de las AuNP, también se emplearon MIPs formados de &cido metacrilico y
EGDMA para potenciar esta técnica, ya que cuentan con propiedades fisicoquimicas
y caracteristicas de adsorcion Unicas. La sintesis de los MIPs es simple. Se utilizan
reactivos de bajo costo, y da como resultado estructuras que poseen altas
propiedades de adsorcion combinadas con una buena selectividad. Después de la
adsorcion del analito, un sistema simple de calefaccion con temperatura programable
permite que la desorcion térmica de los analitos de los MIP y su introduccion directa
en la corriente de iones. Una ventaja que ofrecio el uso de MIPs es la posibilidad de
introducir analitos preconcentrados al plasma con el fin de mejorar la sensibilidad. Con
este nuevo método, se ofrecid un analisis mas rapido y con limites de deteccion
mejorados en una amplia gama de muestras como la sangre o la orina. Ademas de
asegurar andlisis de compuestos organicos como la nicotina, la propifenazona y el
metilparabeno a concentraciones muy bajas. Como desventaja, se vio que el método
de analisis era muy destructivo debido a la descomposicion térmica. Pero dado el bajo

costo de este no supone un problema mayor. En resumen, se ha demostrado que los
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MIPs pueden utilizarse eficazmente como adsorbentes selectivos antes del analisis

por espectrometria de masas de plasma ambiental (Cegtowski et al., 2017).

4.3. Nanomateriales en técnicas basadas en laser.
4.3.1. Nanomateriales en AP-MALDI
MALDI es una técnica de ionizacibn muy importante en el analisis MS, usada
comunmente para generar iones de macromoléculas incluyendo péptidos, proteinas o
polimeros sintéticos con la ayuda de matrices organicas. Sin embargo, a menudo las
matrices organicas convencionales, aunque soportan de manera eficiente la
desorcion/ionizacion laser de analitos, dan como resultado una alta interferencia de
fondo por cocristalizacién heterogénea con analitos. Esto limita la aplicacién de la
técnica en moléculas pequefias. Por ello, se propuso buscar soluciones para

compensar sus limitaciones y crear una técnica mas rapida y eficaz (Ma et al., 2022).

Se ha estudiado la posibilidad de usar NP inorganicas o sustratos de silicio poroso que
sean capaces de transferir la energia absorbida desde el laser a los analitos para la
ionizacién de estos. Recientemente, el grafeno ha demostrado un gran potencial para
esta funciéon (Kim et al., 2011). Ademas de tener una forma oxidada (GO) que permite
su solubilizacién en disolventes acuosos. Los CNT también presentaron buenas
propiedades para optimizar las condiciones de la matriz por lo que se estudi6 la
posibilidad de mezclar ambos NM. Se cre6 un formato de doble capa inmovilizada en
una superficie a través del autoensamblaje de laminas GO y CNT sobre un sustrato
modificado quimicamente. Esto mejoraba la rugosidad de la superficie y el area de
superficie para adsorcion de analitos y, por lo tanto, aumentar la eficiencia del limite
de deteccion. Ademas, esta solucidn presentaba buena conductividad eléctrica, mejor
absorcién de la luz UV y era capaz de convertir eficientemente la energia absorbida
en energia térmica. Las mejoras que se obtuvieron fueron una intensidad uniforme de
la sefial de masa sin sefales de fondo y una reproducibilidad de la técnica en las

mismas condiciones ambientales sin que la capa se deteriore.

Otro NM utilizado en este tipo de técnicas como matriz alternativa son los MOFs (en
este caso MIL-101(NH2) con AuNP ancladas) debido a su alta area superficial,
estabilidad quimica y enorme porosidad. Se usaron MOFs con varias fracciones
funcionales. Por ejemplo, los MOFs con los grupos funcionales -OH, -NH2 y -COOH

usados en la matriz, conseguian aumentar la hidrofilicidad de esta y la eficiencia de la
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transferencia de protones, lo que condujo a una mayor eficiencia de ionizacion e
intensidad de sefial MS. Esta estrategia proporcioné analisis con baja interferencia de
fondo, buena reproducibilidad y mayor sensibilidad a moléculas pequefias (Ma et al.,
2019).

También se evalud la viabilidad del uso de peliculas nanoestructuradas de silicio como
sustituto de una matriz en la técnica AP-MALDI (Jemere et al., 2010). Estas peliculas
de tamafio nanométrico con porosidad, grosor y tamafios de poro altamente
controlados actuaban reteniendo las moléculas de disolvente y analito y convirtiendo
la luz en energia térmica, creando iones en fase gaseosa tras la irradiacion laser. Se
comprobd que las experiencias realizadas con estos materiales produjeron espectros
de masas de compuestos de bajo peso molecular (m/z <800) que estan libres de los
picos de fondo que a menudo se encuentran en los espectros MALDI habituales. Una
de las desventajas de este método es el tiempo de la preparacion de estas peliculas,
necesitando tres meses de reposo en condiciones ambientales. Una vez pasados, las
peliculas se preparan para el andlisis de moléculas pequefas limpidndolas con ozono
UV, de esta forma se eliminan interferencias provocadas por contaminantes
ambientales, por lo que supone una ventaja frente a otras técnicas. Mediante el uso
de estas peliculas de Si se consiguié un método que elimina las sefiales de fondo y
es capaz de detectar concentraciones pequefias de muestra, a la vez que aseguraba
un método eficiente, facilmente reproducible a un bajo costo.

4.3.2. Nanomateriales en SALDI

Como en AP-MALDI, en esta técnica el proceso de ionizacion se produce mediante
una transferencia de energia producido cuando un laser es irradiado en una muestra.
La técnica SALDI usa como matriz un sustrato capaz de absorber energia, lo que
genera un aumento brusco de la temperatura y con ello la desorcién de los analitos
ademas de proporcionar una fuente de ionizacién. Con el fin de potencial esta técnica
y conseguir resultados mas precisos se ha usado como sustrato una gran variedad de
materiales organicos como nanotubos de carbono y polimeros, materiales inorganicos,
como nanoparticulas metalicas, silicio poroso, Oxidos de metal y materiales
compuestos de una matriz organica donde se incrusta un material inorganico (Muller
et al., 2022).
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El sustrato mas utilizado en SALDI es el silicio poroso, conocido comercialmente como
DIOS (desorcion-ionizacion en silicio). EI empleo de este tipo de sustrato ha llevado a
la caracterizacién de moléculas con muy poco peso molecular sin necesidad de usar
una matriz. El uso del silicio ha supuesto también un inconveniente debido a la
inestabilidad del material, aunque este problema se pudo solucionar mediante la
modificacion de su superficie (Thomas et al., 2001). De hecho una ventaja de este

material es la capacidad de adaptacion de la superficie a demanda.

Moléculas cargadas
hacia el detector

Energia
Laser

Figura 4.4. Sustrato Si (Thomas et al., 2001).

Por ello, se realizaron experiencias usando peliculas de silice nanoporoso colocadas
sobre una oblea de silicio en ionizacion por desorcién laser sin matriz. Estas
experiencias dieron buenos resultados caracterizando distintos tipos de moléculas
como aminoé&cidos o péptidos. También se demostrd que irradiar la pelicula con una
luz UV profunda daba como resultado muchas mas detecciones de analito en una
oblea. Esta estrategia signific6 una mejora tanto en la selectividad como en la
sensibilidad, ya que gracias a la capacidad de adaptar la superficie del silicio se podia
conseguir mejorar las caracteristicas de SALDI. En general, los resultados obtenidos
fueron una mejora en la eficiencia de la técnica, ademas de ampliar sus aplicaciones

a muestras de tamafios muy variados (Dattelbaum et al., 2008).

El empleo de diferentes NMs como sustrato esta relacionado con las propiedades
fisicas de los NMs en concreto con su conductividad eléctrica y con la capacidad de

absorber y disipar la energia del laser. Por ello, también son empleados NMs metalicos
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como sustrato. Las AgNP son una buena opcién debido a su alta conductividad térmica
y eléctrica y por su alta reflectividad. Se crea una pelicula fina de plata mediante una
técnica de deposicion electroquimica galvanica simple, es decir se cubre una
superficie de acero con nanoparticulas de plata, aplicando una corriente en una
disolucidon de sales metalicas (Ambrusi et al., 2015). Esta pelicula de Ag conseguia
generar un sustrato con la misma conductividad en toda la superficie y con ello se
minimizan las sefales de interferencia. El analisis SALDI mostré que las peliculas eran
estables en condiciones ambientales y se obtuvieron resultados analiticos con
excelente reproducibilidad de medicion y sensibilidad de deteccion similar a MALDI.
Ademas, este tipo de sustratos son muy estables en condiciones ambientales y faciles

de reproducir a bajo costo (Silina et al., 2014).

Ademas de las AgNP, también se usan otros materiales como sustrato, por ejemplo,
las AuUNP. Como es importante que el sustrato sea capaz de absorber la energia, esto
supone una limitacion en la limitacion en la energia irradiada por el laser. Las AUNP
permiten aumentar la longitud de onda del laser, aumentando asi el uso de diferentes
fuentes de laser. Esto es debido a las propiedades como la alta conductividad térmica
y la rdpida acumulacion y disipacién del calor que presentan. Gracias a esto las AUNP
son usadas como una superficie eficiente en procesos de desorcién/ionizacion laser.
Otra caracteristica que han mostrado estas NP es la capacidad de facilitar la ionizacién
de moléculas pequefias en presencia de moléculas mayores mas propensas a la
ionizacion. Esta caracteristica también se debe a la superficie de las AUNP que ayuda
a la desorcion/ionizacion laser de analitos objetivo sin ninguna supresion de iones. Por
tanto, el empleo de AuNP en técnicas de ionizacién ha supuesto un aumento de la
resolucién y la capacidad de analisis, una deteccion selectiva y una disminucién del

limite de deteccion y de las interferencias (Abdelhamid et al., 2016).

De la misma forma que se ha explicado en el apartado 4.3.1. también se usaron MOF
en SALDI como sustrato. A diferencia de otro tipo de NM los MOF no requieren de una
modificacion quimica antes de su uso y ofrecen resultado con muy bajas interferencias
de fondo y con una alta reproducibilidad. Por ello se ha empleado en ensayos con
biomoléculas pequefas, como por ejemplo los carbohidratos, ejemplo representado
en la Figura 4.4. Se usaron MOFs del tipo MIL-100 y MIL-101 en el analisis de
carbohidratos neutros y de bajo peso molecular. Ya que a una matriz convencional

MALDI le resulta dificil interactuar con los carbohidratos debido a la ausencia de grupo
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basico o acido en la estructura. Es decir, los carbohidratos tienen una baja eficiencia
de ionizacion debido a su baja afinidad proténica. Por tanto, se realizaron distintas
experiencias con estructuras de MOFs diferentes y variando las potencias del laser.
Esto produjo un aumento en la potencia del laser mejoraba la eficacia de la ionizacion.
Por lo que una vez optimizadas las condiciones se conseguian sefales estables y

reproducibles y una mayor sensibilidad durante el analisis (Fu et al., 2015).
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Figura 4.4 Interaccion Carbohidrato-MOF (Fu et al., 2015).

Se han usado NP de plata, oro y CNT para muestras de bajo peso molecular o
moléculas bioldgicas pequefias tales como péptidos y oligosacaridos. Se cree que la
alta absorbancia UV de nanoparticulas y la transferencia de la energia rapida a
analitos son factores importantes en MALDI. Por ello también se han usado NMs de
dioxido de titanio. El uso de TiO2 permitio la deteccion de proteinas con un peso
molecular de hasta <24 kDa. Sin embargo, esta estrategia tiene la limitacion de que
para llevar a cabo la ionizacion era necesario usar una disolucién tampon de citrato.
Al realizar SALDI en condiciones ambientales usando NP se facilita fuertemente la
adsorcion de moléculas en la superficie, incluidos los contaminantes del ambiente.
Estos contaminantes organicos eran dificiles de eliminar por completo. Las
nanoparticulas de TiO2 tienen un importante efecto fotocatalitico. La limpieza de
superficies a través del efecto fotocatalitico de nanoparticulas de TiO2 mejoré el
rendimiento de SALDI. Ademas, se implementd el uso de urea. La modificacién
superficial de la urea y la limpieza fotocatalitica sobre SALDI con nanoparticulas de
TiO2 dio como resultado bajos ruidos de fondo en la region de masas bajas y en un

aumento de la sensibilidad de deteccion (Watanabe et al., 2009).
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5. CONCLUSIONES

Tras realizar un andlisis exhaustivo de la bibliografia seleccionada se ha llegado a las

siguientes conclusiones:

La combinacién de NMs y técnicas de ionizacibn ambientales ha demostrado
ser una estrategia altamente efectiva y prometedora para mejorar la
sensibilidad y selectividad de las téncias de MS. Los NMs actuan facilitando de
la desorcion y la ionizacion de las muestras, lo que resulta en una mayor
eficiencia del proceso analitico. Esta mejora en la sensibilidad ha supuesto la
deteccion de compuestos con bajas concentraciones en muestras complejas.
Lo que significd una ventaja en areas como la biomedicina o la determinacion
de contaminantes en muestras ambientales. Las técnicas que han resultado
con una mayor ventaja al emplear NM han sido tanto PS como SALDI debido a
facilidad de su mecanismo. Los NM se colocan sobre una hoja de papel en PS

0 como sustrato en SALDI.

Los NM presentan la posibilidad de ser modificados para adaptarse a diferentes
aplicaciones en MS. Las propiedades fisicas y quimicas de los nanomateriales,
como su tamafio, composicién y morfologia, pueden ajustarse y optimizarse
para mejorar la sensibilidad, selectividad y estabilidad de las técnicas de
ionizacién ambientales. Ademas, las caracteristicas especiales que presenta la
superficie de los NMs como los MIPs permiten un ajuste especifico a diferentes
analitos o matrices, lo que facilita la deteccion y cuantificacién selectiva de

compuestos de interés. En cuanto a los NMs méas empleados fueron:

CNT, debido a su alta conductividad eléctrica y gran éarea
superficial eran capaces de potenciar la absorcion de moléculas

y facilitar la desorcion de una forma mas eficiente.

Nanoparticulas metélicas (Ag, Au), debido a sus propiedades de
conductividad eléctrica. Se usaron para compensar la carencia de
esta propiedad en sustratos. De forma que se conseguia generar

un campo electromagnético mas intenso que ionizaba la muestra.

Las superficies nanoporosas de silice, debido a su alto volumen

de poro. Estos NMs, ayudaron a preconcentrar la muestra in situ,
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aumentando asi el limite de deteccion de la técnica.

En comparacion con las técnicas de ionizacion clasicas, con el uso de NM se ha
conseguido mejoras en: sensibilidad y selectividad, permitiendo aumentar la deteccién
de compuestos en bajas concentraciones y compuestos mas especificos, es decir,
aumentando el rango de analitos. Y en una mayor estabilidad y reproducibilidad de las
técnicas, permitiendo la transferencia del método entre laboratorios y nuevas

posibilidades de aplicacion al permitir una deteccidbn mas precisa y rapida.

En general, el campo de los NMs en la ionizacion ambiental sigue siendo un area
activa de investigacion y se espera que continlen surgiendo avances en la sintesis y
caracterizacion de nanomateriales, asi como en la optimizacion de su uso en las

técnicas de ionizacidon ambientales.
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