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TÍTULO DE LA TESIS: INNOVACIONES NANOTECNOLÓGICAS 

EN EL DESARROLLO DE PLATAFORMAS ANALÍTICAS PARA LA 

EVALUACIÓN DE LA SEGURIDAD AGROALIMENTARIA 

DOCTORANDA: Ángela Écija Arenas 

INFORME RAZONADO DE LOS DIRECTORES DE LA TESIS 

La doctoranda Dña. Ángela Écija Arenas cursó brillantemente los estudios del 

Máster en Química Fina Avanzada, obteniendo la calificación de Sobresaliente en su 

Trabajo Fin de Máster, cuyos resultados más relevantes se publicaron en la revista 

Microchimica Acta, situada en el primer cuartil del área de conocimiento. 

La temática de la Tesis se encuadra dentro de una de las tendencias de 

vanguardia dentro de la Química Analítica, ya que se abordan innovaciones en la 

síntesis, separación y caracterización de nanomateriales, así como su incorporación como 

herramientas de utilidad en el desarrollo de plataformas analíticas determinativas de 

respuesta rápida orientadas a su aplicabilidad en el área agroalimentaria. Respecto a la 

síntesis de nanomateriales, tanto nanopartículas como liposomas, se ha optado por 

incorporar estructuras de carácter híbrido, con diferente funcionalidad y forma de 

aprovechamiento de su funcionalidad dentro del proceso analítico. En la resolución de 

las propuestas analíticas se han desarrollado diferentes metodologías separativas de los 

diferentes nanomateriales sintetizados, así como en la propuesta de plataformas 

analíticas basadas en la integración de sistemas continuos de análisis ya sean de flujo 

convencional como aquéllos desarrollados a escala microfluídica. La integración de las 

plataformas analíticas desarrolladas ha supuesto, en unos casos la incorporación de 

dispositivos miniaturizados para la aspiración de los nanomateriales separados mediante 

centrifugación en gradiente multifase de densidad (MDGC) en el sistema continuo de 
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análisis, y en otros casos, el acoplamiento de micro dispositivos electromagnéticos para 

la retención selectiva de los nanomateriales en la zona de reacción/detección en sistemas 

dinámicos convencionales y microfluídicos. Por otra parte, también se ha incorporado la 

innovación tecnológica de utilizar dispositivos de ensamblaje de los sistemas 

microfluídicos en el compartimento de muestra del un espectrofluorímetro convencional 

basado en la microfabricación mediante tecnología de impresión 3D.  Se han establecido 

nuevos sistemas acoplados para la monitorización en-línea de los nanomateriales (h-NPs 

y h-Ls) separados mediante MDGC mediante sistemas continuos. También se ha 

propuesto la separación de liposomas híbridos mediante la técnica de fraccionamiento 

en flujo mediante campo de flujo asimétrico (AF4) con detección multiángulo de la 

radiación dispersada (MALS). Finalmente, se han desarrollado dos metodologías para 

la determinación de residuos de antibióticos aminoglucósidos en muestras de 

agroalimentarias. La primera de ellas basada en el desarrollo de un biosensor aptamérico 

inmovilizado sobre grafeno y depositado en una superficie de oro para la detección en 

continuo mediante la técnica de plasmón de resonancia superficial (SPR). En el segundo 

caso, se ha demostrado la eficacia del uso plataformas analíticas microfluídicas basadas 

en el atrapamiento magnético en la zona de reacción/detección de magnetoliposomas 

híbridos (h-MLs) con reactivos encapsulados con detección fluorimétrica para la 

determinación de residuos de aminoglucósidos en alimentos.  

La realización de la investigación recogida en la Memoria que se presenta ha 

permitido a la doctoranda adquirir una sólida formación analítica, adiestrándose en el 

manejo de técnicas de separación (MDGC, AF4), técnicas espectroscópicas de 

absorción (UV-VIS, FT-IR) y de emisión molecular, técnicas microscópicas óptica de 

absorción y de emisión, y electrónicas (TEM, SEM-EDX). Todo ello ha dado lugar a la 

preparación de 6 artículos científicos publicados o en vías de publicación, en revistas 

situadas en el primer cuartil del área de Química Analítica. También han sido fruto de 

esta Tesis Doctoral 9 comunicaciones a Congresos nacionales e internacionales, 7 de 

ellas orales.  

La estancia realizada en el grupo de investigación del Prof. T. Hirsch 

(Universidad de Regensburg, Alemania) durante el desarrollo de la Tesis Doctoral ha 

completado de forma satisfactoria dicha formación, profundizando en nuevos 
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procedimientos de síntesis de nanomateriales de grafeno, que facilitaron la propuesta de 

un biosensor aptamérico para la determinación de kanamicina en alimentos. 

Por todo ello, considero que la investigación desarrollada y recogida en esta 

Memoria, reúne todos los requisitos necesarios en cuanto a originalidad, innovación y 

calidad, por lo que se autoriza la presentación de la Tesis Doctoral de Dña. Ángela Écija 

Arenas. 
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RESUMEN 

1. Introducción o motivación de la tesis 

Esta Tesis Doctoral ha tenido como objetivo el desarrollo de plataformas 

analíticas de respuesta rápida para su aplicación en análisis agroalimentario con 

el uso de nanoestructuras incorporadas como herramientas analíticas con 

diferente finalidad utilizando sistemas dinámicos convencionales o 

implementados a escala micrométrica. 

Para ello, se han incluido innovaciones en los métodos de síntesis de 

dichas nanoestructuras, así como en el empleo de plataformas analíticas 

separativas con diferente fundamento para su separación y caracterización. 

Entre las nanoestructuras desarrolladas se encuentran diversos tipos de 

nanopartículas (NPs) y bicapas lipídicas (liposomas), así como de 

nanomateriales de carbono bidimensional, como grafeno. Entre las NPs 

sintetizadas, cabe destacar las NPs híbridas, principalmente tipo core-shell de 

NPs metálicas de oro con un núcleo magnético de NPs de óxidos de hierro, cuya 

superficie se ha modificado para conferirles carácter hidrofóbico 

(Fe3O4@AuNPs-C12SH). Los liposomas son estructuras autoensambladas cuya 

utilidad como contenedores analíticos favorece diferentes funcionalidades a lo 

largo del proceso analítico. Por una parte, la incorporación de las NPs, formando 

magnetoliposomas (MLs), los dotan de capacidad de retención magnética en la 

zona de reacción/detección de las plataformas analíticas determinativas 

desarrolladas. Por otra parte, el encapsulamiento de diferentes ingredientes 

involucrados en las reacciones analíticas o indicadoras, ejercen una importante 

función protectora y/o amplificadora respecto al desarrollo de la reacción 

analítica y la monitorización de la señal instrumental. Los nanomateriales de 

carbono bidimensional, en especial el grafeno, son buenos candidatos para 
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proporcionar una fina capa receptora. Como este material tiene un átomo de 

espesor y posee grandes áreas de hibridación sp2, se ha usado para la 

inmovilización de reactivos y así originar superficies activas en el desarrollo de 

plataformas analíticas biosensoras. 

Uno de los retos a conseguir respecto a la seguridad alimentaria se 

orienta hacia el desarrollo de metodologías que posibiliten la determinación de 

residuos de sustancias químicas tipificadas como xenobióticos en el área del 

análisis de alimentos. Se evidencia una demanda tecnológica para desarrollar 

metodologías analíticas más rápidas, sensibles, selectivas y precisas para la 

monitorización de residuos de xenobióticos. La aplicabilidad de las 

investigaciones desarrolladas se ha orientado hacia la determinación de residuos 

de antibióticos aminoglucósidos en alimentos. Se han propuesto diferentes 

opciones de plataformas analíticas determinativas basadas en el uso de sistemas 

dinámicos a escala microfluídica en las que se han integrado diferentes sistemas 

instrumentales para el seguimiento de las reacciones analíticas estudiadas. 

2. Contenido de la investigación 

El objetivo genérico de las investigaciones propuestas en esta Tesis 

Doctoral ha sido implementar diferentes innovaciones nanotecnológicas para su 

incorporación en las nuevas plataformas analíticas diseñadas que permitan 

aportar información para la evaluación de la calidad agroalimentaria. Este 

objetivo genérico se ha subdividido en tres objetivos específicos que quedan 

reflejados en los tres apartados en que se ha estructurado el desarrollo 

transversal de las investigaciones realizadas:  

(a) Síntesis, separación y caracterización de los materiales y/o nanoestructuras 

a incorporar en las diferentes partes de los sistemas dinámicos, ya sea como 

dispositivos de anclaje e integración instrumental, como elementos que 
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favorezcan la retención de nanoestructuras o reactivos, o como reactivos 

propios que participan en las reacciones analíticas involucradas. 

(b) Propuesta de plataformas analíticas con carácter separativo y/o 

determinativo basadas en el acoplamiento en sistemas continuos 

convencionales o a escala microfluídica, que aporten información sobre el 

resultado de la separación de los nanomateriales posterior a su síntesis. 

(c) Demostración del potencial analítico de las plataformas desarrolladas para 

la evaluación de la seguridad agroalimentaria. 

Esta Memoria se ha estructurado en tres bloques, precedidos por una 

Introducción, en la que se comentan algunos aspectos básicos relacionados con 

los contenidos estudiados y una sección en la que se muestran las principales 

Herramientas instrumentales y metodológicas para el desarrollo de las 

plataformas analíticas y su aplicación en análisis agroalimentario. En este 

contexto, en la Parte Experimental se han incluido las siguientes investigaciones: 

El Bloque I se centra en la síntesis, separación y caracterización de 

diferentes nanomateriales utilizados a lo largo de las investigaciones 

desarrolladas. Para ello, se han desarrollado diferentes plataformas analíticas en 

las que el resultado de la separación de los nanomateriales, basada en diferentes 

fundamentos, se ha acoplado a sistemas de detección para su monitorización y 

caracterización de los nanomateriales separados. Este bloque ha dado lugar a las 

siguientes publicaciones:  

- Desarrollo de un método de separación de NPs híbridas tipo core-shell con 

núcleo de magnetita recubiertas con NPs de oro y una superficie 

hidrofóbica (Fe3O4@AuNPs-C12SH) mediante centrifugación en 

gradiente multifase de densidad (MDGC). La separación se ha 

monitorizado mediante el acoplamiento del vial de separación a un sistema 

de flujo continuo de análisis con detección de dispersión de la radiación [1]. 
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- Monitorización mediante un sistema de flujo continuo con detección 

luminiscente del resultado de la separación de poblaciones de liposomas 

mediante MDGC posterior a la síntesis de MLs híbridos en los que han 

encapsulado Fe3O4@AuNPs-C12SH y distintos fluoróforos [2]. 

- Separación y caracterización de las distintas poblaciones obtenidas después 

de la síntesis de varios tipos de liposomas utilizando la técnica AF4-MALS 

y la comparación de los resultados obtenidos con otras técnicas, como TEM 

y DLS [3]. 

En el Bloque II se ha desarrollado una plataforma analítica para 

monitorizar el resultado de la separación MDGC de los liposomas híbridos 

sintetizados por acoplamiento a un sistema microfluídico que se ha integrado en 

el sistema de detección, un espectrofluorímetro convencional, mediante el uso 

de un dispositivo de anclaje y focalización fabricado mediante tecnología de 

impresión 3D. Este bloque a dado lugar a una publicación: 

- Integración de un sistema microfluídico en un detector luminiscente 

convencional usando un dispositivo de alineamiento diseñado y obtenido 

por impresión 3D. En el sistema también se integra el dispositivo de 

retención magnética y los elementos de focalización de la radiación 

incidente [4]. 

Finalmente, en el Bloque III se han propuesto dos metodologías 

analíticas (bio)sensoras para la determinación de residuos de antibióticos 

aminoglucósidos en alimentos. Se ha descrito dos plataformas analíticas en dos 

publicaciones:  

- Desarrollo de un biosensor aptamérico basado en la unión covalente del 

aptámero a grafeno depositado sobre una superficie de oro para la 

determinación de residuos de kanamicina en alimentos mediante 

monitorización de la dispersión basada en la técnica de resonancia del 

plasmón superficial (SPR) [5]. 
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- Desarrollo de una plataforma analítica sensora a escala micrométrica para 

la determinación de residuos de antibióticos aminoglucósidos basada en la 

integración de la zona de reacción/detección en un dispositivo microfluídico 

con retención electromagnética de parte de los ingredientes de la reacción 

analítica por encapsulación en MLs híbridos y detección fluorimétrica. La 

integración del sistema microfluídico en el compartimento de muestra de un 

espectrofluorímetro convencional se realiza mediante el sistema de anclaje 

construido mediante tecnología de impresión 3D [6]. 

3. Conclusiones 

 En la presente Memoria se han desarrollado diferentes plataformas 

analíticas separativas y/o determinativas con diferente grado de integración con 

sistemas dinámicos de flujo convencional o desarrollados a escala microfluídica, 

para la monitorización de la eficacia en la separación de los nanomateriales 

híbridos sintetizados, así como para la determinación de residuos de antibióticos 

aminoglucósidos en alimentos. A continuación, se resumen las conclusiones más 

relevantes de las investigaciones realizadas:  

1. Se han sintetizado y caracterizado diferentes tipos de nanomateriales 

híbridos, mediante modificaciones innovadoras de métodos clásicos. Cabe 

destacar los siguientes nanomateriales: 

- NPs híbridas con estructura core-shell con un núcleo de magnetita 

recubiertas con NPs de oro y haciendo su superficie hidrofóbica 

(Fe3O4@AuNPs-C12SH), que se han utilizado para su incorporación en 

la bicapa lipídica para formar MLs. 

- Liposomas híbridos sintetizados mediante la metodología de 

evaporación rápida de disolvente (RSE), permitiendo la incorporación 

de materiales con diferente funcionalidad a lo largo del proceso analítico. 

El encapsulamiento de estos materiales diversos dentro de los liposomas 
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ha aportado aspectos innovadores en las metodologías desarrolladas, 

aportando una gran utilidad como contenedores analíticos: a) como 

dispositivos de transporte y de protección del material encapsulado a lo 

largo del proceso analítico, especialmente de compuestos involucrados 

en las reacciones analíticas, b) como dispositivos con capacidad 

magnética que facilita su retención en zonas claves de reacción/detección 

del proceso (bio)analítico, y c) como dispositivo con funciones de 

amplificación de la señal instrumental, ya que permiten el 

atrapamiento/liberación  de reactivos preconcentrados en el interior de 

la vesícula lipídica. 

- Nanomateriales de carbono bidimensional (grafeno) utilizados como 

estructura base para la inmovilización de aptámeros selectivos en el 

diseño de un sensor aptamérico en continuo con detección mediante 

SPR. 

2. Se han desarrollado diferentes plataformas analíticas separativas que 

permiten monitorizar el rendimiento de la eficacia en la separación de los 

nanomateriales sintetizados y de los residuos originados después de los 

procesos de síntesis. El proceso de separación se ha llevado a cabo mediante 

el uso de la metodología MDGC. Se ha estudiado el empleo de diferentes 

materiales con capacidad separativa en base a su efecto sobre la velocidad 

de sedimentación, así como el establecimiento de diferentes perfiles en el 

gradiente de centrifugación. Se han desarrollado dos tipos de plataformas 

separativas basadas en el empleo de sistemas dinámicos de flujo continuo a 

escala convencional y a escala micrométrica. Se han empleado diferentes 

sistemas de monitorización de la señal instrumental con diferente 

fundamento en función del tipo de nanomaterial separado, ya sea mediante 

medida de la dispersión de la radiación o mediante medida de la emisión 

luminiscente de los fluoróforos involucrados. 
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3. Se han separado diferentes poblaciones de liposomas híbridos mediante el 

uso de la técnica AF4-MALS. 

4. Se ha establecido por primera vez una plataforma analítica integrada 

mediante el acoplamiento de un sistema microfluídico en el compartimento 

de muestra de un espectrofluorímetro convencional mediante el uso de un 

dispositivo de anclaje y focalización fabricado mediante tecnología de 

impresión 3D. Esta plataforma analítica se ha utilizado para la 

monitorización del resultado de la separación mediante MDGC de 

diferentes tipos de liposomas híbridos sintetizados. 

5. Se ha desarrollado una plataforma analítica fundamentada en un biosensor 

aptamérico para la determinación de kanamicina en leche mediante la 

integración de nanomateriales de carbono bidimensional de grafeno 

depositado en la monocapa de oro situada en la superficie sensora del 

sistema de flujo acoplado en un detector de plasmón de resonancia 

superficial.  

6. Se ha demostrado la utilidad de una plataforma analítica microfluídica 

integrada mediante tecnología 3D dentro de detectores luminiscentes 

convencionales en la que se han incorporado MLs híbridos (que contienen 

Fe3O4@AuNPs-C12SH y N-acetilcisteína) para la determinación de 

residuos de antibióticos aminoglucósidos en muestras de alimentos, 

utilizando a su vez o-ftalaldehído como reactivo derivatizante.  
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ABSTRACT 

1. Introduction or motivation of the Thesis 

The aim of this Doctoral Thesis has been developing analytical platforms 

with a rapid response for their application in agri-food analysis with the use of 

incorporated nanostructures as analytical tools with different purposes using 

conventional dynamic systems or implemented at a micrometric scale. 

For this, some innovations in the synthesis methods of mentioned 

nanostructures and separative analytical platforms with a different basis for 

their separation and characterization have been developed. Among the 

developed nanostructures are various types of nanoparticles (NPs) and lipid 

bilayers (liposomes), and two-dimensional carbon nanomaterials, like graphene. 

Among the NPs synthesized the hybrid NPs must be highlighted, mainly core-

shell type composed of metallic gold NPs with a magnetic core of iron oxides 

NPs, whose surface has been modified to provide them hydrophobic character 

(Fe3O4@AuNPs-C12SH). Liposomes are self-assembled structures whose 

usefulness as analytical containers favors different functionalities throughout 

the analytical process. On the one hand, the NPs incorporation, forming 

magnetoliposomes (MLs), endow them with magnetic retention capability in the 

reaction/detection zone of the developed determinative analytical platforms. On 

the other hand, the encapsulation of different ingredients involved in analytical 

or indicator reactions plays an important protective and/or amplifying function 

concerning the reaction development and instrumental signal monitoring. Two-

dimensional carbon nanomaterials, especially graphene, are good candidates for 

providing a thin receptor layer. As this material is one atom thick and has large 

sp2 hybridization areas, it has been used to immobilize reagents and originate 

active surfaces in the development of biosensor analytical platforms. 
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One of the challenges concerning food safety is oriented towards 

developing methodologies that determine chemical substance residues classified 

as xenobiotics in the food analysis area. There is a technological demand to 

develop faster, more sensitive, selective, and precise analytical methodologies for 

monitoring xenobiotic residues. The applicability of the developed investigations 

has been oriented to determine aminoglycoside antibiotic residues in food. 

Different options of determinative analytical platforms based on conventional 

dynamic systems and on a microfluidic scale in which the integration of different 

instrumental systems for monitoring developed analytical reactions have been 

proposed. 

2. Research content 

The generic objective of the research proposed in this Doctoral Thesis has 

been to implement different nanotechnological innovations for their 

incorporation into the new analytical platforms designed to provide information 

for the agri-food quality evaluation. This generic objective has been subdivided 

into three specific objectives according to the three sections in which the transversal 

development of the research has been structured: 

(a) Synthesis, separation, and characterization of the materials and/or 

nanostructures to be incorporated in the different parts of dynamic systems, 

either as anchoring and instrumental integration devices, as elements that 

favor the nanostructures or reagents retention, or as reagents that 

participate in the involved chemical reactions. 

(b) Proposal of analytical platforms with a separative and/or determinative 

character based on the coupling in a conventional continuous system or on 

a microfluidic scale provides information about the result of the 

nanomaterials separation after their synthesis. 
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(c) Demonstration of the analytical potential of the platforms developed for the 

evaluation of agri-food safety. 

This Thesis Book has been structured in three blocks, preceded by an 

Introduction. Then, some fundamental aspects related to the studied contents 

have been discussed, and a section with the main instrumental and 

methodological Tools for developing analytical platforms and their application 

in agri-food analysis. In this context, the following research has been included 

in the Experimental Part: 

Block I is focused on the synthesis, separation, and characterization of 

different nanomaterials used throughout the developed research. For that, two 

methodologies in which the result of the nanomaterials separation, based on a 

different fundament, has been coupled to detection systems for its monitoring 

and the characterization of the separated nanomaterials. As a result, this block 

has resulted in the following publications: 

- Development of a separation method using multiphase density gradient 

centrifugation (MDGC) for core-shell hybrid NPs with a magnetite core 

coated with gold NPs and a hydrophobic surface (Fe3O4@AuNPs-

C12SH). The separation has been monitored by coupling the separation 

vial to a continuous flow analysis system with resonance light scattering 

detection [1]. 

- Monitoring by a continuous flow system with luminescent detection of the 

separation result of liposome populations by MDGC after the synthesis of 

hybrid MLs in which Fe3O4@AuNPs-C12SH and different fluorophores 

have been encapsulated [2]. 

- Separation and characterization of the different populations obtained after 

synthesizing various types of liposomes using the AF4-MALS technique 

and the comparation of the acquired results with other techniques, such as 

TEM and DLS [3]. 
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In Block II, an analytical platform has been developed to monitor the 

result of the MDGC separation of the synthesized hybrid liposomes by coupling 

to a microfluidic system integrated into the detection system, a conventional 

spectrofluorimeter, using anchoring and focusing device manufactured using 

3D printing technology. This block has led to a publication: 

- Integration of a microfluidic system in a conventional luminescent detector 

using an alignment device designed and obtained by 3D printing. The 

magnetic retention device and elements for focusing the incident radiation 

have also been integrated into the system [4]. 

Finally, in Block III, two (bio)sensor analytical methodologies have 

been proposed to determine aminoglycoside antibiotic residues in food. Two 

analytical platforms have been described in two publications: 

- Development of an aptameric biosensor based on the aptamer covalent 

binding to graphene deposited on a gold surface to determine kanamycin 

residues in food by monitoring the dispersion based on the surface plasmon 

resonance (SPR) technique [5]. 

- Development of a micrometric-scale sensor analytical platform to 

determine aminoglycoside antibiotic residues based on integrating the 

reaction/detection zone in a microfluidic device with electromagnetic 

retention of part of analytical reaction ingredients by their encapsulation in 

hybrid MLs and fluorimetric detection. The integration of the microfluidic 

system in the sample compartment of a conventional spectrofluorimeter is 

performed by the anchoring system built by 3D printing technology [6]. 

3. Conclusions 

In this Thesis Book, different separative and/or determinative analytical 

platforms have been developed with different degrees of integration with a 
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conventional dynamic flow or microfluidic systems to monitor the efficiency of 

the synthesized hybrid nanomaterials separation and for determining 

aminoglycoside antibiotic residues in food. The most relevant conclusions of the 

research carried out are summarized below: 

1. Different types of hybrid nanomaterials have been synthesized and 

characterized through innovative modifications of classical methods. The 

following nanomaterials should be highlighted: 

- Core-shell hybrid NPs with a magnetite core coated with gold NPs and 

a hydrophobic surface (Fe3O4@AuNPs-C12SH) have been used to 

incorporate them into the lipid bilayer to form MLs. 

- Hybrid liposomes synthesized using the rapid solvent evaporation 

(RSE) methodology, allowing the incorporation of materials with 

different functions throughout the analytical process. Furthermore, the 

encapsulation of these different materials within liposomes has provided 

innovative aspects in the developed methodologies, giving great 

usefulness as analytical containers: a) as transport and protection 

devices for encapsulated material through the analytical process, 

especially of compounds involved in the analytical reactions, b) as 

containers with magnetic properties that allow their retention in key 

reaction/detection areas of the (bio)analytical process, and c) as devices 

with amplification of the instrumental signal functions, since they allow 

the entrapment/release of pre-concentrated reagents inside the lipid 

vesicle. 

- Two-dimensional carbon nanomaterials (graphene) are used as a base 

structure for the immobilization of selective aptamers to design a 

continuous aptameric sensor with SPR detection. 

2. Different separative analytical platforms to monitor the efficiency of the 

synthesized nanomaterials separation and the residues originated after the 
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synthesis process have been developed. The separation process has been 

carried out by the MDGC method. Different materials with separative 

capacity related to their effect in the sedimentation rate and the different 

separation profiles establishment in the centrifugation gradient have been 

studied. Two types of separative platforms based on dynamic continuous 

flow systems at conventional and microfluidic scales have been developed. 

Different instrumental signal monitoring systems with different bases 

depending on the separated nanomaterial have been used, either by 

measuring the resonance light scattering or the luminescent emission of the 

involved fluorophores. 

3. Different liposome populations by using the AF4-MALS technique have 

been separated. 

4. An integrated analytical platform has been established for the first time by 

coupling a microfluidic system in the sample compartment of a conventional 

spectrofluorimeter using an anchoring and targeting device manufactured 

by 3D printing technology. This analytical platform has been applied to 

monitor the MDGC separation result of different synthesized hybrid 

liposomes. 

5. An analytical platform based on an aptameric biosensor to determine 

kanamycin in milk has been developed by integrating graphene two-

dimensional carbon nanomaterials deposited in the gold monolayer of the 

sensor surface of the flow system coupled in a surface plasmon resonance 

detector. 

6. The usefulness of a microfluidic analytical platform integrated by 3D 

technology into conventional luminescent detectors in which hybrid MLs 

(containing Fe3O4@AuNPs-C12SH and N-acetylcysteine) have been 

incorporated for the determination of aminoglycoside antibiotic residues in 
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food samples has been demonstrated, using o-phthalaldehyde as 

derivatization reagent. 
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PP Bomba peristáltica – Peristaltic pump 
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PVP Polivinilpirrolidona – Polyvynilpyrrolidone 
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RALS Dispersión de la radiación de ángulo recto – Right-angle light 

scattering 
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scattering 
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SDS Sistema de impusión de jeringas – Syringe driven system 

SEC Cromatografía de excusión por tamaños – Size exclusión 

chromatography 

SELEX Evolución sistemática de ligandos por enriquecimiento 

exponencial – Systematic evolution of ligands by exponential 

enrichment 

SEM Microscopía electrónica de barrido – Scanning electron 

microscopy 

SERS Dispersión Raman aumentada en superficie – Surface 

enhanced Raman scattering 

SF4 Fraccionamiento en flujo por campo de flujo simétrico – 

Symmetric flow field flow fractionation 

SFA Análisis de flujo segmentado – Segmented flow analysis 

SIA Análisis de inyección secuencial – Sequential injection system 

SLNs Nanopartículas lipídicas sólidas – Solid lipid nanoparticles 

SLS Dispersión de luz estática – Static ligth scatteringsls 

SPE Extracción en fase sólida – Solid phase extraction 

SPR Resonancia del plasmón superficial – Surface plasmon 

resonance 

SUV Vesícula unilamelar pequeña – Small unilamellar vesicle 

TAAB Resina Epon 812 – Epon 812 resin 

TEM Microscopía electrónica de transmisión – Transmission elec-

tron microscopy 

ThFFF Fraccionamiento en flujo por campo térmico – Thermal field 

flow fractionation 
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Tris-HCl Disolución reguladora de hidrocloruro de 

Tris(hidroximetil)aminometano – Tris(hydroxymethyl)amino 

methane hydrochloride buffer 

UV-vis Ultravioleta/visible – Ultraviolet/visible 

v/v volumen/volumen – volume/volume 

w Desecho – Waste 

w/v peso/volumen – weight/volume 

XPS Espectroscopía de rayos X – X-ray spectroscopy 

ε Absortividad molar – Molar absorptiviy 

µTAS Sistema de microanálisis total – Total microanalysis system 

Φf Rendimiento cuántico – Quantum yield 
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l objetivo genérico de las investigaciones que se recogen en esta Memoria 

ha sido la innovación nanotecnológica en el desarrollo de nuevas plataformas 

analíticas separativas y/o determinativas para la evaluación de la seguridad 

agroalimentaria. Los estudios realizados se han centrado en la síntesis, 

separación y caracterización de los nanomateriales utilizados en el desarrollo de 

plataformas analíticas separativas y/o determinativas con aplicación de 

determinación de residuos de antibióticos aminoglucósidos en alimentos. Para 

alcanzar este objetivo genérico, se han desarrollado los siguientes objetivos específicos: 

- Síntesis, separación y caracterización de los materiales usados en el 

diseño de los sistemas dinámicos de análisis, así como de las 

nanoestructuras usadas con distinta funcionalidad dentro de los 

procesos analíticos llevados a cabo. 

- Desarrollo de plataformas analíticas separativas y/o determinativas con 

el uso de nanomateriales híbridos y acoplamiento de dispositivos 

electrónicos miniaturizados con sistemas dinámicos convencionales o 

con integración de dispositivos microfluídicos en el propio instrumento 

de medida. 

- Aplicación de plataformas analíticas macro/microfluídicas para la 

determinación de antibióticos aminoglucósidos como modelo de 

compuestos tipificados como xenobióticos en alimentos para la 

evaluación de la seguridad agroalimentaria. 

También se persigue la realización de un objetivo final en el desarrollo de 

la Tesis Doctoral, que supone la formación de la doctoranda en diversos ámbitos 

transversales. Por tanto, se ha incidido en la realización de actividades 

complementarias a la labor investigadora, tales como la asistencia a cursos 

E 
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formativos, la presentación de comunicaciones a congresos y la participación en 

actividades de divulgación científica. 
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he generic objective of the research included in this Thesis Book has been 

the nanotechnological innovation in the development of new separative and/or 

determinative analytical platforms for evaluating agri-food safety. Therefore, the 

studies carried out have been focused on the synthesis, separation, and 

characterization of the nanomaterials used in the development of separative 

and/or determinative analytical platforms applied to the determination of 

aminoglycoside antibiotic residues in food. The following specific objectives have 

been developed to achieve this generic objective: 

- Synthesis, separation, and characterization of the materials used in the 

analytical dynamic system design and the nanostructures used with 

different functions within the analytical processes carried out. 

- Development of separative and/or analytical platforms using hybrid 

nanomaterials and coupling miniaturized electronic devices with 

conventional dynamic systems or microfluidic devices into the detector 

itself. 

- Application of the macro/microfluidic analytical platforms to determine 

aminoglycoside antibiotic residues as xenobiotic compounds models in 

food for the evaluation of agri-food safety. 

The achievement of a final objective is also pursued in developing a 

Doctoral Thesis, supposing the doctoral student training in diverse transversal 

fields. Therefore, the formation of the Ph.D. student by carrying out 

complementary activities to the research work, such as attending training 

courses, presenting communications to conferences, and participating in 

scientific dissemination activities, has also impacted.  
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 omo introducción a las investigaciones que se presentan en esta 

Memoria, se comentan algunos aspectos básicos relacionados con los materiales 

y las herramientas metodológicas e instrumentales utilizadas, así como los 

analitos estudiados. En esta Memoria se ha abordado el desarrollo de 

plataformas analíticas separativas y/o determinativas basadas en el uso de 

nanomateriales (NMs) y la integración de sistemas dinámicos, ya sean 

convencionales o aquellos que operan a escala microfluídica. Para ello se han 

implementado diferentes estrategias para separación y monitorización de 

nanomateriales que han sido previamente sintetizados. Finalmente se proponen 

plataformas analíticas determinativas con aplicación en el ámbito de la seguridad 

agroalimentaria, orientadas a la determinación de residuos de antibióticos 

aminoglucósidos en alimentos, los cuales están catalogados como compuestos 

xenobióticos en la legislación europea [1]. Las investigaciones realizadas han 

incidido en tres líneas principales que, a su vez, tienen una relación transversal 

y en las que se ha seguido de forma simultanea. Estas líneas son: (a) Desarrollo 

de diferentes procedimientos de síntesis de NMs y empleo de plataformas 

analíticas separativas de estos materiales; (b) Propuesta de plataformas 

analíticas determinativas desarrolladas de forma continua a escala micrométrica; 

y (c) Aplicación de sistemas (bio)sensores basados en las plataformas 

determinativas con uso de NMs para la determinación de residuos de 

antibióticos aminoglucósidos en alimentos. Una de ellas se fundamenta en el uso 

de un aptámero inmovilizado en grafeno y así obtener un biosensor selectivo 

para la determinación de kanamicina en alimentos. La segunda aplicación se 

fundamenta en el empleo de un sistema de amplificación basado en el uso de 

magnetoliposomas (MLs) como contenedores analíticos en sistemas 

microfluídicos integrados.  

C 
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Debido a la preocupación por la salud pública y el bienestar de los 

consumidores, ha sido necesario incorporar un control analítico de los niveles de 

xenobióticos (aditivos, residuos y contaminantes) en productos alimentarios en 

el ámbito legislativo. En ese sentido, es necesario tener en cuenta que ciertos 

residuos son procedentes de fármacos de uso veterinarios suministrados a 

animales dedicados al consumo humano y, por tanto, es conveniente conocer la 

cadena de trasmisión que sufren estos medicamentos de uso veterinario hasta su 

potencial aparición en forma de residuos en alimentos de origen animal y 

subproductos preparados. Tal es el caso del grupo de los antibióticos 

aminoglucósidos, cuyo uso es habitual en sanidad animal, pero la forma de uso 

y los niveles de concentración permitidos para el consumo de estos alimentos 

está regulado en la legislación europea. Esta regulación condiciona que la 

propuesta de nuevos métodos de análisis esté obligada a presentar unas 

características analíticas acordes con los niveles de concentración con que estos 

residuos pueden aparecer en los alimentos. Deben ser metodologías con una 

capacidad de respuesta lo suficientemente baja y fiable como para alcanzar las 

bajas concentraciones con las que se pueden encontrar estos residuos en las 

muestras analizadas y obviar la complejidad de estas muestras. 

En esta introducción se describen diversos aspectos relacionados con las 

herramientas metodológicas e instrumentales utilizadas en el desarrollo de los 

métodos propuestos, así como con las especies químicas que se han empleado 

como analitos. Teniendo en cuenta el contenido de la Memoria, esta 

introducción se ha dividido en los siguientes apartados: 1) nanomateriales en 

Química Analítica, 2) sistemas de separación de nanomateriales, 3) sistemas de 

flujo convencionales y microfluídicos, 4) técnicas instrumentales ópticas y 5) 

antecedentes bibliográficos de la determinación de los analitos seleccionados. 
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1. Nanomateriales en Química Analítica 

La ciencia ha experimentado en los últimos 40 años una enorme 

revolución motivada en parte por la incorporación del prefijo “nano” delante de 

las palabras “ciencia” y “tecnología”, de forma que dan lugar a los términos 

Nanociencia y Nanotecnología. La característica común de ambas es el tamaño 

de los objetos, que están comprendidos en la llamada "escala nanométrica" con 

tamaños inferiores a los 100 nm. La Nanociencia tiene múltiples connotaciones 

relacionadas con la síntesis, análisis y manipulación de materiales a nivel atómico 

o molecular, donde las propiedades físicas y químicas son sustancialmente 

diferentes a las mostradas por el mismo material a una escala mayor (ya sea 

micro o macrométrica). Por otra parte, la Nanotecnología se orienta al diseño, 

caracterización y uso de estructuras, dispositivos y sistemas, cuya forma y 

tamaño se controlan a escala nanométrica. Un aspecto sustancial de la 

Nanociencia y la Nanotecnología es su carácter transversal y multidisciplinario, 

donde científicos y profesionales de diferentes áreas están directamente 

involucrados, por ejemplo, vinculados con la tecnología de la información y la 

comunicación, la biotecnología, la ciencia de los materiales, la medicina, la 

farmacia, la toxicología y las ciencias forenses, agroalimentarias y ambientales, 

así como diversos ámbitos industriales como por ejemplo textil o energético.  

El asentamiento de los pilares en los que se sustenta el desarrollo de la 

Nanociencia y la Nanotecnología por pate de Feynman y Drexler, junto con el 

poderoso impulso que supuso la inclusión de los sistemas microelectromecánicos 

(MEMS) en la década de los 80, supusieron un desarrollo exponencial común 

de ambas que se convirtió en un amplio campo de investigación [2,3]. La 

incorporación de materiales a escala nanométrica ha introducido un nuevo 

escenario donde se observan cambios impresionantes en los principios, leyes y 

las propiedades fisicoquímicas con respecto al comportamiento de materiales a 

escala micro o macrométrica. Estos materiales presentan una elevada relación 
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superficie/volumen entre sus componentes y una diferente reactividad química 

en comparación con la materia a otra escala mayor. A escala nanométrica se 

produce una potenciación de los efectos cuánticos de la configuración orbital 

molecular en consonancia con los orbitales atómicos, lo que conlleva que 

presenten un sinfín de propiedades químicas, ópticas, eléctricas, térmicas, 

magnéticas, etc., únicas a esta escala nanométrica. Tales cambios han moldeado 

el impacto de la Nanociencia y la Nanotecnología, aportando los llamados 

nanomateriales (NMs), muy versátiles para uso en los diferentes campos 

científicos, técnicos e industriales ya comentados. 

La Química Analítica también se ha visto integrada activamente en este 

desarrollo científico-tecnológico, y lo ha hecho desde dos puntos de vista bien 

diferenciados. Por un lado, considerando a los NMs como analitos, 

convirtiéndose en el objeto de estudio y caracterización químico-analítica. Por 

otro, considerando a los NMs como herramientas en el desarrollo del proceso 

analítico para la mejora de características analíticas, especialmente de la 

sensibilidad y la selectividad de los procesos de análisis [4]. Es importante 

conocer la información física, química y fisicoquímica de los NMs, por tanto, se 

deben caracterizar usando diferentes metodologías analíticas. En este caso, los 

NMs son contemplados como analitos. Por otro lado, las propiedades de los 

NMs se pueden aprovechar en cualquier etapa del proceso analítico en el 

desarrollo de nuevas metodologías o para mejorar las ya existentes. Este es el 

caso de su utilización como herramientas analíticas.  

Los NMs se pueden encontrar formando diversas estructuras, tales 

como partículas, materiales porosos, fibras, tubos, etc., pudiendo tener un origen 

natural o artificial. Los NMs de origen natural pueden aparecer en el medio 

ambiente de forma natural como coloides, aerosoles, óxidos de metales, 

materiales magnéticos, etc. La síntesis artificial de nanomateriales de diferente 

composición, forma y utilidad siempre se ha realizado buscando la mimetización 

de estructuras y materiales existentes en la naturaleza y cuyos potenciales usos 
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y aplicaciones ya existen en la naturaleza [5]. Los procedimientos habituales 

para la síntesis de nanomateriales siguen dos estrategias, las conocidas como top-

down y como bottom-up [6,7], esquematizadas en la Figura 1. La estrategia 

descendiente (top-down) persigue alcanzar un tamaño de estructura nanométrico 

a partir de materiales a escala macrométrica por reducción progresiva mediante 

el empleo, generalmente, de procesos físicos (trituración, anodización, grabado 

mediante bombeo de plasma o de iones o fotolitografía). Estos métodos ejercen 

un fuerte impacto sobre las características fisicoquímicas de la superficie de los 

nanomateriales formados. Por el contrario, la estrategia ascendiente (bottom-up) 

persigue la síntesis de materiales nanoestructurados a partir de átomos, 

moléculas o, en general, estructuras más simples usadas como precursoras. 

Siguiendo esta estrategia se consiguen NMs de menor tamaño, con una 

distribución más uniforme de tamaños y formas. Ejemplos de metodologías de 

síntesis bottom-up son la formación de moléculas autoensambladas, la 

precipitación química o electroquímica, los procesos de tecnología sol-gel, los 

métodos de síntesis hidrotermales, la pirolisis o la deposición de vapor química 

(CVD). Durante el desarrollo experimental de esta Memoria se han aplicado 

ambas estrategias para la síntesis de los NMs utilizados, entre los que cabe 

destacar diferentes tipos de nanopartículas (NPs), grafeno y liposomas. 

 
Figura 1. Esquema de las dos estrategias de síntesis empleadas en la fabricación de 

nanomateriales: top-down y bottom-up 
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La proliferación de NMs con diferente composición y características ha 

obligado a la comunidad científica a establecer criterios de clasificación que 

permitan conocer los tipos de nanomateriales, sus usos y aplicaciones, conocer 

sus potenciales efectos tóxicos y contaminantes así como para regular su 

almacenamiento y eliminación [6–8]. En la Figura 2 se muestra un resumen 

esquemático de la clasificación de los nanomateriales en base a varios criterios, 

tales como son: su dimensionalidad, su origen, su estructura química y su 

homogeneidad. Teniendo en cuenta las dimensiones que estos NMs presentan 

dentro de la escala nanométrica se clasifican en tres tipos: a) nanoescala en una 

dimensión, como las superficies con un espesor nanométrico de grafeno; b) 

nanoescala en dos dimensiones, como los materiales en forma de nanotubos; y c) 

nanoescala en tres dimensiones, que incluye nanopartículas, puntos cuánticos, 

liposomas, etc. También según su origen, ya que los NMs se pueden originar de 

forma natural, a veces se puede considerar que se originan de forma incidental, 

o bien que hayan sido sintetizados siguiendo diferentes métodos físicos (por 

ejemplo, mediante la utilización de técnicas de deposición o pirolisis), químicos 

(mediante formación de microemulsiones o por procedimientos hidrotermales) 

o biológicos (mediante biogénesis con un origen vegetal o a partir de 

microorganismos con poder reductor). Además, también es importante poder 

clasificar a los NMs si estos están constituidos por un solo tipo de material o por 

ser una combinación de diferentes materiales. Otro criterio de clasificación se 

fundamenta en el estado del material, es decir, la distribución de homogeneidad 

y el estado de agregación. La uniformidad se relaciona con la distribución de 

tamaños entre NMs de la misma clase y el estado de agregación, a si el NM se 

encuentra disperso o formando agregados. Según la morfología, los NMs se 

diferencian respecto a su aspecto en las tres dimensiones, si son NMs con baja 

relación (esféricos, ovalados, cúbicos, etc.) y NMs con alta relación (tubulares, 

helicoidales, laminares, etc.). 
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Figura 2. Clasificación de los nanomateriales en función a diversos aspectos. 

Por último, el criterio de clasificación más general se fundamenta en la 

naturaleza de los componentes químicos que constituyen los NMs [6], 

pudiéndose clasificar en:  

- NMs inorgánicos, generalmente formados por metales u óxidos de 

metales. Los más utilizados han sido las NPs de oro (AuNPs) y de plata 

(AgNPs), o las NPs derivadas de los óxidos de hierro, de sílice, de zinc 

o el dióxido de titanio. 

- NMs orgánicos, entre los que se encuentran los NMs de carbono, con 

diferentes tipos de estructuras: esferas (puntos de carbono), fibras 

(nanotubos de carbono), láminas (grafeno) o tridimensionales 

(fullerenos). También se deben incorporar en este apartado otros NMs 

orgánicos, como los liposomas, los dendrímeros, las micelas y los 

materiales poliméricos. 

- NMs híbridos, constituidos por combinaciones de los anteriores grupos 

de NMs. Se pueden obtener materiales híbridos con estructuras del 

mismo tipo o de distinto tipo, por ejemplo, aquellos que muestran 



Introducción
 

 
26 

estructuras tipo core-shell. Estas nanoestructuras (NEs) están formadas 

por distintas capas, como las NPs con núcleo magnético de hierro, 

rodeadas de agregaciones de AuNPs, para formar NPs híbridas 

Fe3O4@AuNPs de naturaleza hidrofílica o protegidas con grupos tiólicos 

que le confieren naturaleza hidrofóbica (Fe3O4@AuNPs-C12SH). Estos 

NMs híbridos pueden también estar constituidos por estructuras 

heterogéneas más complejas (vesículas, liposomas, microzonas con 

actividad (bio)química, materiales poliméricos, etc.) en las que se 

pueden encapsular o incorporar diferentes grupos químicos que dotan a 

las NEs de diferente funcionalidad. Un ejemplo característico de estos 

NMs heterogéneos son los MLs. 

Este criterio de clasificación es el que se va a seguir en esta introducción 

para comentar brevemente los NMs utilizados en el desarrollo experimental de 

esta Tesis Doctoral. 

1.1. Nanomateriales inorgánicos 

Los NMs inorgánicos forman parte del grupo más extenso utilizado en 

el ámbito analítico, debido principalmente a sus características intrínsecas de 

alta superficie específica, peso ligero, elevada fuerza mecánica y, en algunos 

casos, magnetismo. Las NPs de origen inorgánico cubren un amplio grupo, en 

las que se incluyen elementos metálicos, óxidos y sales de metales. 

1.1.1. Nanopartículas metálicas 

Los metales a escala nanométrica exhiben un amplio abanico de 

propiedades físicas, químicas, ópticas y eléctricas que difieren de las que 

presentan en la micro/macroescala. Dentro de las NPs metálicas, las AgNPs y 

las AuNPs son las que presentan una mayor aplicabilidad, en diferentes áreas. 

Las AgNPs suelen utilizarse en numerosos productos por su poder bactericida 
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[9]. Desde el punto de vista analítico, suelen aprovecharse como sustratos 

activos para mejorar las prestaciones de la espectroscopía Raman de superficie  

mejorada (SERS) [10]. También se han usado en la etapa de tratamiento de 

muestra como adsorbentes en extracción en fase sólida (SPE) [11].  

Las AuNPs presentan una elevada área superficial, alta estabilidad y una 

gran biocompatibilidad, incluyendo además que son estructuras fáciles de 

sintetizar. Se emplean diferentes procedimientos de síntesis con diferente 

fundamento físico, químico o biológico. Siendo uno de los procedimientos más 

conocidos el método desarrollado por Turkevich y mejorado por Frens, a partir 

de ácido tetracloroáurico (HAuCl4) en el que se sintetizan en disolución acuosa 

reduciendo HAuCl4 en presencia de citrato de sodio. Otros procedimientos 

frecuentes utilizan otros medios reductores, con ascorbato de sodio, borohidruro 

de sodio, hidracina o N,N-dimetilformamida, incluso existen métodos basados 

en la actividad reductora de ciertos microorganismos como bacterias y hongos 

[7,12,13]. 

Dependiendo de las condiciones experimentales en las que se desarrolla 

el proceso de reducción (concentración de la especie reductora, tiempo y 

temperatura), se forman AuNPs de diferente tamaño, lo que condiciona una 

variación en el color de la suspensión y esto ha dado lugar al desarrollo de un 

gran número de aplicaciones fotométricas [14]. Esta característica de las AuNPs 

se debe a su banda plasmón superficial, originada por la oscilación colectiva de 

los electrones conductores de las NPs cuando su frecuencia coincide con la de 

la radiación electromagnética incidente. Este proceso origina una intensa banda 

de absorción, así como un aumento en la intensidad de la radiación dispersada. 

Esta banda plasmón depende del tamaño de las NPs, de la forma, de la distancia 

entre ellas y de la constante dieléctrica del medio. La agregación de las NPs 

provoca un aumento del tamaño y, por tanto, desplazamiento batocrómico con 

un cambio de color, del rojo al azul. Esta característica es útil para medidas 

fotométricas o de dispersión de la radiación [15]. Las AuNPs también se han 
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utilizado en técnicas luminiscentes y sistemas quimioluminiscentes en los que 

actúan como catalizadores aceptores de energía. Las excelentes propiedades 

mecánicas y eléctricas de estas NPs justifican su amplio uso en técnicas 

electroquímicas [16]. Las AuNPs, al igual que las AgNPs, también se usan como 

sustratos en SERS [17] o como catalizadores [18]. 

Por otra parte, la aplicabilidad de las AuNPs se puede extender 

mediante su funcionalización, aprovechando la interacción específica de los 

átomos de Au con el azufre de los compuesto organotiólicos, originando 

nanopartículas metálicas de oro con actividad superficial de carácter 

hidrofóbico. Ejemplo, de estas AuNPs con carácter hidrofóbico debido a su 

funcionalización con grupos 1-dodeciltiol [19] son las denominadas AuNPs-

C12SH, que no solo cambian su capacidad de interacción polar a apolar, sino 

que también se facilita su dispersión en disolventes orgánicos modificado su 

agregación. Esta nanopartículas también se pueden funcionalizar con diferentes 

grupos que facilitan la unión a moléculas de alta capacidad de reconocimiento 

biomolecular lo que propicia la expansión de su aplicabilidad en el desarrollo de 

biosensores [20,21]. 

1.1.2. Nanopartículas de óxidos metálicos  

Las NPs derivadas de óxidos metálicos son fácilmente sintetizables, 

presentan alta estabilidad química, térmica y mecánica, lo que ha permitido su 

amplio uso en áreas tales como la biomédica, la electrónica y en catálisis química, 

entre otras. Su capacidad catalítica también se ha aprovechado en el desarrollo 

de nuevos materiales semiconductores y sensores químicos. La importancia de 

su aplicabilidad en biomedicina se pone de manifiesto por su alta 

biocompatibilidad. Entre ellas cabe destacar las NPs de TiO2, Al2O3, ZnO, ZrO2 

y de diferentes óxidos de hierro, de gran interés por sus propiedades magnéticas 

[22,23]. 
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Como ya se ha comentado, las NPs de óxidos de hierro son ampliamente 

utilizadas en diferentes áreas, pero presentan una especial aplicación en el 

ámbito de la Química Analítica, por el aprovechamiento de sus propiedades 

magnéticas como herramientas estratégicas en diferentes partes de proceso 

analítico debido a que están formadas por mezclas de óxidos de hierro (II) y 

(III), que constituyen los componentes principales del mineral magnetita. El 

carácter superparamagnético de las Fe3O4NPs se pone de manifiesto al aplicar 

un campo magnético externo, facilitando la retención magnética del material 

funcionalizado con estas NPs. Existen diversas variaciones de los métodos más 

clásicos de síntesis de Fe3O4NPs. Por ejemplo, el método físico basado en la 

molienda de bolas de hierro a alta energía, y entre los químicos, caben destacar 

los procedimientos de coprecipitación de sales de hierro, el método hidrotermal, 

la descomposición química y la formación coloidal. Cada uno de estos métodos 

condicionan los tamaños obtenidos de las Fe3O4NPs sintetizadas [7,12]. A parte 

de las aplicaciones analíticas del uso de las NPs derivadas de los óxidos de hierro 

ya comentadas, también es significativo su uso como sistemas de extracción y 

preconcentración de analitos [24]. Por último, cabe destacar también su 

aplicabilidad como agentes de contraste en resonancia magnética en biomedicina 

[25]. 

1.1.3. Otros nanomateriales inorgánicos 

Dentro de los NMs inorgánicos ampliamente utilizados con fines 

analíticos, también es preciso señalar los puntos cuánticos (QDs), que son 

nanocristales semiconductores con una alta relación superficie-volumen con 

estructura 3D y tamaños comprendidos entre 1 a 10 nm. Se trata de 

nanocristales luminiscentes cuyos núcleos están constituidos por elementos con 

una distribución en la tabla periódica entre los grupos II – VI (CdSe, CdTe, 

CdS, ZnSe), grupo III – V (InP, InAs) o IV – VI (PbSe). Sus excepcionales 

propiedades ópticas, electrónicas, electroquímicas, fotofísicas, catalíticas y redox 
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han propiciado un extenso campo de aplicación en diferentes áreas como la 

biomedicina, la electrónica y la química analítica, en la que, por ejemplo, es 

significativa su extensa aplicabilidad en el desarrollo de (bio)sensores 

luminiscentes [26]. 

Las NPs de sílice (SiO2NPs) son estructuras mesoporosas con un área 

superficial elevada y gran tamaño de poro, que le confieren una alta capacidad 

de adsorción, lo que las hace muy útiles como agentes extractantes en SPE, 

además de tener buena estabilidad química y térmica. Estas nanopartículas 

también son fáciles de funcionalizar, mejorando claramente su reactividad 

química así como su interacción hidrofóbica [4]. 

1.2. Nanomateriales orgánicos 

Dentro de los NMs orgánicos se establecen dos grupos bien 

diferenciados entre estructuras cuya base es el átomo de carbono y aquellos 

agregados supramoleculares con contenido diverso y que podemos diferenciar 

en estructuras tales como micelas, vesículas y liposomas, dendrímeros y 

polímeros. 

1.2.1. Nanomateriales de carbono 

Los NMs de carbono presentan propiedades únicas y juegan un papel 

muy importante en diferentes campos interdisciplinares. La interacción de la 

estructura se establece por hibridación sp2 entre carbonos distribuidos en varias 

dimensiones. El carbono es un alótropo en estado sólido con varias formas, como 

grafito, carbono amorfo o diamante. En la escala nanométrica, las estructuras 

basadas en carbono muestran propiedades físicas y químicas desiguales, 

incluyendo conductividad, propiedades mecánicas, estabilidad térmica y 

química. Dentro de las estructuras de carbono se pueden encontrar los 

fullerenos, que presentan todas sus dimensiones en la escala nanométrica, los 
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nanotubos y nanocuernos de carbono, que presentan dos dimensiones dentro de 

la escala nanométrica, y las láminas de grafeno, con solo una dimensión a escala 

nanométrica. 

Los fullerenos son estructuras huecas de carbono que forman 

agrupaciones de átomos de carbono en anillos pentagonales y hexagonales. Los 

más utilizados son los C60. Se encuentran de forma natural en rocas de meteoritos 

y actualmente existen numerosos procesos de síntesis en el laboratorio. 

Presentan una alta afinidad electrónica, tienen una superficie hidrofóbica y 

tienen una alta relación superficie/volumen. Se han utilizado en diferentes 

aplicaciones biomédicas y químicas [27]. 

Las nanofibras, nanotubos y nanoconos de carbono presentan una 

estructura lineal, cilíndrica o cónica hueca con diámetros entre 1 y 100 nm, 

aunque su longitud puede alcanzar los milímetros. Estas estructuras son rígidas 

y resistentes, además de presentar propiedades ópticas, eléctricas y térmicas y 

una gran área superficial [28].  

El grafeno constituye un material sólido laminar de un átomo de espesor 

formado por átomos de carbono que originan estructuras hexagonales. Tiene 

gran interés debido a sus múltiples propiedades eléctricas, mecánicas, químicas, 

electroquímicas, ópticas y térmicas. Se ha usado extensamente en el desarrollo 

de superficies receptoras de microzonas específicas y en el uso de transductores 

fisicoquímicos con diferente fundamento [28]. Se pueden distinguir distintos 

tipos de grafeno, como el grafeno laminar, el óxido de grafeno (GO) y el óxido 

de grafeno reducido (rGO). Para la síntesis de grafeno se pueden seguir las dos 

estrategias generales. Si se sigue la estrategia top-down, existen métodos de 

exfoliación mecánica [29] o aquellos basados en la síntesis de rGO a partir de 

GO, obtenido previamente por el método de Hummers a partir de grafito [30], 

y reducción posterior con hidracina [31]. Sin embargo, si se sigue la estrategia 

bottom-up, se puede obtener láminas de grafeno mediante procesos CVD, basado 
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en la introducción gaseosa de los precursores en la cámara de crecimiento donde, 

mediante aplicación de gradientes térmicos, se produce la descomposición de 

carbono formando radicales libres que se depositan sobre un sustrato metálico 

(cobre o níquel) [29]. La ventaja del grafeno obtenido por CVD es la creación 

de monocapas uniformes, que son más difíciles de conseguir a partir de rGO. 

Las estructuras de grafeno son ampliamente usadas en Química Analítica tanto 

como material extractante en técnicas de extracción como para desarrollar 

sensores, de naturaleza electroquímica u óptica [32]. 

1.2.2. Nanomateriales poliméricos 

Los NMs poliméricos son estructuras sólidas de procedencia natural o 

sintetizadas en el laboratorio. Entre ellos se pueden considerar los polímeros 

micelares, formados por estructuras autoensambladas de monómeros con 

carácter anfifílico, siendo un ejemplo significativo los polímeros micelares de 

quitosano, usados como dispositivos para la administración controlada de 

fármacos. También se encuentran entre estos NMs los dendrímeros, que son 

NMs poliméricos construidos mediante reacciones de adición sucesiva de capas 

de grupos ramificados, denominados dendrómeros. Su principal uso también ha 

estado en el ámbito de la disposición controlada de fármacos, gracias a las 

particularidades de sus estructuras, tamaños y multivalencia [8]. Finalmente, 

también se pueden considerar los polímeros de impresión molecular (MIPs) que 

son un tipo especial de adsorbentes específicamente funcionalizados para lograr 

el reconocimiento molecular de un compuesto químico [33]. 

1.2.3. Nanomateriales lipídicos 

Los lípidos son compuestos cuya estructura se forma por la unión de un 

alcohol, como glicerol, con distintas cadenas hidrocarbonadas, por lo que 

presentan una parte polar y otra apolar. Entre los NMs de estructura lipídica se 
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distinguen tres tipos: liposomas, NPs lipídicas sólidas (SLNs) y nanoestructuras 

transportadoras de base lipídica (NLCs).  

o Liposomas  

Los liposomas son estructuras autoensambladas formadas por bicapas 

de fosfolípidos, que son moléculas en las que a la molécula de glicerol se une un 

grupo ortofosfórico, al que se unen otras moléculas como colina o etanolamina, 

y dos cadenas hidrocarbonadas que pueden tener diferente longitud [34]. Los 

fosfolípidos se ordenan en bicapas lipídicas incluyendo una cavidad acuosa en 

su interior, quedando los grupos polares ordenados hacia la fase acuosa y los 

grupos hidrofóbicos hacia el interior de la bicapa. Se forman vesículas en las 

que, gracias a la diferente hidrofobicidad que presentan sus diferentes zonas, se 

pueden encapsular diferentes especies. En la Figura 3 se muestra la estructura 

de bicapa lipídica de un liposoma. 

 
Figura 3. Estructura química de los liposomas. a Estructura fosfolipídica de un 

liposoma, b Naturaleza anfifílica de los liposomas y c Tipos de liposomas en función de 
las moléculas ancladas en superficie o encapsuladas. Adaptada de la referencia [36] 

En esta representación también se muestran diferentes tipos de 

materiales a incluir en un liposoma. Se pueden atrapar compuestos liposolubles 
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dentro de la bicapa lipídica o encapsular en la cavidad acuosa compuestos 

solubles en agua. Esto les confiere una gran habilidad para encapsular 

compuestos o NPs de naturaleza hidrofóbica, hidrófila o anfifílica. Los 

liposomas ofrecen una gran utilidad como reactivos analíticos debido a su gran 

área superficial, su gran volumen interno y su habilidad de conjugar bicapas 

lipídicas con una gran variedad de elementos de biorreconocimiento. Por ello, 

los liposomas se han utilizado en sistemas de administración de fármacos o 

reactivos y en sensores, ya que favorecen la protección y el transporte de 

sustancias hasta la zona necesaria, ya sea el órgano diana o la zona de reacción 

de un sistema de flujo. Además, también pueden mejorar propiedades analíticas, 

ya que permiten amplificación de la señal, mejorando la sensibilidad de métodos 

determinativos [35]. 

Los liposomas pueden ser de distintos tipos, incluyendo una o más 

bicapas, como se observa en la Figura 4. Según su estructura se pueden 

clasificar en vesículas con una sola bicapa como vesículas unilamelares pequeñas 

(SUVs) de 25 a 50 nm, grandes (LUVs) de 0,1 a 1 µm y gigantes (GUVs) de 1 

a 200 µm, vesículas multilamelares (MLVs) son vesículas con más de una bicapa 

con un tamaño de 0,1 a 15 µm, además de vesículas formadas por vesículas más 

pequeñas, que son vesículas multivesiculares (MVVs), de 1,6 a 10,5 µm [36]. 

Además de fosfolípidos, en la bicapa lipídica se pueden anclar otras 

moléculas, como colesterol, que les confieren más estabilidad. Los liposomas 

pueden sintetizarse con diversos métodos, como el método de hidratación de 

capa fina, el método de evaporación de fase reversa, el método de inyección de 

disolvente, la eliminación de detergente, etc. La mayoría conllevan disolver los 

fosfolípidos en un disolvente orgánico volátil, el cual hay que retirar al finalizar 

la síntesis, sometiendo el resultado obtenido a un proceso de separación y 

purificación. Con este tipo de síntesis, lo común es encontrar MLVs, por lo que 

si se quieren obtener otras estructuras se deben someter a procesos de 

modificación de su tamaño, como sonicación, extrusión u homogeneización 
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[36,37]. El tipo de liposoma obtenido depende del tratamiento mecánico y la 

temperatura de formación. 

 
Figura 4. Estructura de la bicapa lipídica y tipos de liposomas: MLV, vesícula 

multilaminar; MVV, vesícula multivesicular; GUV, vesícula unilamelar gigante; LUV, 
vesícula unilamelar grande; SUV, vesícula unilamelar pequeña. Adaptada de la 

referencia [36] 

En las distintas partes del liposoma se pueden retener diferentes 

moléculas. Estas moléculas pueden anclarse en la superficie de la bicapa o 

quedar retenidas en el interior de ellos, ya sea dentro de la bicapa lipídica o 

dentro de la cavidad acuosa, según su naturaleza. Por ello, en los métodos 

analíticos en los que se usen los liposomas, pueden quedar intactos, ya que las 

moléculas quedan en su superficie, o puede que sea necesario romper el liposoma 

para liberar el contenido encapsulado y así favorecer la interacción entre 

reactivos [38,39]. La rotura de los liposomas puede llevarse a cabo de diversas 

maneras, como puede ser la adición de sustancias o un cambio en las condiciones 

del medio, como puede ser el pH, la temperatura, el campo magnético, la luz o 

someter a ultrasonidos [40]. Las sustancias que se pueden añadir son disolventes 

o surfactantes, enzimas como fosfolipasa C o tripsina, o agentes de lisis celular 

naturales [38]. 
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o Otros NMs de base lipídica 

Los otros dos tipos de NMs de base lipídica que se comentan en esta 

sección (SLNs y NLCs), surgieron como alternativa en la síntesis a mayor escala 

de los liposomas. Ambos tipos de NEs han recibido una especial atención como 

sistemas de liberación controlada de fármacos por su mayor efectividad en el 

proceso de distribución y liberación, en comparación con la actividad de los 

liposomas. Por el contrario, estas NEs alternativas presentan menor capacidad 

de carga como vehículos de distribución de fármacos, y además presentan 

problemas derivados de la cristalización de los materiales encapsulados durante 

los procesos de almacenamiento. 

Las NPs lipídicas sólidas (SLNs) son emulsiones en fase acuosa de 

lípidos con la particularidad de que se diferencian de otras emulsiones acuosas 

de lípidos porque en ellas los componentes lipídicos se encuentran en estado 

sólido, en vez de mantenerse en estado líquido. Generalmente son NPs lipídicas 

en estado sólido formadas por triglicéridos, ácidos grasos y ceras [8,41]. 

Las nanoestructuras de base lipídica transportadoras (NLCs) surgieron 

a partir de mezclas en las que se unen lípidos en ambos estados líquido/sólido 

formando dispositivos tridimensionales que mejoran la eficacia de 

encapsulamiento [8,41]. 

1.3. Nanomateriales híbridos 

Los NMs híbridos resultan de la combinación de dos o más tipos de 

nanocomponentes individuales, pudiendo unirse NMs inorgánicos y orgánicos 

indistintamente. Mediante esta hibridación, se persigue aunar en un mismo NM 

las propiedades de cada uno de los materiales por separado. Incluso, en 

determinadas situaciones, se pueden conseguir nuevos NMs en los que los 

efectos de las propiedades individuales se puedan ver potenciadas. Por ejemplo, 

en sistemas de liberación controlada de fármacos, el efecto protector que ejerce 
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el NM híbrido es significativo respecto a posible fenómenos de descomposición 

química o agregación de NPs inorgánicas cuando estas se recubre con materiales 

poliméricos, proporcionando estabilidad, incremento de su biocompatibilidad y 

disminución de su potencial toxicidad, así como un mayor tiempo de distribución 

del NMs en un entorno más protegido [42]. 

Una de las formas más habituales de generar NMs híbridos consiste en 

la adsorción física de diferentes materiales a escala nanométrica unos sobre 

otros. Sin embargo el procedimiento que ofrece un mayor control sobre la 

síntesis de NMs híbridos es mediante unión covalente, incidiendo sobre posibles 

modificaciones químicas y estructurales [42]. Se han descrito diferentes 

procedimientos para la síntesis covalente de NMs híbridos [43]: 

- Mediante síntesis secuencial a partir de un material precursor que mantiene 

unida la estructural del NM. 

- Mediante procesos de síntesis paralela y unión posterior para formar NMs 

híbridos compuestos por diferentes fases, que a su vez pueden unirse de 

forma aleatoria o en capas bien diferenciadas. 

1.3.1. Nanopartículas híbridas 

Según sea el proceso de síntesis de las NPs híbridas se diferencian tres 

tipos de estructuras [44]:  

- NPs obtenidas por mezclas aleatorias en toda su estructura y que se 

originan por síntesis paralela en varias fases, en las que los componentes se 

mezclan aleatoriamente en toda la estructura. El ejemplo más característico 

de este tipo constituye la síntesis de NPs metálicas de Au/Ag recubiertas 

con NPs magnéticas. Este tipo de NPs se han utilizado en la mejora de la 

técnica SERS [45]. 
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- NPs sintetizadas por capas de forma paralela, comúnmente denominadas 

NPs Janus (con forma de mancuerna), en las que dos unidades de NPs 

comparten una interfase común. Esta estructura de heterounión facilita su 

separación de fases. 

- NPs tipo core-shell, que consisten en la formación de las estructuras en capas 

concéntricas de materiales diferenciados, formadas mediante síntesis 

secuencial. Las NPs presentan un núcleo, generalmente metálico, en el que 

alrededor se ordenan capas de diferentes materiales, que pueden ser otros 

nanomateriales u otros reactivos químicamente unidos. Un ejemplo, común 

de este tipo de NPs híbridas lo constituyen las estructuras core-shell 

formadas por la unión de NPs de magnetita sobre la que se forman capas 

de AuNPs y que a su vez se modifican químicamente, por ejemplo, con 

derivados tiólicos con cadenas hidrocarbonadas para originar 

nanoestructuras híbridas con carácter hidrofóbico. Estas NEs aúnan en una 

misma partícula a escala nanométrica las características ópticas, magnéticas 

e hidrofóbicas, que presentan los NMs por separado [46]. 

Una demanda creciente en este tipo de NPs multifuncionalizadas ha 

dado lugar a la formación de nuevas estructuras complejas formadas a su vez 

por la unión de varios de estos tipos. Por ejemplo, estructuras multicore-shell en 

las que los núcleos se forman a partir de NPs Janus y se rodean en capas “de 

cebolla”. 

1.3.2. Liposomas híbridos 

Los liposomas constituyen el grupo de NMs híbridos con mayor 

capacidad de retención de otros materiales y esto dota a estas estructuras 

supramoleculares de capacidades multifuncionales. Como ya se ha comentado, 

su naturaleza vesicular constituida por bicapas lipídicas posibilita el 

encapsulamiento de compuestos de naturaleza hidrofílica, hidrofóbica y 



1. Nanomateriales en Química Analítica
 

 
39 

anfifílica, lo que permite un alojamiento orientado en sus diferentes zonas 

estructurales. Así, por ejemplo, se pueden encapsular compuestos hidrofílicos en 

su cavidad acuosa, actuando como contenedores que facilitan su transporte y 

conservación en diferentes medios en los que se usan. Igual ocurre con 

compuestos hidrofóbicos, que se localizan entre las bicapas lipídicas y que 

facilitan una localización más selectiva de estas estructuras. Desde de la síntesis 

de liposomas híbridos, la incorporación de nanopartículas, especialmente de 

origen metálico, dentro de liposomas supone dotar a estas NEs híbridas de una 

mayor funcionalidad. Tal es el caso de incluir AuNPs (hidrofílicas o 

funcionalizadas para conferirles hidrofobicidad), y así utilizar los liposomas 

como dispositivos de almacenamiento y preconcentración, para después ser 

usados como sistemas de amplificación de la señal del plasmón de resonancia 

superficial de las NPs [19]. También, la inclusión de NPs magnéticas dentro de 

los liposomas originando MLs facilita una potencial retención magnética del 

liposoma en la zona adecuada, por lo que son de gran utilidad en biomedicina 

para el diagnóstico, tratamiento y teragnosis de enfermedades, como agentes de 

contraste, de magnetoterapia y para la administración selectiva de fármacos 

[47,48]. 

Desde el punto de vista analítico, los MLs híbridos formados a partir de 

vesículas lipídicas con inclusión de Fe3O4@AuNPs-C12SH y el encapsulamiento 

de diversos materiales (cromóforos, fluoróforos, enzimas y otras moléculas) 

permiten expandir el ámbito de aplicación dentro de las diferentes etapas del 

proceso analítico, ya que su versatilidad permite su uso como contenedores de 

reactivos capaces de proteger y trasladar su contenido hasta la zona de 

reacción/detección facilitando el desarrollo de las reacciones analíticas y actuar 

como amplificador de la señal instrumental [49–51]. 
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2. Sistemas de separación de nanomateriales  

Los diferentes nanomateriales sintetizados presentan características 

comunes, entre las que caben destacar su polidispersidad en las formas y los 

tamaños de sus estructuras. Debido a esto, después del proceso de síntesis es 

habitual implementar metodologías de separación y purificación de los NMs que 

se utilizan en diferentes etapas del proceso analítico. La obtención final de 

suspensiones de NMs homogéneas es necesaria, ya que, tanto sus propiedades 

físicas y químicas, como su potencial aplicabilidad analítica dependen en gran 

medida de la homogeneidad en su composición, sus dimensiones y su forma. El 

desarrollo de metodologías de separación y purificación post-síntesis de NMs 

constituyen etapas adicionales que contribuyen a mejorar su potencial 

aplicabilidad analítica. En general, todo procedimiento de separación de NMs 

debe ser económico, rápido y de fácil obtención de los NMs al tamaño adecuado 

para su uso [52]. 

Las metodologías desarrolladas para la separación de NMs hasta la 

fecha se han fundamentado en la aplicación de diferentes tipos de fuerzas 

separativas con distinto fundamento físico y mecánico (tamaño molecular, 

densidad de partícula, comportamiento frente a la aplicación de campos 

eléctricos, o magnéticos, etc.). Dentro de ellos se diferencian técnicas entre las 

que incluyen metodologías cromatográficas y no cromatográficas. Aunque se 

presentarán aspectos básicos de algunas de ellas, al final de esta sección se 

comentan las dos técnicas utilizadas: centrifugación en gradiente de densidad y 

fraccionamiento en flujo mediante campo de flujo asimétrico (AF4), dada la 

importancia que tienen en el desarrollo de esta Memoria. Ambas técnicas aúnan 

la doble característica de posibilitar la separación de NMs según su tamaño y 

según sus propiedades derivadas de su composición química y/o estructural. 
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2.1.  Métodos de separación cromatográficos 

Dentro de las técnicas de separación cromatográficas aplicadas a la 

separación de NMs se encuentran la cromatografía de exclusión por tamaños 

(SEC) y la cromatografía hidrodinámica (HDC). La técnica SEC se ha aplicado 

a la separación de diferentes materiales según su tamaño, su forma y, por tanto, 

su volumen hidrodinámico. La capacidad de separación de estos NMs está 

condicionada por la naturaleza del gel poroso que constituye la fase estacionaria 

y su habilidad de fraccionamiento, diferenciada entre los volúmenes de exclusión 

y de permeación. De esta forma, los NMs más pequeños sufren una mayor 

permeación por la estructura porosa de la fase estacionaria, estableciéndose un 

orden de separación en función de su tamaño, hasta alcanzar la exclusión de los 

NMs más grandes [53]. Sin embargo, esta técnica presenta algunas limitaciones 

debidas a la posible retención irreversible de NMs de muy pequeño tamaño o de 

residuos derivados del proceso de síntesis, o a la potencial degradación de ciertos 

materiales [54]. La técnica SEC también se ha utilizado para la separación de 

liposomas en base a sus tamaños relativos y/o polidispersidad. Otra aplicación 

de este tipo de cromatografía se ha utilizado para evaluar la capacidad de 

encapsulamiento durante la síntesis y para realizar estudios de estabilidad 

respecto a los procesos de agregación o interacción entre liposomas, así como 

estudios de permeabilización de la bicapa lipídica [55,56]. 

La separación de NMs mediante HDC se ha llevado a cabo tanto en 

sistemas con columnas abiertas y estrechas (capilares) como en columnas 

cerradas con fases estacionarias no porosas donde se crean rutas o caminos 

capilares tortuosos, cuyo efecto resultante es similar al mecanismo de exclusión 

molecular. En HDC los analitos también se eluyen en razón a la diferentes 

velocidad de desplazamiento a través de la columna cromatográfica [57,58]. 
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2.2. Métodos de separación electroforéticos 

La separación electroforética de NMs se fundamenta en la distinta 

velocidad de desplazamiento de estos cuando se aplica un campo eléctrico 

establecido a tal efecto y ocurre en razón a su carga, tamaño y forma. 

Obviamente, las posibilidades de separación electroforética mejoran con la 

modificación de su superficie, ya se a por fenómenos de adsorción de especies 

iónicas o por hibridación de NMs. Las dos modalidades más usadas de 

electroforesis capilar han sido la electroforesis en gel (GE) y el enfoque 

isoeléctrico (IEF). Por ejemplo, mediante electroforesis en gel de poliacrilamida 

(PAGE) se han separado complejos de AgNPs con glutatión [59], o también se 

han separado AgNPs de diferentes formas y tamaños (esferas, triángulos y 

cilindros) mediante GE con gel de agarosa en las que el tamaño de poro del gel 

ha facilitado una adecuada separación de las NPs en función de su tamaño y 

forma [60]. También la diferente movilidad electroforética de NMs en base a su 

distinta carga superficial permite la separación de NPs de igual tamaño [61] e 

incluso se ha usado para realizar estudios de la eficacia de encapsulamiento 

posterior a la síntesis de liposomas [62]. En 2010, Pyell muestra diferentes 

aplicaciones de la CE para la separación de NPs y NPs híbridas según 

diferencias de tamaño y/o potencial Z, así como para la determinación de 

parámetros fisicoquímicos característicos de esas poblaciones de NPs [63]. 

2.3. Métodos de separación magnetoforéticos 

En el caso de NMs con propiedades magnéticas, se han descrito dos 

metodologías de separación con fundamento magnetoforético, que suponen la 

separación del material en base a la diferente velocidad de desplazamiento que 

alcanzan estos NMs cuando se establece un campo magnético en el sistema 

hidrodinámico que contiene a estos materiales. La separación magnética de alto 

gradiente (HGMS), que se utiliza para separar NMs magnéticos en fluidos no 

magnéticos [64], o la cromatografía magnética [65,66]. Ambas son técnicas 
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hidrodinámicas, en las que la muestra se hace pasar por una columna. Los 

sistemas HGMS consisten en una columna empaquetada por un lecho de hilos 

con alta susceptibilidad magnética colocados dentro de un electroimán. Al 

aplicar un campo eléctrico, el electroimán genera un gradiente magnético 

homogéneo en la columna, atrayendo a los compuestos magnéticos hacia su 

superficie y condicionando la velocidad de desplazamiento de estos. En la 

segunda metodología, la cromatografía magnética, se rellena una columna con 

perlas de acero inoxidable magnetizable y se rodea con una bobina 

electromagnética, por lo que la separación se consigue por aplicación de un 

campo magnético externo. Ambas modalidades presentan limitaciones debidas a 

posibles pérdidas por retenciones de tipo mecánico de materiales presentes en 

las muestras, además de ser útiles solo para la separación de NMs magnéticos. 

2.4. Separación de NMs por métodos físicos 

También se han aplicado otras técnicas basadas en fundamentos físicos 

para separar NMs, más económicas y de fácil manejo. Ejemplo de ellas son la 

filtración a través de membranas, la ultrafiltración, la diálisis y la centrifugación 

directa. Estas técnicas de separación más inespecíficas se han utilizado para 

llevar a cabo una primera separación de los residuos resultantes de la síntesis de 

estos NMs recién preparados.  

- La diálisis es una técnica en la que componentes de menor peso molecular 

son capaces de atravesar una membrana semipermeable en razón al 

gradiente de difusión, con la única restricción del tamaño de poro de la 

membrana. Es una técnica que necesita un tiempo de ejecución elevado 

(12–48 h) y además no es útil para la discriminación por tamaño de NMs, 

solo se separan conjuntamente todos aquellos que son capaces de atravesar 

la membrana [61]. 
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- La ultrafiltración es un método clásico que se aplica a la separación de NMs. 

También está basada en la separación por tamaños, en la que la muestra se 

hace pasar por un material con tamaños de poro definidos y el proceso se 

desarrolla en un tiempo mucho menor que la diálisis [67]. Al igual que otras 

metodologías basadas en la separación a través de un filtro o membrana, no 

se consigue una separación eficiente de los NMs de diferentes tamaños. 

Debido a que se tratan de procedimientos simples y que no necesitan 

adición de otros agentes separadores, la filtración por membrana y la 

ultrafiltración han sido utilizadas como primera herramienta en la separación de 

NMs. Por otra parte, ambas son metodologías que conllevan etapas de limpieza 

y regeneración como consecuencia de posibles obturaciones de los dispositivos 

que contienen los materiales porosos. Como ya se ha comentado, son de gran 

utilidad para la eliminación previas de exceso de reactivos utilizados en los 

procesos de síntesis, que la propia separación de los NMs. [61,68]. 

2.5. Métodos de centrifugación en gradiente de densidad 

La centrifugación en gradiente de densidad está ampliamente empleada 

como método de separación de biomoléculas y, en la actualidad, también 

presenta un gran potencial para la separación de diferentes tipos de NMs. 

Brevemente, se basa en la creación de un gradiente de densidad en un tubo de 

centrifugación por colocación secuencial en capas de disoluciones de densidad 

creciente, en las que las muestras que contienen los materiales a separar se 

adicionan al principio del medio en el que se ha creado el gradiente de densidad 

y se someten a centrifugación. Debido a que los NMs a separar difieren en 

tamaño, forma y densidad, una vez desarrollado el proceso de centrifugación, 

los materiales se distribuyen a lo largo de las capas del gradiente de densidad en 

función a sus desigual coeficiente de sedimentación o de su velocidad de 

sedimentación [61]. Los diferentes NMs se desplazan a lo largo del medio de 

centrifugación hasta que el coeficiente de sedimentación o la velocidad de 
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sedimentación, de cada NM se iguala con los valores de coeficiente de 

sedimentación, o de velocidad de sedimentación, correspondientes de cada capa 

preformada del gradiente en el tubo. La clave de la separación es la capacidad 

de igualar alguno de los dos parámetros, coeficiente de sedimentación o 

velocidad de sedimentación entre el NM y la capa de gradiente de sedimentación 

donde quede tras la separación. Este equilibrio de centrifugación entre las 

fuerzas de flotación y de sedimentación siempre se establece en igualdad de 

condiciones de viscosidad del medio o de fuerza gravitacional aplicada. En 

general, si los NMs tienen un tamaño superior a 5 µm sedimentan únicamente 

debido a la fuerza de la gravedad y se pueden separar por técnicas de filtración 

simples, pero si el tamaño es menor, están sometidas a un movimiento 

Browniano, por lo que necesitan la aplicación de una fuerza gravitatoria mayor 

y se necesita aplicar una fuerza centrífuga adicional. 

Dentro de la centrifugación en gradiente existen dos variantes, la 

centrifugación isopícnica y la centrifugación zonal [69]. En la Figura 5 se puede 

observar un esquema del fundamento de cada modalidad. En la centrifugación 

isopícnica, también llamada separación flotante o de equilibrio, la separación de 

los NMs se produce solo cuando se alcanza el equilibrio de densidad entre las 

capas del gradiente, por lo que esta debe estar comprendida entre la zona de 

densidad inferior y superior del gradiente. Cada uno de los NMs sedimentan en 

la zona del tubo de centrifugación en el que su densidad iguala a la de esa zona 

del gradiente (posición de equilibrio) y tiempos de centrifugación elevados no 

afectan a la posición de los materiales separados. La densidad de las 

biomoléculas varía con la presión osmótica, lo que supone que la separación 

isopícnica depende del medio usado para crear el gradiente. El uso de un 

gradiente continuo podría ser más apropiado con fines analíticos, pero las 

técnicas preparativas comúnmente usan un gradiente discontinuo en el que las 

partículas se agrupan en la interfaz entre las capas del gradiente. 
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Figura 5. Esquema del fundamento de las dos modalidades de centrifugación en 

gradiente de densidad. a Centrifugación isopícnica y b centrifugación zonal 

Con la centrifugación zonal, la muestra tiene una densidad mayor a la 

del gradiente y los materiales se separan debido a su tamaño, su forma y su 

densidad. En contraste con la centrifugación isopícnica, la centrifugación zonal 

se completa en un menor tiempo y debe acabar antes de que los materiales 

alcancen el fondo del tubo de separación. Por otra parte, los problemas 

derivados de sedimentación conjunta de NMs que provocan una contaminación 

cruzada entre partículas que tienen distintas velocidades de sedimentación 

puede minimizarse disminuyendo el volumen de muestra añadida sobre el 

gradiente. La velocidad a la cual las partículas sedimentan depende de su tamaño 

y masa, más que de su densidad. Independientemente de la metodología 

utilizada, las fracciones con los materiales deben ser recolectadas mediante 

aspiración de la zona de densidad correspondiente al gradiente donde se 

encuentran los NMs separados. A su vez, estas fracciones pueden ser purificadas 
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usando varios ciclos de centrifugación-redispersión con los disolventes 

adecuados. 

La composición y del perfil del gradiente de separación adecuado es una 

designación importante que condiciona el resultado de la separación de los NMs 

mediante centrifugación en gradiente de densidad. Se puede optar por establecer 

adicionalmente un gradiente de viscosidad como alternativa, como por ejemplo 

con disoluciones de polivinilpirrolidona (PVP) con diferente viscosidad pero 

con densidades parecidas en todas las capas del gradiente para la separación de 

AuNPs [70]. Sin embargo, lo más habitual es utilizar un medio en el que se 

define un gradiente de densidad. Este gradiente debe tener un intervalo de 

densidad acorde con los NMs a separar, en el que se ajusten parámetros como 

la viscosidad, el pH y la fuerza iónica del medio, para que sea compatibles con 

los materiales que se quieren separar. Además, una vez realizada la separación 

mediante centrifugación, se deben poder separar fácilmente las fracciones para 

recolectar los NMs de forma adecuada. 

Dentro de los materiales utilizados para la formación de gradientes de 

densidad, se han usado compuestos de diferente naturaleza, como por ejemplo 

sales de metales alcalinos (CsCl, CsSO4, LiBr), de óxidos metálicos (TiO2), 

polisacáridos (sacarosa, glucógeno, dextrano, ficoll), polialcoholes (sorbitol, 

glicerol), coloides derivados de la sílice (percoll) o compuestos yodados 

(metrizamida). Estos compuestos se han añadido individualmente o formando 

mezclas originando en este segundo caso las modalidades de centrifugación en 

gradiente multifase de densidad. Como ejemplos de centrifugación con 

gradientes monofase se han descrito separaciones usando un gradiente de 

sacarosa para la separación de AuNPs [71], de TiO2 [72], diferentes NPs de 

carbono [61] y liposomas [37]. Para la separación de AuNPs también se han 

usado gradientes de glicerol [73] o de polietilenglicol [74]. El problema de la 

separación con glicerol es que en disoluciones que tengan la misma densidad que 

la sacarosa presentan mayor viscosidad. También se ha desarrollado un 
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gradiente formado por polímeros orgánicos no hidroxílicos, como el formado por 

ciclohexano y tetraclorometano aplicado a la separación de AuNPs, AgNPs y 

CdSeNPs, y que favorece su dispersión debido a la película de recubrimiento de 

los NMs separados [75]. Otros ejemplos separaciones de NMs mediante 

centrifugación en gradiente de densidad monofase formados por ficoll, CsCl o 

percoll [69]. El ficoll es un polímero de sacarosa de alto peso molecular sintético 

y el percoll consiste en una suspensión de partículas de sílice coloidal de 

diámetro 15-30 nm recubiertas de PVP. Tanto ficoll como percoll se han usado 

para la separación de células, virus y otras partículas subcelulares [76]. 

Como ya se ha comentado, los gradientes de separación también se 

pueden conformar usando más de un componente, dando lugar a la modalidad 

de centrifugación en gradiente multifase de densidad (MDGC). Por ejemplo, la 

separación con un gradiente de ficoll con el surfactante Brij 35 y poli(2-etil-2-

oxazolina) para separar nanorods, nanoesferas y partículas grandes al realizar 

una síntesis de nanorods de oro [77]. 

2.6. Métodos de fraccionamiento en flujo mediante campo 

El fraccionamiento en flujo mediante campo (FFF) es una técnica de 

separación hidrodinámica asistida por un flujo que puede ser considerada como 

una combinación de una técnica de campo y una cromatografía líquida, con la 

excepción de no necesitar fase estacionaria. Este hecho minimiza las posibles 

interacciones no deseadas entre las especies a separar y la fase estacionaria. 

Tampoco se producen modificaciones estructurales y de tamaño de los NMs 

separados, permitiendo además un uso menos restringido de diferentes 

disolventes orgánicos e inorgánicos. La columna se sustituye por un canal de 

fraccionamiento con forma de cinta delgada con una relación de aspecto de alta 

dimensión con unas dimensiones típicas de 120–350 µm de ancho, 1–2 cm de 

ancho y 10–90 cm de largo.  
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Se trata de una técnica de separación hidrodinámica aplicada 

fundamentalmente a la separación de macromoléculas complejas, materiales 

poliméricos, coloides y materiales particulados. La separación se consigue al 

aplicar un campo perpendicular al eje del canal de fraccionamiento. Al introducir 

la muestra en el canal y antes de comenzar la separación, los analitos se retienen 

gracias a un flujo de enfoque que retiene a los analitos en la llamada pared de 

acumulación y que se para cuando comienza la separación. Los materiales 

poseen distintos coeficientes de difusión debido a la amplia distribución de 

tamaños y sus propiedades fisicoquímicas, por lo que tendrán distintos tiempos 

de retención dentro del canal. En el interior del canal, los materiales viajan con 

un flujo laminar parabólico, en el que los materiales más rápidos fluyen en el 

centro del canal y salen antes, mientras los más lentos quedan junto a las paredes 

del canal y eluyen más tarde. Cuando los materiales separados salen del canal y 

alcanzan el detector se obtiene información sobre la distribución de tamaños u 

otras propiedades. Este es el modo normal de uso de esta técnica y ocurre con 

partículas más pequeñas de 1 µm [78].  

Las separaciones realizadas con FFF dependen del tipo de campo 

aplicado, lo que da lugar a una variedad de técnicas de fraccionamiento en flujo, 

con diferente fundamento según el gradiente aplicado: térmico (ThFFF), 

centrífugo (CFFF), gravitacional (GFFF), eléctrico (ElFFF), magnético 

(MgFFF) o en flujo (F4). Dentro de esta última modalidad, también existen 

distintos tipos según el modo en que se aplique el flujo perpendicular, así existe 

la modalidad de fraccionamiento en flujo mediante campo de flujo simétrico 

(SF4), asimétrico (AF4) y de fibra hueca (HF5). 

El uso de estas técnicas de fraccionamiento de flujo también presenta 

algunas limitaciones en comparación con otras técnicas de separación, como que 

necesitan tiempos de separación mayores, no permiten distinguir partículas solas 

de agregados multiparticulados y el rendimiento de recuperación de los 
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materiales es menor. Sin embargo, se trata de una técnica con alta selectividad y 

gran poder de separación por tamaños. 

En la Figura 6 se muestra un esquema del sistema AF4.En la técnica de 

fraccionamiento en flujo mediante campo de flujo asimétrico (AF4), el campo 

externo es una segunda fase móvil aplicada transversalmente al flujo laminar 

longitudinal. Este flujo perpendicular se denomina flujo cruzado (cross-flow) e 

impulsa hidrodinámicamente los componentes de la muestra hacia la pared de 

acumulación del canal de separación, que presenta una parte superior sólida y 

una parte inferior porosa cubierta por una membrana con los poros lo 

suficientemente pequeños como para que la muestra no salga, pero sí el cross-

flow. La forma trapezoidal del canal permite enfocar la muestra después de la 

inyección, reduciendo el ensanchamiento de la banda mejorando la resolución. 

 
Figura 6. Esquema del canal de separación usado en la técnica AF4  

En AF4, debido al perfil parabólico del flujo formado dentro del canal 

por la confluencia de los diferentes flujos aplicados, las partículas de diferente 

tamaño experimentan desiguales velocidades de desplazamiento y por tanto se 
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separan según sus coeficientes de difusión. El tiempo que quedan retenidas en 

la cámara de separación es inversamente proporcional al coeficiente de difusión 

hidrodinámico y, en consecuencia, directamente proporcional al tamaño 

hidrodinámico. Las partículas pequeñas, con un alto coeficiente de difusión, 

forman una nube con un perfil de concentración que se extiende hacia atrás en 

el canal, seguidas de las partículas más grandes, con un coeficiente de difusión 

más bajo. 

Los factores que afectan en mayor medida a la separación son la 

membrana usada, el tiempo de aplicación del cross-flow y la composición de la 

fase móvil seleccionada [79]. La membrana previene que la muestra salga del 

canal cuando es focalizada, por lo que el valor de corte del tamaño de poro (cut-

off), debe ser el adecuado. Además, debe estar fabricada por componentes que 

no provoquen retenciones o interacciones físicas con los analitos. El tiempo que 

el cross-flow está actuando es el factor principal que controla la retención de los 

materiales, siendo el responsable de que se obtenga una buena separación, con 

picos delgados sin que se solapen con el pico del disolvente (void peak) ni que las 

partículas más grandes eluyan antes de tiempo. Si el tiempo no es suficiente, la 

muestra no queda retenida y por tanto hay una pérdida de muestra; sin embargo, 

si es elevado, los materiales pueden adherirse a la membrana provocando una 

pérdida de muestra. La fase móvil, además de llevar la muestra a través del canal, 

debe asegurar la estabilidad de las partículas, por lo que su composición química 

y sus propiedades fisicoquímicas, como el pH y la fuerza iónica, son importantes. 

La técnica AF4 se ha utilizado para separar una gran variedad de NPs [79–81], 

pero en la actualidad se está expandiendo su uso para la separación de otros 

nanomateriales [82], como liposomas [83].  
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3. Sistemas de flujo  

Las metodologías desarrolladas en esta Memoria, ya sean separativas o 

determinativas, tienen en común la utilización de diferentes sistemas 

automáticos de análisis, en su modalidad de flujo convencional o a escala 

microfluídica. A continuación, se realiza una breve descripción de estos sistemas 

y de su aplicabilidad analítica. 

3.1. Sistemas de flujo convencionales 

Existen diferentes modalidades de sistemas automáticos continuos de 

análisis según su flujo esté segmentado (SFA) o no segmentado, como el análisis 

en flujo continuo (CFA), de inyección en flujo (FIA) o de inyección secuencial 

(SIA). 

Los sistemas CFA forman parte de las técnicas automáticas de análisis 

con flujo no segmentado, en las que las determinaciones se realizan de forma 

continua sin separación de las distintas zonas transportadas a lo largo del 

sistema. La Figura 7 muestra una configuración general de un sistema CFA, en 

el que normalmente, se utilizan muestras líquidas que se introducen 

directamente en el sistema dinámico a través del cual son transportadas, 

pudiendo incluir reacciones químicas o bioquímicas y sistemas de separación y/o 

preconcentración. Normalmente, se utiliza un detector en continuo, provisto de 

una célula de flujo, para la obtención de señales transitorias con el tiempo 

características de la técnica [84,85]. 
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Figura 7. Esquema general de un sistema continuo de análisis (CFA). R1 y R2: 
reactivos, M: muestra, RC1 y RC2: zonas de reacción, CF: célula de flujo. 

Las características más destacables de los sistemas CFA son: 

- Versatilidad. El sistema debe ser modular para crear una variedad de 

sistemas. Por ejemplo, como una interfaz entre la toma de muestra y el 

detector, con intercalación de otras etapas de separación y/o reacción, con 

implantación de sensores químicos o de bioafinidad en flujo, o con 

acoplamiento con otros sistemas de separación (cromatográficos) o de 

detección con mayor capacidad de información (ICP-AES, ICP-MS, 

FTIR, MS). En todos los casos, proporcionan información analítica para el 

seguimiento de distintos procesos de análisis. 

- Rapidez. La implementación de un sistema continuo de flujo y sus 

características geométricas favorecen un modo de dispersión radial en 

detrimento de la axial con lo que proporcionan alta capacidad de respuesta 

y una adecuada frecuencia de muestreo. 

- Bajo coste. Suelen ser sistemas que trabajan a baja presión, lo que permite 

prescindir de unidades (bombas de impulsión, válvulas, etc.) de alta presión 

que son más costosas. 

- Facilidad de automatización. Esta faceta permite una mejora sustancial de 

la calidad de los resultados y un aumento de la versatilidad de las 

metodologías analíticas a desarrollar.  
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Los sistemas CFA presenta esquemas simples y permiten la introducción 

de grandes volúmenes de muestras, presentando como ventaja adicional que el 

propio bolo de muestra actúa como disolución de arrastre y lavado. Tal vez, la 

limitación más destacada es la dificultad de introducción de las disoluciones con 

una mayor densidad a lo largo del sistema de flujo, que también esta 

condicionado por el diámetro de los tubos utilizados. 

Además, los sistemas CFA desarrollados incluyen algunas 

particularidades que les hacen diferentes respecto a otros sistemas clásicos de 

flujo continuo. Es importante conocer el sistema químico y la naturaleza de las 

disoluciones empleadas para establecer el modo de introducción de la muestra. 

Por ejemplo, discernir entre la utilización de un dispositivo para la aspiración u 

otro para el desplazamiento de la muestra para ser conducida al detector. En 

este segundo caso se emplean sistemas constituidos por disolventes inmiscibles 

orgánico/acuoso (O/W). En la Figura 8 se muestra un esquema de ambos modos 

de introducción de la muestra.  

  
Figura 8. Modos de introducción de las muestras a un sistema CFA. a Dispositivo de 

aspiración continua mediante una bomba de impulsión. b Dispositivo de 
desplazamiento mediante un sistema bifásico O/W (las fases orgánicas y acuosas son 

inmiscibles). La fase orgánica de desplazamiento se inserta mediante jeringa de 
impulsión a alta presión. 
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Al igual que otras técnicas analíticas en flujo, como la cromatografía de 

líquidos y de gases y la electroforesis capilar, el desarrollo de los sistemas de flujo 

convencionales a escala macroscópica también ha evolucionado hacia la 

miniaturización, lo que aporta una mayor aplicabilidad en el desarrollo de 

nuevos métodos determinativos. Se han desarrollado sistemas de análisis de flujo 

continuo acoplados a detectores fotométricos para la determinación de fármacos 

[86] o contaminantes en núcleos de hielo de la Antártida [87], y a detectores 

fluorimétricos para la evaluación de la separación de poblaciones de liposomas 

posterior a la separación con centrifugación en gradiente de sacarosa [37]. 

3.2. Sistemas de flujo a escala microfluídica 

Los sistemas de flujo a escala microfluídica constituyen un campo de 

investigación multidisciplinar basado en un cambio de paradigma, en el que se 

cambia la utilización de sistemas de flujo a escala macro para evolucionar a 

sistemas dinámicos en los que los fluidos se desplazan bajo un régimen de flujo 

laminar en contenedores fabricados a escala micrométrica. Todo el fundamento 

de la física de fluidos se ve influenciado por el desplazamiento de los fluidos y 

las interacciones fisicoquímicas entre reactivos y el entorno. El profesor 

Whitesides [88] explica que en la microfluídica se combinan los principios de la 

mecánica de fluidos y la electrostática para estudiar el comportamiento de 

pequeños volúmenes de líquidos (del orden de 10-9 a 10-18 L) que circulan por 

redes de microcanales (10 – 100 µm de diámetro). Para ello se aprovechan las 

posibilidades que ofrecen la ingeniería de microsistemas y la biotecnología para 

el desarrollo de estos sistemas. Todo esto conlleva que a nivel microscópico actúe 

la denominada “ley de la escala”, que postula que las magnitudes físicas varían 

con el tamaño del sistema. De esta forma, no cabe esperar un comportamiento 

igual en cuanto a las propiedades físicas, fisicoquímicas y químicas entre en 

comparación de sistemas fluídicos que funcionan a escala macrométrica con 

aquellos que lo hacen a escala micrométrica [88,89]. Por ejemplo, cuando dos 
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fuerzas están presentes en un sistema a escala micrométrica, siempre es la fuerza 

asociada con el exponente más débil la que llega a ser dominante en estos 

sistemas miniaturizados. Todos los fenómenos fisicoquímicos que tienen lugar 

en un sistema dinámico a escala micrométrica condicionan la viabilidad del 

proceso, por eso siempre es importante conocer el comportamiento fisicoquímico 

y de reactividad química en estos sistemas. 

En microfluídica existe una serie de números adimensionales que 

definen el comportamiento de una mezcla de fluidos monofásicos o bifásicos 

(gas/líquido, líquido/líquido inmiscibles) cuando se desplazan a través de un 

sistema microfluídico. Son números de importancia en microfluídica por su 

influencia sobre las fuerzas electrodinámicas (gravedad, conductividad, 

electricidad y magnetismo) que condicionan el desplazamiento a escala micro. 

Así, por ejemplo, el número de Reynolds define el régimen de fluido. Otros 

ejemplos son el número capilaridad, que establece una relación directa entre la 

viscosidad y la tensión superficial en sistemas bifásicos;  el número de Péclet, 

que relaciona fenómenos de convección y la difusión de los fluidos involucrados; 

los números de Weissenberg y Deborah, que predicen el comportamiento 

elástico de polímeros y macromoléculas afectando su difusión a lo largo del 

contenedor microfluídico; y, finalmente, los números de Grashof y Raleigh, que 

se relacionan con el tamaño de las macromolécula y su densidad, así como con 

el efecto gravitatorio microfluídico.  

Todos estos números hacen que se definan las propiedades especiales de 

los sistemas a escala microfluídica, en los que los flujos son de tipo laminar, que 

minimizan los procesos de difusión y provocan una dificultad adicional de la 

mezcla de reactantes, las fuerzas de superficie como la capilaridad o la adhesión 

dominan en los equilibrios al tener una gran área superficial en relación con su 

volumen, y, además, la difusión y el transporte térmico se produce de forma más 

rápida. El flujo en los sistemas microfluídicos tiene un comportamiento laminar, 

lo que supone que el caudal de trabajo en estos sistemas debe ser relativamente 
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lento debido a que el impulso, el calor y la masa tienen que ser transportados 

principalmente por difusión. 

Sin embargo, el interés creciente por estos sistemas es el resultado de las 

principales ventajas que presentan, como el bajo consumo de muestra y 

reactivos, la simple manipulación, la reducción del tiempo de análisis y la 

portabilidad. Los sistemas microfluídicos han evolucionado desde que se 

desarrollaron en los años 70, impulsados por el desarrollo espectacular de los 

MEMS, siendo el primer sistema instrumental desarrollado un cromatógrafo de 

gases miniaturizado microfabricado en una oblea de silicio [90]. Desde entonces, 

el uso de sistemas microfluídicos ha crecido considerablemente, con un mayor o 

menor grado de integración y se ha diversificado en diferentes áreas [88,91]. En 

los sistemas microfluídicos se pueden integrar en un solo chip varias etapas del 

proceso analítico, como la separación, reacción y detección. Gradualmente, se 

tiende a la integración de todos los elementos necesarios para la realización de 

los métodos determinativos, para así hacerlos portátiles y automáticos. La 

integración puede ser de pocas etapas o puede llegar a la integración total, que 

constituyen los conocidos como sistemas de microanálisis total (µTAS) o los 

laboratorios en un chip (LOC). A veces, alcanzar la máxima integración no es 

fácil, por lo que se puede optar por un modelo híbrido con dispositivos 

interconectados. 

La miniaturización de los sistemas microfluídicos no tiene por qué 

conllevar una reducción de la escala de los componentes que lo forman, sino la 

integración de una o varias etapas del proceso analítico, ya sea toma y 

tratamiento de muestra, inyección, separación, reacción o detección. Los 

elementos esenciales que debe disponer un sistema microfluídico son tres: a) 

dispositivos de impulsión de los microfluidos (con fundamento hidrodinámico, 

electrocinético o electromagnético), b) dispositivos de microcanales con 

diferente diseño y diferente material, según el proceso a desarrollar en su 

interior, y c) dispositivos instrumentales para la visualización, detección y 
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cuantificación que proporcionen la información necesaria sobre el proceso de 

análisis [92,93].  

El enorme desarrollo que han alcanzado los sistemas microfluídicos en 

diferentes áreas de aplicación científico-técnica se debe vincular con el valor 

añadido que aporta el uso de la microfluídica en las áreas en las que se implanta, 

por las ventajas que ofrece el modo de operación a dicha escala. Entre esas 

ventajas se encuentran la alta relación superficial, la alta eficacia, la flexibilidad 

en el diseño, el ahorro en el consumo de muestras y reactivos, las facilidades 

inherentes a la miniaturización/automatización del proceso, el aumento en la 

posibilidad de procesos paralelos en concordancia con las técnicas de 

discriminación de alto rendimiento (HTS), la portabilidad, la alta frecuencia de 

muestreo y la biocompatibilidad. 

Pero, también presenta inconvenientes tales como su baja sensibilidad 

analítica, su escasa disponibilidad comercial y su alta dependencia comercial. Su 

escasa sensibilidad de los métodos analíticos basados en estos sistemas se debe 

especialmente a los detectores ópticos utilizados. Esto es debido a que la 

implementación de los detectores en el chip se consigue llegando a una situación 

de compromiso, en la que hay que sacrificar características técnicas del detector 

para que se pueda incrustar en el chip microfluídico. Además, el desarrollo de 

estas implementaciones necesitan un proceso de fabricación con un alto nivel de 

desarrollo, lo que resulta en dispositivos costosos [94,95]. Por ello, se han 

buscado opciones en las que se puedan utilizar detectores ópticos 

convencionales, cuyas características técnicas sean mejores. Para ello, se ha 

explorado el uso de adaptaciones fuera del chip, como fibras ópticas bifurcadas 

que conducen la radiación desde la zona de reacción del sistema microfluídico al 

detector o dispositivos de alineamiento x-y-z en los que se emplaza el chip 

microfluídico para focalizarlo con la radiación incidente del detector [96,97]. Sin 

embargo, estas opciones resultan ser infraestructuras grandes, costosas y 
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necesitan el estudio de un gran número de variables involucradas en el correcto 

alineamiento de la zona de reacción con la radiación incidente del detector. 

Para fabricar los dispositivos microfluídicos se han descrito distintas 

técnicas, la mayoría haciendo uso de la tecnología derivada de la 

microelectrónica. Todas las técnicas de obtención de sistemas microfluídicos 

tienen que resultar en procesos simples, económicos, reproducibles y que 

generen tamaños pequeños [98]. Muchos de los sistemas microfluídicos han sido 

realizados usando polidimetilsiloxano (PDMS) y litografía blanda para 

fabricarlos [99]. Esta técnica se basa en curar un elastómero en una superficie 

moldeadora con una topografía definida previamente. Sin embargo, para 

fabricar los sistemas con esta técnica se necesita una sala blanca, lo que conlleva 

que sea costoso y requiera mucho tiempo. Para superar esta limitación se han 

desarrollado sistemas microfluídicos con otras técnicas de fabricación, lo que ha 

favorecido el uso de otros materiales y formas, permitiendo así la obtención de 

sistemas con nuevas y ventajosas cualidades. 

El uso de materiales metálicos para la fabricación de dispositivos 

microfluídicos es útil cuando se necesitan unas presiones o temperaturas muy 

elevadas, a pesar de los inconvenientes que presenta debido a su alto coste de 

fabricación. Muchos chips microfluídicos comerciales están hechos de 

materiales poliméricos, como policarbonato, polimetilmetacrilato (PMMA) o 

copolímero de olefina cíclica (COC). Para realizar estos chips se puede usar la 

fabricación por laminados poliméricos, en el que el chip se forma por apilamiento 

de capas de polímeros cortadas y unidas entre sí mediante diferentes técnicas 

para formar canales [100]. También se pueden utilizar  tecnologías de moldeado 

de polímeros [101], como el moldeado por inyección, en el que el plástico se 

calienta y se introduce en un molde o el estampado en caliente, en el que el 

plástico se presiona sobre un molde y se aplica calor y vacío. 
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La tecnología de impresión 3D, con la que el resultado final ha sido 

modelado digitalmente para posteriormente imprimir capa a capa el polímero, 

ha sido muy utilizada para obtener dispositivos microfluídicos [102]. 

Recientemente, se han desarrollado sistemas de fabricación por el uso de 

nanoestructuras [103], así como construidos en tóner y en papel [104]. Mención 

especial merecen los sistemas microfluídicos de sílice y vidrio. La técnica de 

moldeado o la tecnología de impresión 3D también pueden aplicarse para la 

obtención de estos sistemas [105,106]. Sin embargo, los polímeros son los 

materiales más adecuados para la fabricación de sistemas microfluídicos a una 

escala industrial, debido a que no se necesitan procesos químicos adicionales 

para obtenerse [89]. También se ha indagado en el uso de esta tecnología de 

impresión 3D para obtener adaptaciones de sistemas microfluídicos con distintas 

etapas del proceso integradas. 

Una primera aproximación supone la incorporación de dispositivos de 

impulsión, válvulas, y otros dispositivos con conexiones a baja presión, utilizados 

en los sistemas de flujo continuo con los dispositivos microfluídicos comerciales, 

y adaptación también a los sistemas de detección. Un esquema de una 

configuración básica de estos modelos de integración se muestra en la Figura 9. 

Los sistemas de impulsión utilizados deben adecuarse al bajo caudal necesario, 

por lo que se emplean sistemas de impulsión de jeringa que presentan caudales 

de impulsión más adecuados. No obstante, a veces se originan mayores presiones 

que los sistemas de flujo convencional y es necesario utilizar válvulas de 

inserción de muestra de alta presión, como las comunes en la cromatografía de 

líquidos. 

La capacidad de integración de distintas etapas del proceso analítico ha 

facilitado el desarrollo de plataformas analíticas basadas en la incorporación de 

sensores químicos/bioquímicos en el propio sistema microfluídico. La 

integración de zonas de reconocimiento molecular dentro de los propios chip 

microfluídicos comerciales representa una tarea con dificultades de adaptación 
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en el desarrollo de sistemas con integración de etapas de reacción/detección 

dentro del proceso de análisis. Los elementos de reconocimiento que se suelen 

emplear en (bio)sensores microfluídicos son NMs, enzimas, anticuerpos y 

aptámeros que han sido inmovilizados en la microzona sensora [89]. Esta 

integración conlleva ventajas como son el bajo consumo de muestra y reactivos, 

una mayor portabilidad, la facilitación de la detección en tiempo real y la 

paralelización en la multideterminación de analitos.  

 
Figura 9. Esquema de la configuración utilizada en un sistema de inyección 

microfluídico. VI: válvula de inyección, d1 y d2: desechos. 

El uso de NMs como herramientas de utilidad para la inmovilización de 

elementos de reconocimiento es hoy en día habitual, aunque también por si solos 

presentan actividad para constituir elementos sensores dentro de sistemas de 

análisis a escala microfluídica. NMs tales como el grafeno o diferentes tipos de 

NPs pueden funcionalizarse con biomoléculas (enzimas, anticuerpos, 

aptámeros, oligonucleótidos, etc.) u otros reactivos de forma que constituyen 

NEs híbridas que mejoran las características analíticas de los sistemas 

microfluídicos. El grafeno se ha utilizado en el desarrollo de sensores 

electroquímicos [107] o sistemas biosensores basados en la retención específica 
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de aptámeros al grafeno depositado en la superficie del sistema microfluídico 

[108]. 

El desarrollo de la tecnología de evolución sistemática de ligandos por 

enriquecimiento exponencial (SELEX) de ácidos nucleicos sintéticos constituye 

una herramienta muy eficaz para la producción de aptámeros basados en 

estructuras seriadas de oligonucleótidos para su utilización como elementos 

bioespecíficos en la fabricación de aptasensores microfluídicos. El empleo de 

aptámeros como elementos sensores como alternativa a desarrollo de 

inmunosensores presenta importantes ventajas que justifican su enorme 

aplicabilidad. En la Tabla 1, se recogen algunas de estas características en 

comparación con el uso de anticuerpo como material bioespecífico. 

Tabla 1. Comparación de las características de aptámeros frente a anticuerpos 
Características Aptámeros Anticuerpos 
Base molecular de la 
interacción 

Ácidos nucleicos, 
oligonucleótidos  Proteínas  

Modificaciones 
estructurales Muy amplias Pequeñas, solo debidas a la 

selectividad antigénica 
Tamaño molecular Bajo Alto 
Estabilidad Alta estabilidad térmica Fácil desnaturalización 

Vías de inmovilización Adsorción, unión covalente Unión covalente, otras 
más específicas 

Tecnología de síntesis SELEX Producción de anticuerpos 
mono y policlonales 

Coste de producción Bajo  Alto 
 

Al igual que los anticuerpos, los aptámeros presenta alta selectividad a 

un gran número de moléculas objeto (fármacos, iones metálicos, péptidos, 

proteínas y células). También cuentan con ventajas que los anticuerpos no 

poseen, como son la estabilidad a largo plazo, su síntesis fácil, rápida y 

económica, su capacidad de ser modificados sin que se altere sus características 

de unión y estabilidad, así como su alta resistencia a la desnaturalización. Se 

citan a continuación dos ejemplos del uso de aptámeros inmovilizados en 
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sistemas microfluídicos para su aplicación en química analítica es la 

determinación de patógenos con aptámeros inmovilizados en GO o la 

determinación de kanamicina por inmovilización de aptámeros en AuNPs 

[109,110]. 

Por otra parte, también se han utilizado NMs con el fin de mejorar 

algunas de las prestaciones de los sistemas microfluídicos mediante el uso de 

NPs, ya que inciden directamente sobre la mejora de la sensibilidad y 

selectividad analítica, pues intervienen en las etapas de preconcentración 

separación, reacción y detección [89,111]. Se han aprovechado las propiedades 

magnéticas de las Fe3O4NPs para su uso en etapas de preconcentración o 

reacción/detección fundamentadas en la retención magnética de estas NPs 

magnética híbridas con otras biomoléculas. Las NPs magnéticas son retenidas 

en la zona adecuada del sistema microfluídico gracias a la incorporación de 

dispositivos electromagnéticos, lo que propicia además una fácil regeneración de 

la zona activa por anulación de campo magnético externo aplicado. Por otra 

parte, también se han utilizado NMs con características ópticas y 

electroquímicas aplicados a la mejora de la detección instrumental. Además, 

también pueden utilizarse, solos o en conjunción con otros NMs, como 

herramientas analíticas para mejorar la señal instrumental. Diferentes tipos de 

NMs magnéticos pueden también utilizarse como soportes de diferentes 

biomoléculas y otros reactivos para formas zonas activas en el diseño de sensores 

químicos y bioquímicos [112] o también ser encapsulados en magnetoliposomas 

para ser retenidos en la zona de reacción/detección del sistema microfluídico y 

servir como sistemas de amplificación de señal, ocasionando un aumento en la 

sensibilidad analítica [113,114]. 
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4. Técnicas instrumentales ópticas 

Se describen a continuación algunos aspectos básicos de las técnicas 

ópticas instrumentales utilizadas en esta Memoria. El empleo de estas técnicas 

va a permitir obtener información analítica desde dos puntos de vista: separativa 

y determinativa. Por una parte, en las metodologías analíticas separativas 

propuestas se pretende extraer información que permita evaluar la eficacia en la 

separación de los diferentes tipos de NMs desarrollados. Por otra parte, en el 

desarrollo de metodologías analíticas determinativas, utilizar los posibles 

fenómenos de interacción de la radiación electromagnética con la materia para 

originar señales instrumentales que permitan la cuantificación de los analitos 

estudiados.  

Estas técnicas se encargan de medir la radiación electromagnética que 

emana de la materia o que interacciona con ella. El espectro de radiación 

electromagnética se extiende en función de la frecuencia de la radiación desde la 

zona de los rayos gamma, de altas frecuencia (muy energéticas), hasta la zona 

de la radiofrecuencia y de ondas de radio. En todas las zonas de espectro se 

cumple que se trata de energía radiante que se propaga por el espacio y que 

cualquier radiación electromagnética se representa por una onda constituida por 

un campo eléctrico y un campo magnético, ambos alternantes que oscilan 

perpendicularmente entre sí y a la dirección de propagación del haz. Así, la 

radiación puede ser considerada como un haz de ondas electromagnéticas 

distribuidos en distintos planos centrados a lo largo de la trayectoria del haz. 

Cuando las ondas se propagan en un solo plano se dice que las ondas están 

polarizadas en un plano. Puesto que es el campo eléctrico el que interacciona 

con los electrones de la materia, es el parámetro se utiliza para representar a 

dicha radiación electromagnética. Las propiedades ondulatorias se indican a 

través de sus parámetros, que son frecuencia (υ), longitud de onda (λ), periodo 
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(T) y número de onda (υ"). En el espectro también se cumple que la velocidad 

de la radiación electromagnética en el vacío es invariable (v= λ T⁄ =λ·υ ). La 

frecuencia está determinada exclusivamente por la fuente de radiación y, por 

tanto, es invariable cualquiera que sea el medio material por el que se trasmite 

la radiación. Por el contrario, la velocidad de propagación de la onda depende 

del medio por el que se propaga y de la frecuencia. En el vacío, esta velocidad 

siempre es igual, independiente de la frecuencia. Sin embargo, en cualquier 

medio material, la velocidad de la radiación disminuye al ser frenada por la 

interacción con la materia y, en consecuencia, la longitud de onda también 

disminuirá al atravesar un medio material. 

La naturaleza ondulatoria de la radiación permite explicar fenómenos de 

interacción con la materia tales como la refracción, reflexión, reflexión interna 

total, interferencia, difracción, dispersión y polarización. Esta interacción, a 

veces denominada superficial, da como resultado un cambio de la dirección del 

plano de vibración de la radiación al atravesar la materia. Otros fenómenos de 

interacción de la radiación con la materia, sin embargo, requieren considerar la 

radiación como constituida por corpúsculos discretos de energía (fotones o 

cuantos de energía) capaces de interaccionar de forma profunda con la materia. 

Este fenómeno corpuscular de la radiación puede explicarse a través de la 

expresión de Planck (E = h·υ). La energía del cuanto de radiación esta 

condicionada por un parámetro ondulatorio, como es la longitud de onda. El uso 

del carácter corpuscular de la radiación permite explicar el efecto fotoeléctrico. 

Al igual que el efecto fotoeléctrico, existen otros fenómenos de absorción 

selectiva de la radiación por la materia cuya explicación exige considerar al haz 

de radiación electromagnética como un tren de partículas discretas o fotones que 

poseen energías bien definidas y proporcionales a la frecuencia de la radiación. 

Por tanto, el comportamiento de la radiación electromagnética se puede explicar 

en determinadas manifestaciones por la teoría ondulatoria y en otras, por la 

teoría corpuscular. La ecuación de Planck constituye la idea unificadora de 
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ambas concepciones al relacionar la energía de un cuanto de radiación (el fotón) 

con la frecuencia de tal radiación, que es un parámetro ondulatorio. 

Incluyendo diferentes tipos de fenómenos de interacción más profunda, 

puede ocurrir que la radiación pueda originar fenómenos de absorción selectiva 

con la materia, o bien que la propia materia emita radiación electromagnética 

[115,116]. Las técnicas instrumentales ópticas miden la radiación 

electromagnética que emana de la materia o que interacciona con ella. Por tanto, 

incluye a todas las regiones del espectro electromagnético, desde los rayos 

gamma hasta las ondas de radio. Según el tipo de interacción, las técnicas ópticas 

se pueden dividir en dos grupos: espectroscópicas y no espectroscópicas.  

Las técnicas ópticas no espectroscópicas tienen su fundamento en las 

propiedades ondulatorias de la radiación electromagnética. Sus características 

se basan en las propiedades de ésta, sus parámetros dimensionales y la relación 

entre ellos. Como ya se ha comentado, se basan en interacciones poco profundas 

entre la materia y la energía. A diferencia de las técnicas espectroscópicas, las 

no espectroscópicas no están relacionadas con transiciones entre los estados de 

energía interna de la materia. Por tanto, como característica general se puede 

indicar que no hay cambios energéticos. En función del tipo de medida que se 

lleva a cabo, estas se pueden clasificar como se resumen en la Tabla 2. 
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Las técnicas espectroscópicas son aquellas en las que la muestra sufre 

procesos en los que se altera el estado de los niveles energéticos de sus electrones 

al interaccionar con ella la radiación incidente. Estas interacciones pueden 

llevarse a cabo por procesos de absorción, emisión o luminiscencia. Las técnicas 

espectroscópicas pueden diferenciarse según el estado en el que está la muestra 

al recibir la radiación, observando técnicas espectroscópicas moleculares y 

atómicas. También existen diferentes técnicas según la energía de la radiación 

electromagnética utilizada. En la Tabla 3 y 4 se resumen las técnicas ópticas 

espectroscópicas básicas usada en Química Analítica para especies moleculares 

y atómicas. Más adelante se comentarán sucintamente aquellas técnicas usadas 

en el desarrollo de las investigaciones incluidas en esta Memoria. Además, en la 

Figura 10 se muestra un diagrama de niveles de energía y principales procesos 

que pueden ocurrir y que dan origen a diferentes técnicas espectroscópicas 

[115].  

 
Figura 10. Esquema de los niveles energéticos y principales procesos de que pueden 

ocurrir y que dan origen a algunas de las técnicas espectroscópicas [115,116]. 
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Tabla 3. Técnicas Ópticas Espectroscópicas moleculares (adaptado de [116]) 
Técnica Fundamento de la medida Aplicaciones analíticas 
Espectrofotometría 
ultravioleta-visible 
(UV-VIS) 

Excitación de electrones de 
valencia por absorción de la 
radiación UV-VIS 

Análisis cuantitativo de 
compuestos orgánicos e 
inorgánicos 

Espectrofotometría 
infrarroja (IR) 

Excitación de vibraciones 
moleculares por absorción de la 
radiación IR 

Determinación de estructuras 
e identificación de compuestos 
orgánicos e inorgánicos 
(Análisis cualitativo y 
cuantitativo) 

Espectrofluorimetría Emisión de la radiación UV-VIS 
desde el nivel vibracional más 
bajo del primer singlete excitado 
al fundamental. Excitación por 
absorción de la radiación UV-
VIS 

Análisis cuantitativo de 
compuestos orgánicos e 
inorgánicos con más 
sensibilidad y selectividad que 
la técnica de absorción 

Espectrofosforimetría Emisión de la radiación UV-VIS 
desde el nivel más bajo del primer 
estado triplete. Excitación por 
absorción de la radiación UV-
VIS y cruce entre sistemas 

Determinación de compuestos 
orgánicos. Escasas 
aplicaciones prácticas 

Quimio y 
bioluminimetría 

Emisión de la radiación UV-VIS 
desde el nivel vibracional más 
bajo del primer singlete excitado 
al fundamental. Excitación a 
través de una reacción química o 
bioquímica 

Análisis cuantitativo de 
compuestos orgánicos de 
origen biológico. Análisis de 
compuestos inorgánicos por 
catálisis de reacciones 
quimioluminiscentes 

Espectroscopía 
Raman 

Dispersión de la radiación a 
longitudes de onda ligeramente 
diferentes a la de la radiación 
incidente. Información sobre 
vibraciones moleculares en 
estado fundamental. 

Determinación de estructuras 
e identificación de compuestos 
orgánicos e inorgánicos. 
Complemento de la 
espectroscopía IR 

Espectroscopía de 
resonancia magnética 
nuclear (NMR) 

Aplicación de radiación de 
radiofrecuencias de energía 
variable sobre una muestra 
sometida a un campo magnético 
intenso 

Elucidación de estructuras de 
compuestos orgánicos e 
inorgánicos 

Espectroscopía de 
resonancia de espín 
electrónico (ESR) o 
paramagnética 
electrónica (EPR) 

Aplicación de radiación 
microondas de energía variable 
sobre una muestra sometida a un 
campo magnético intenso  

Estudios estructurales y 
mecanismos de reacción 

Espectroscopía 
Mössbauer 

Absorción de la radiación gamma 
procedente de un isótopo 
radiactivo colocado en una red 
cristalina del analito 

Técnica complementaria de 
NMR y EPR 
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Tabla 4. Técnicas Ópticas Espectroscópicas atómicas (adaptado de [116]) 
Técnica Fundamento de la medida Aplicaciones analíticas 
Espectroscopía 
de absorción 
atómica 

Absorción de la radiación UV-VIS 
por átomos en estado fundamental. 
Transición de electrones de valencia 

Determinación elemental de 
elementos no metálicos con alta 
sensibilidad y selectividad 

Espectroscopía 
de emisión 
atómica 

Emisión espontanea de la radiación 
UV-VIS por átomos o iones 
excitados. Excitación térmica y/o 
por choque de electrones o 
partículas energéticas (plasmas) 

Determinación elementar 
mediante arcos, chispas, llamas y 
plasmas. Detección 
multielemental 

Espectroscopía 
de fluorescencia 
atómica 

Emisión espontanea de la radiación 
UV-VIS por átomos o iones 
excitados al pasar al nivel 
fundamental. Excitación 
radiacional 

Técnica muy sensible y selectiva 

Espectroscopía 
de absorción de 
rayos X 

Expulsión de electrones internos 
por absorción de rayos X 

Análisis de metales en solidos. 
Medidas del espesor de capas en 
materiales metálicos 

Espectroscopía 
de fluorescencia 
de rayos X 

Expulsión de electrones internos 
por absorción de rayos X primarios 

Análisis cualitativo y 
semicuantitativo. Microanálisis 
superficial de materiales 

Activación 
neutrónica 

Activación de la muestra por 
bombardeo con neutrones térmicos 
en un reactor 

Determinación de elementos 
trazas en materiales sólidos, 
líquidos y gaseosos 

Dilución 
isotópica 
radioquímica 

Dilución de la muestra con un 
isótopo radiactivo con peso atómico 
conocido del elemento químico a 
determinar 

Determinación de trazadores 
bioquímicos, datación geológica y 
arqueológica. Medidas de 
rendimientos en procesos 
químicos 

 

La absorción de la radiación es el fenómeno en el cual hay una 

interacción entre el campo eléctrico de la radiación y alguna carga eléctrica de 

la materia, que produce una transición del nivel electrónico fundamental (S0) al 

primer nivel singlete excitado (S1). Cuando se trata de moléculas, nos 

encontramos que la radiación absorbida puede ser utilizada para producir 

distintas transiciones (rotacionales, vibracionales y electrónicas), originando 

espectros con diferentes características y diferentes grados de utilidad. 

En muchas ocasiones, la molécula en estado excitado no es estable y 

vuelve a su estado fundamental, originando diferentes procesos de desactivación 

(relajación vibracional, desactivación sin emisión radiante, proceso de 



Introducción
 

 
72 

luminiscencia, emisión resonante, emisión a partir de una excitación no 

radiante). En los procesos de emisión la materia pasa de un nivel de mayor 

energía a otro de menor energía, emitiendo radiación. Pueden identificarse tres 

procesos de emisión: 

- La emisión después de una primera etapa de absorción de radiación 

electromagnética. Entre ellos se encuentran: la resonancia, la fluorescencia 

y la fosforescencia. La emisión resonante ocurre cuando un átomo o 

molécula emite radiación de la misma frecuencia que la absorbida. La 

fluorescencia y la fosforescencia, sin embargo, son emisiones de longitudes 

de onda superior a la radiación absorbida, ya que parte de esta energía se 

pierde por otros métodos de desactivación. La diferencia entre fluorescencia 

y fosforescencia reside en que, en la primera, la transición se origina desde 

el estado excitado S1 al fundamental S0, para que ocurra la segunda, tiene 

que haber un cambio en el espín electrónico y una emisión desde el nivel 

triplete excitado (T1) al estado S0. 

- La emisión a partir de una radiación no electromagnética, por ejemplo, la 

excitación térmica en espectrometría de llama. 

- La emisión del núcleo radiactivo en el que se desintegra espontáneamente 

emitiendo rayos gamma. 

El proceso que interviene en la espectroscopía Raman es único. En él 

interviene un tipo especial de dispersión en el que la molécula es excitada por un 

fotón a un nivel de energía que no corresponde con ningún estado de la sustancia 

(nivel energético no permitido), es decir, llega a una altura arbitraria en función 

de la energía utilizada. Posteriormente la molécula pasa a un nivel energético 

permitido, emitiendo un fotón con una frecuencia que depende del salto 

energético realizado por la molécula. Si el fotón dispersado tiene una frecuencia 

igual que el fotón incidente, se produce un choque elástico y la molécula vuelve 

al mismo nivel energético que tenía, dando lugar la dispersión Rayleigh ya 
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comentada. Sin embargo, si el fotón presenta una frecuencia superior o inferior 

a la del fotón incidente, el choque es inelástico, lo que supone que hay una 

transferencia energética entre fotón y molécula, dando las líneas de Stokes y 

anti-Stokes. Al producirse una variación de la frecuencia, y al poder medir esta 

variación en relación con la dispersión Rayleigh, esta técnica se considera 

espectroscópica. Esta variación de frecuencia es dependiente de la molécula, lo 

que puede dar información estructural y química de la molécula. 

4.1. Dispersión de la radiación 

La dispersión de la radiación es un fenómeno óptico que ha sido 

ampliamente utilizado como sistema de detección en Química Analítica, aunque 

recientemente ha aumentado su utilización en la caracterización de los NMs 

sintetizados, así como uso en el desarrollo de nuevos métodos analíticos. 

Este fenómeno se basa en la dispersión de la luz por las partículas en 

suspensión en el seno de una disolución. Según el diámetro de las partículas que 

interaccionan con la radiación incidente y la longitud de onda de la radiación 

incidente pueden distinguirse diferentes fenómenos de dispersión. La dispersión 

Rayleigh se produce en partículas de dimensiones no superiores al 5–10 % de la 

longitud de onda de la radiación incidente en la que la radiación se dispersa 

uniformemente en todas direcciones. La dispersión por partículas grandes se 

produce cuando las dimensiones de la partícula son superiores al 10 % de la 

longitud de onda, pero no pueden superar valores mayores de 3/2 λ, ya que para 

estos valores ocurrirían fenómenos de reflexión y la refracción. Dentro de las 

dispersiones que ocurren para estas partículas grandes se encuentra la 

dispersión Mie, cuando las partículas tienen dimensiones superiores a 1/3 de la 

longitud de onda de la radiación, y la dispersión Tyndall, cuando las dimensiones 

son superiores a la longitud de onda, por lo que la dispersión no depende de la 

longitud de onda y las partículas reflejan la luz, en lugar de dispersarse [117]. 

La distribución de intensidades característica para partículas grandes no es 
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homogénea por las interferencias constructivas y destructivas entre ondas y se 

desvía en el mismo sentido que la radiación incidente. Existen otros fenómenos 

en los que, además de dispersión, se produce un cambio en la frecuencia de 

vibración de la radiación, como ocurre en la espectroscopía Raman que se 

comentará más adelante.  

Existen dos técnicas, la turbidimetría y la nefelometría, cuya principal 

diferencia se encuentra en las formas de medir la dispersión. En turbidimetría se 

mide la diferencia de la intensidad de la radiación emitida y la intensidad de la 

radiación incidente, es decir, la disminución de intensidad de la luz emitida por 

una fuente al atravesar la disolución. Sin embargo, la nefelometría mide la luz 

dispersada según la dirección que forma un ángulo (90°) con la radiación 

incidente. La turbidimetría es más adecuada para determinar concentraciones 

relativamente elevadas de partículas en suspensión y la nefelometría cuando se 

trata de determinar concentraciones más bajas. Estas técnicas se usan en 

laboratorios analíticos, clínicos y en control de procesos, por ejemplo, para medir 

la transparencia de agua y bebidas. Estos detectores se pueden acoplar a 

sistemas FIA en inmunoensayos, para determinación de especies iónicas o 

proteínas [118]. 

Los términos turbidimetría y nefelometría se restringen a medidas de 

concentración de partículas en una disolución, pero hay otras aplicaciones que 

se basan en los mismos principios y que dan información sobre la forma y el 

tamaño de las partículas, así como pesos moleculares. Es el caso de la técnica 

RLS. Esta técnica utiliza un espectrofluorímetro convencional en el que se 

realiza el barrido simultáneo de los monocromadores de excitación y emisión con 

una Δλ = 0, recogiendo la señal en un espectro sincrónico y obteniendo una señal 

intensa en las proximidades de la zona de máxima absorción de una especie que 

presente propiedades absorbentes [119]. La radiación dispersada en estas 

condiciones puede considerarse que sigue la teoría Rayleigh, por lo que esta 

técnica también se llama a menudo dispersión Rayleigh por resonancia (RRS). 
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No obstante, las señales RLS obtenidas con un espectrofluorímetro pueden 

incluir, además de la dispersión Rayleigh, otros tipos de dispersión. Esta técnica 

presenta las siguientes características:  

- Buena selectividad y sensibilidad, al concentrarse en las señales de 

dispersión de radiación en o cerca de las regiones absorbentes de los sistemas 

de dispersión. 

-  Las señales RLS pueden medirse satisfactoriamente con un 

espectrofluorímetro sin necesidad de instrumentación complicada, al 

contrario de la dispersión Rayleigh convencional que necesita una fuente 

láser. 

Esta técnica es muy simple y en la actualidad ha tomado importancia 

para estudiar la agregación de NPs debido a la interacción con otras moléculas, 

como la determinación de cisteína por agregación de AuNPs [120], la 

determinación de ácido ferúlico por la formación de AgNPs [121] o la 

determinación de ácido mefenámico por la dispersión creada por un MIP 

recubierto de Fe3O4NPs [122]. 

4.2. Espectroscopía de emisión molecular  

Algunas de las aplicaciones a desarrollar en esta Tesis Doctoral se basan 

en el empleo de detectores espectrofluorimétricos con diferente grado de 

integración en las plataformas analíticas propuestas. La espectroscopía de 

emisión molecular se fundamenta en el fenómeno de la luminiscencia, que 

consiste en la emisión de radiación luminosa que se produce cuando la molécula 

se excita a un nivel electrónico superior y vuelve al estado electrónico 

fundamental, perdiendo el exceso de energía en forma de fotones, por lo que 

también se denomina espectroscopía de luminiscencia molecular.  

Un aspecto básico del proceso global es que la molécula debe tener una 

estructura química adecuada para captar la energía necesaria para excitarse y 
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originar la emisión luminiscente. Como es sabido, gran parte de las moléculas 

que absorben fotones pierden su exceso de energía en forma de calor, mediante 

choques con otros átomos o moléculas. Sin embargo, algunas moléculas pierden 

solamente parte de esta energía en forma de calor y la otra parte la emiten en 

forma de radiación electromagnética a una longitud de onda más larga que la 

radiación absorbida. Este proceso de emisión por el que la molécula vuelve del 

estado excitado al fundamental se conoce como luminiscencia. Atendiendo al 

origen de la energía de excitación, pueden considerarse distintos tipos de 

luminiscencia y que se resumen en la Tabla 5.  

Tabla 5. Tipos de fenómenos luminiscentes (adaptación de [116]) 
Energía de excitación Denominación del fenómeno de emisión 

Luminosa 
Fotoluminiscencia: 
       - Fluorescencia 
       - Fosforescencia 

Química Quimio y bioluminiscencia 
Electroluminiscencia 

Térmica Termoluminiscencia 

Mecánica Triboluminiscencia 

 

- Si una molécula se excita mediante radiación electromagnética, se denomina 

fotoluminiscencia. Dentro de ella se encuentran los dos fenómenos más 

característicos, fluorescencia y fosforescencia, que se diferencian en las 

transiciones responsables de la emisión. Cualquier molécula fluorescente o 

fosforescente se caracteriza por sus dos longitudes de onda, la de máxima 

excitación (que se corresponde con la de máxima absorción) y la de máxima 

emisión. Debido a que parte de la energía absorbida se pierde mediante los 

procesos de relajación no radiante, la energía emitida es menor que la 

absorbida, por lo que la longitud de onda de emisión es mayor que la de 

excitación. En el caso de que una sustancia presente ambos fenómenos 

luminiscentes, la emisión de fosforescencia se produce a mayor longitud de 
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onda que la de fluorescencia, debido a la pérdida de energía que implica el 

proceso de cruce entre sistemas. El fenómeno de la fluorescencia consiste en 

la emisión de radiación electromagnética sin cambiar su espín electrónico. 

Sin embargo, en la fosforescencia, la molécula pasa a un estado triplete 

excitado antes de emitirse la radiación. Al no producirse ese cambio de espín, 

la fluorescencia es un proceso más rápido que la fosforescencia. La 

fosforescencia es un proceso menos común que la fluorescencia, ya que 

existen menos especies químicas que la presentan.  

- Si la excitación se produce mediante energía química liberada en una 

reacción química, al proceso se le denomina quimioluminiscencia. Cuando 

la reacción es de tipo bioquímico, recibe el nombre de bioluminiscencia, y si 

es de tipo electroquímico, es decir, reacción generada en un electrodo, se 

denomina electroluminiscencia.  En estos casos, puesto que no se utiliza 

ninguna radiación para excitar la molécula, esta solo se caracteriza por su 

longitud de onda de máxima emisión.   

- Existen otros tipos de fenómenos luminiscentes que tienen menos interés 

desde el punto de vista analítico debido a que la intensidad de la radiación 

emitida es relativamente baja. Así, si la energía de excitación es térmica, se 

denomina termoluminiscencia. Otro fenómeno luminiscente es la 

triboluminiscencia, producida mediante la energía mecánica producida al 

romperse los cristales de ciertos compuestos cristalinos, liberándose la 

energía almacenada al formarse el cristal.  

 Según los distintos tipos de fenómenos luminiscentes comentados, la 

espectroscopía de emisión molecular abarca tres técnicas básicas: espectroscopía 

de fluorescencia molecular o espectrofluorimetría, espectrostroscopía de 

fosforescencia molecular o espectrofosforimetría y espectroscopía 

quimioluminiscente.  La luminiscencia sensibilizada puede considerarse un tipo 

especial dentro de la fosforescencia o de la quimioluminiscencia.  
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La intensidad de la radiación fluorescente es directamente proporcional 

a la concentración de especie absorbente a concentraciones muy bajas y es la 

característica habitualmente usada para el desarrollo de metodologías analíticas 

basadas en el fenómeno de la fluorescencia. En general, las técnicas 

luminiscentes permiten obtener mejores límites de detección, puesto que la 

radiación emitida se mide directamente, dependiendo de la intensidad de la 

fuente de excitación, no como en fotometría, que es el resultado de una medida 

indirecta entre la radiación incidente y la transmitida. También se obtienen 

intervalos de linealidad que llegan a ser de 6 o 7 órdenes de magnitud, mientras 

que en fotometría solo se alcanzan no más de 2 o 3 órdenes de magnitud. La 

selectividad de las técnicas fotoluminiscentes es mejor que en fotometría por dos 

factores: 1) existen menos compuestos fotoluminiscentes que absorbentes y 2) al 

trabajar a dos longitudes de onda (excitación y emisión), probablemente 

diferentes compuestos no presenten longitudes iguales. No obstante, pueden 

existir problemas de selectividad debido a fenómenos de inhibición, 

solapamiento espectral, radiación dispersada y señal de fondo de la muestra. 

Estos factores limitan su potencial aplicabilidad al análisis de muestras. Existen 

algunas estrategias que permiten mejorar la selectividad como por ejemplo la 

discriminación espectral (sincrónica, derivada, estrechamiento de banda, larga 

longitud de onda, transferencia de energía), la discriminación temporal (cinética, 

tiempo resuelto), la discriminación química (derivatización) o la discriminación 

matemática (quimiometría).  

Las moléculas fotoluminiscentes presentan tres propiedades 

características que las diferencia de las demás: desplazamiento Stokes, 

rendimiento cuántico de la luminiscencia y duración del estado excitado. Existe 

una gran variedad de factores que pueden afectar a la fluorescencia, como la 

estructura de la especie luminiscente, su concentración, la radiación utilizada 

para excitarla y la presencia de otras especies en el medio. Además, la señal 

fluorescente depende de diversas variables experimentales tales como el oxígeno 
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disuelto, disolventes, pH y temperatura, entre otras. En relación con la 

estructura de las moléculas luminiscentes, estas deben ser capaces de absorber 

la radiación UV o visible, ya que cuanto más absorbente sea la molécula, mayor 

será la posibilidad de que emita luminiscencia y que esta sea más intensa. Son 

moléculas con estructura rígida, plana, con dobles enlaces conjugados y 

multicíclica. La rigidez evita que la molécula pierda la energía absorbida como 

energía vibracional o rotacional. Es frecuente que las moléculas que contengan 

anillos aromáticos con heteroátomos presenten mejor fosforescencia que 

fluorescencia. La capacidad de emisión luminiscente de las moléculas está 

influida por los sustituyentes que presente. Por ejemplo, los grupos dadores de 

electrones, como –NH2 y –OH, o los átomos pesados generalmente aumentan la 

fluorescencia. El pH de la disolución también afecta a la fluorescencia de los 

compuestos, ya que modifica las cargas y formas resonantes del cromóforo.  

Los fluoróforos son especies químicas de naturaleza orgánica que 

presentan diferentes bandas de excitación y emisión características de su 

estructura química. En general, son estructuras químicas capaces de excitarse a 

longitudes de onda características y emitir a otras longitudes de onda superiores, 

en función de su estructura y del mecanismo de desactivación fotoluminiscente. 

Los compuestos fluoróforos son capaces de emitir en distintas zonas del espectro 

electromagnético, desde la zona UV hasta el IR cercano. En la Tabla 6, se 

muestran las familias en las que se pueden englobar los fluoróforos nombrados 

en esta Memoria, la estructuras que presenta cada uno, las longitudes de onda 

de excitación y emisión que manifiestan, y su rendimiento cuántico [123–126]. 

Los fluoróforos que emiten a una longitud de onda más corta se suelen 

denominar fluoróforos convencionales, porque han sido los más utilizados hasta 

la fecha debido al mayor número de especies que emiten en esa región del 

espectro. Algunos componentes de la matriz de la muestra presentan también 

fluorescencia en esta región del espectro y pueden interferir en la señal de 

fluorescencia de estos fluoróforos. Esta limitación se puede evitar o minimizar 
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de dos formas: 1) mediante la aplicación de una metodología cinética, ya que 

normalmente las señales procedentes de la matriz de la muestra tienen una 

naturaleza estática, y 2) realizando tratamientos previos a la muestra para 

eliminar la matriz. Dentro de estos fluoróforos se pueden encontrar, por 

ejemplo, piranina (HPTS), fluoresceína o rodamina B. 
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Además de los fluoróforos convencionales, existen grupos de 

compuestos orgánicos cuya emisión ocurre entre el visible lejano y el infrarrojo 

cercano (>600 nm). En este sentido, la emisión de estos fluoróforos de larga 

longitud de onda (LWFs) no se ve afectada por la señal de los componentes de 

la matriz de la muestra, ya que estos compuestos no presentan emisión en esta 

región del espectro. Esta característica confiere selectividad espectral frente al 

uso de fluoróforos convencionales [127]. Ejemplos de este tipo de fluoróforos 

son el violeta de cresilo o la naftofluoresceína. 

En el caso de LWFs, como presentan emisiones en la región de baja 

energía del espectro, implican un bajo riesgo de degradación de la muestra 

debido a la baja energía que necesitan para excitarse, además de una baja 

probabilidad de sufrir fenómenos de inhibición, debido a su corto tiempo de 

vida. Sin embargo, existen factores que modifican las propiedades luminiscentes 

de estos compuestos. Algunos de estos factores son la presencia de agentes 

sinérgicos, como los surfactantes, o el pH. Los surfactantes pueden formar 

micelas que protegen al complejo de procesos de desactivación no radiante 

proporcionándoles estabilidad y aumentan el rendimiento cuántico de los 

fluoróforos [128]. 

El uso de ambos tipos de fluoróforos está muy extendido en el desarrollo 

de métodos analíticos para la determinación de diferentes compuestos gracias a 

las propiedades que presentan. Los métodos se basan en la pérdida de 

fluorescencia de estos compuestos al verse involucrados en la reacción con el 

analito. Además, como son compuestos solubles en agua, su encapsulación en 

liposomas resulta muy útil en dichos métodos analíticos, ya que al encontrarse 

preconcentrados dentro del liposoma aumentaría la sensibilidad del método. Tal 

es el caso de la determinación de coenzima Q10 en alimentos por medio de 

violeta de cresilo o la determinación de especies de oxígeno reactivas gracias a 

la naftofluoresceína [50,51]. 
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Por último, cabe desatacar la importancia la espectrofluorimetría como 

técnica de detección acoplada con sistemas de flujo a escala convencional o 

microfluídica con diferentes modelos de integración en la etapa de 

reacción/detección.  

4.3. Resonancia de plasmón superficial 

La técnica de resonancia de plasmón de superficie (SPR) es un método 

óptico en el que se mide el cambio en el índice de refracción que producen capas 

muy finas de materiales adsorbidos en la superficie de un metal [129]. El 

fenómeno físico SPR se observó por primera vez a principios del siglo XX y 

desde entonces ha sido muy utilizado en Química Analítica como sistema de 

detección en métodos basados en (bio)sensores que responden a la adsorción de 

moléculas sobre su superficie. La primera aplicación que se conoce de un sensor 

para monitorizar interacciones biomoleculares fue demostrada por primera vez 

en 1983 por Liedberg [130]. 

Un haz de luz polarizada se hace incidir a través de un prisma sobre un 

chip sensor recubierto con una delgada película de oro, la cual actúa como un 

espejo reflejando la radiación. Una fracción de la energía de la radiación 

incidente a un ángulo definido puede interaccionar con los electrones 

deslocalizados de la superficie metálica (plasmón de superficie). Si se cambia el 

ángulo de incidencia y se monitoriza la intensidad de la radiación reflejada, se 

encuentra que esta alcanza un mínimo en el momento en el que la radiación 

incidente excita el plasmón de la superficie induciendo su resonancia [131]. Los 

fotones de la luz polarizada pueden interactuar con los electrones libres de la 

película metálica, produciendo oscilaciones en forma de ola de los electrones 

libres y reduciendo de este modo la intensidad de la luz reflejada. En la Figura 

11 se muestra un esquema de la configuración de un montaje experimental de 

medida de SPR. 
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Figura 11. Dispositivo experimental para la monitorización del SPR. Un chip con un 
recubrimiento de oro se coloca sobre un prisma. La fuente de radiación (láser) emite 
una radiación que incide sobre la superficie del chip. La intensidad de la radiación 

reflejada es medida en el detector y se puede relacionar con el ángulo del haz de luz 
incidente (ϴ). 

El ángulo al cual ocurre la máxima pérdida de intensidad de la radiación 

reflejada se conoce como ángulo de resonancia o ángulo SPR. Este ángulo 

depende de las características ópticas del sistema, como los índices de refracción 

de los medios situados a ambos lados de la película de oro. Si se mantiene 

constante el índice de refracción en el lado del prisma, el cambio de índice de 

refracción producido por la unión de moléculas a la superficie del metal implica 

un desplazamiento del ángulo SPR que puede utilizarse para obtener 

información cinética del proceso, como se muestra en la Figura 12.a. 

Los cambios producidos en las inmediaciones de la superficie del metal 

suponen cambios en el índice de refracción que se pueden monitorizar. La 

profundidad de la penetración del campo electromagnético (campo evanescente) 

en la película de oro, normalmente no excede los pocos cientos de nanómetros. 

La representación de esta variación interpretada por la variación del ángulo SPR 

en función del tiempo se denomina sensograma, como el que aparece en la 

Figura 12.b. En este ejemplo se muestra cómo al principio de la medida, el 

ángulo no varía al no producirse ningún cambio en el sistema. Sin embargo, al 

introducir la muestra y que esta quede adsorbida en la superficie, se produce un 

cambio en el índice de refracción. Posteriormente se puede realizar la desorción 
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de las especies de la superficie. La monitorización del proceso de adsorción-

desorción puede llevarse a cabo en tiempo real y la cantidad de especie adsorbida 

puede ser determinada. 

 
Figura 12. a Representación del desplazamiento en el ángulo SPR de 1 a 2 por un 

cambio en el índice de refracción en la superficie del chip. b Esquema de un 
sensograma en el que se representa el ángulo SPR frente al tiempo. Antes de la 

inyección de una muestra (flecha) no ocurre ningún cambio en el sensor, pero después 
de adsorberse moléculas en la superficie se produce un cambio en el ángulo SPR, 

resultado de un cambio en el índice de refracción. 

Los sensores SPR presentan como limitación la falta de selectividad 

intrínseca, ya que todos los cambios en el índice de refracción en el campo 

evanescente pueden ser medidos. Debido a esto, pueden observarse cambios 

debidos a variaciones en la composición o concentración de la disolución 

reguladora. Para solucionar esta limitación se puede introducir al principio la 

disolución reguladora y así originar una línea de base a partir de la cual se 

puedan medir los cambios producidos por la adsorción del analito. Para evitar 

la adsorción de moléculas que no sean el analito, la superficie debe ser 

modificada con ligandos adecuados que reaccionen o interaccionen 

selectivamente con los compuestos de interés y que no faciliten la adsorción de 

otros compuestos. Un ejemplo de esta modificación por ligandos es la 

inmovilización de aptámeros en la superficie de oro para la determinación 

selectiva de compuestos que el aptámero reconozca selectivamente [132]. Para 
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anclar estos ligandos mejor a la superficie metálica se pueden utilizar 

nanomateriales depositados como el grafeno al que se inmovilizan especies como 

anticuerpos [133] o aptámeros [134,135]. 

En la etapa de disociación, no todo el analito se separa del ligando, ya 

que esta unión se produce por enlaces covalentes principalmente, siendo difíciles 

de romper. Para romper la unión selectiva entre analito y ligando se puede 

incluir en algunos sistemas una etapa de regeneración del sensor, sin afectar a la 

inmovilización del ligando en la superficie metálica. Esta etapa se lleva a cabo si 

se quieren realizar múltiples medidas con el mismo chip. Si la regeneración es 

incompleta, la masa acumulada provocará un aumento en el nivel de referencia. 

La técnica SPR ha ganado importancia, debido a que es una técnica que 

no necesita etiquetas (label-free) como moléculas fluorescentes o radiactivas 

unidas al analito, y únicamente uno de los componentes involucrados en la 

interacción tiene que estar inmovilizado en la superficie del sensor. Idealmente, 

el sensograma contiene información cinética, pero también información del 

equilibrio, como la constante de unión o disociación entre aptámero y analito 

(KD), que da información de la concentración a partir de la cual, la concentración 

de especie disociada es mayor que la concentración de especia asociada. Si se 

representa el cambio de índice de refracción en función de la concentración de 

analito, se obtiene una isoterma que tiene por ecuación: 

seq= 
smax

1+KD/c
 

donde seq es la señal del equilibrio a una concentración de analito, smax es la señal 

máxima que se puede obtener, KD es la constante de disociación y c es la 

concentración de analito. Esta ecuación indica que la mitad de la saturación se 

obtiene cuando la concentración de analito es igual a la KD [136].  

Hay muchos tipos de instrumentación SPR, pero el uso de sistemas 

microfluídicos de análisis está ganando importancia desde su comercialización a 

finales del siglo XX. La mayoría de estos sistemas tienen dos o más canales 
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ópticos en los que llevar a cabo la monitorización, pudiéndose usar 

independientemente o como una combinación de canales de medida y referencia 

para medidas diferenciales. Esta instrumentación compacta supone una opción 

muy rentable y portátil [137]. 

4.4. Espectroscopía Raman 

La información molecular que proporciona la espectroscopía Raman es 

del mismo tipo que la obtenida con la espectroscopía infrarroja. Cada una de 

estas técnicas se puede usar como complemento de la otra en el ámbito de 

caracterización de nanomateriales. El efecto Raman fue descubierto en 1928 por 

el físico indio C. V. Raman. Durante la época de 1930 se extendió su uso y a 

partir de 1965, al incorporar el láser como fuente de excitación se dio el impulso 

definitivo a la técnica. Antes de la utilización del láser, las muestras debían ser 

disoluciones claras, incoloras y no fluorescentes, bastante concentradas y con un 

volumen elevado. Sin embargo, estas limitaciones se han eliminado al usar la 

fuente de láser helio-neón. La espectroscopía Raman es una técnica simple, 

puede realizarse a temperatura y presión ambiente, rápida, no destructiva y no 

invasiva. 

Raman observó que cuando un haz de luz monocromática incide sobre 

un conjunto de moléculas, parte de esta radiación es dispersada. La mayor parte 

(99 %), con la misma frecuencia que la radiación incidente (dispersión Rayleigh 

o elástica), pero una pequeña parte (menos del 1 %) varía su frecuencia. Esta 

diferencia entre la frecuencia de la radiación incidente y la dispersada (llamada 

raya o banda Raman) es característica de cada molécula. La frecuencia de la 

radiación dispersada puede ser mayor si la radiación incidente excita una 

molécula a un nivel vibracional o rotacional de mayor energía (línea Stokes) o 

menor si las moléculas están en un estado excitado cuando la radiación incide 

sobre ellas y aportan energía extra al fotón (línea anti-Stokes). Las líneas Stokes 
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y anti-Stokes suministran la misma información, por lo que normalmente se 

prescinde de la línea anti-Stokes al ser más débil. 

Para que un determinado modo de vibración aparezca en el espectro 

Raman, es preciso que durante la vibración haya un cambio en la 

polarizabilidad, es decir, un cambio en la capacidad para ser polarizada bajo la 

acción de un campo eléctrico. Esto supone que, aparte de las magnitudes de 

frecuencia e intensidad que caracterizan a todas las técnicas espectroscópicas, 

las líneas del espectro Raman se caracterizan además mediante una tercera 

magnitud, el grado de polarización o el factor de despolarización. 

La espectroscopía Raman permite el estudio de gases, líquidos y sólidos. 

Puesto que las intensidades de las emisiones Raman no son muy intensas, 

normalmente no se precisa disolver la muestra. Los disolventes usados, en el 

caso de necesitar diluirse o disolver un sólido, dependerán del espectro Raman 

de la sustancia, su capacidad de solvatación y la posibilidad de interacción 

química con ella. 

En el caso de análisis cualitativo, el espectro Raman de un compuesto es 

único, aunque debe tenerse en cuenta que los espectros de sustancias homólogas 

son muy parecidos si las moléculas son grandes. El espectro Raman de una 

mezcla de sustancias que no reaccionan es la suma de todos los espectros Raman 

de las sustancias por separado. Esto favorece la identificación de sustancias por 

comparación de espectros si se dispone de los espectros de las sustancias por 

separado. Si se realiza análisis cuantitativo con la espectroscopía Raman, 

presenta una ventaja en relación con otras técnicas de absorción, y es que la 

altura de los picos es linealmente proporcional a la concentración y no sigue una 

relación logarítmica. Además, los espectros obtenidos son más simples, al no 

existir armónicos ni tonos de combinación y las bandas de emisión son estrechas 

y no presentan solapamiento con las bandas de absorción. 
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La espectroscopía Raman ha resultado ser muy útil en el estudio de las 

estructuras de carbono, sin importar la forma en la que se encuentren, ya que 

todas ellas presentan características comunes. El espectro parece simple, al 

aparecer un par de bandas muy intensas en la región de 1000–2000 cm-1 y 

algunas otras modulaciones de segundo orden. Sin embargo, su forma, 

intensidad y posición permite distinguir carbón amorfo de nanotubos o grafeno. 

La dispersión peculiar de los electrones π del grafeno es la razón fundamental 

por la que la espectroscopía Raman del carbono es resonante y, por tanto, una 

prueba eficiente de sus propiedades electrónicas. Esto explica por qué se ha 

investigado la interpretación de los espectros Raman de estos materiales durante 

40 años [138,139]. 

Las características principales del espectro Raman del carbono son los 

llamados picos G y D, que se encuentran sobre 1560 y 1360 cm-1, 

respectivamente. El pico G aparece por el estiramiento del enlace de los pares 

de átomos sp2 en anillos y cadenas. El pico D se debe a los modos de respiración 

de los átomos sp2 de los anillos. En el grafeno aparece otro pico característico a 

2700 cm-1, llamado 2D porque aparece a una frecuencia parecida al doble del 

pico D. 

Además de las frecuencias de estos picos, sus intensidades también 

sirven para caracterizar a los distintos tipos de carbono. El grafeno tiene un 

único pico 2D delgado y cuatro veces más intenso que el pico G. Sin embargo, 

en el grafito este pico aparece desdoblado en dos, cada uno siendo un cuarto y 

la mitad del pico G. Esto puede dar una indicación de que cuanto más estrecho 

es el pico 2D, más se acercará a una monocapa. La relación entre el pico D y G 

da información sobre la ordenación de los anillos en las capas. Cuanto mayor es 

el pico D, más desorden y defectos se encuentran en la capa.  
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5. Antecedentes bibliográficos de la determinación de 

antibióticos aminoglucósidos  

Para el desarrollo de los métodos de evaluación de la seguridad 

alimentaria que se presentan en esta Memoria se han utilizado antibióticos 

aminoglucósidos (AAGs) como modelos de compuestos xenobióticos. A 

continuación, se describen brevemente diversos aspectos relacionados con estos 

compuestos y se comentan algunos métodos previamente descritos para su 

determinación. 

El concepto de seguridad agroalimentaria presenta dos vertientes. Por 

una parte, se entiende como seguridad alimentaria la garantía del acceso físico y 

económico a suficientes alimentos y por otra, a la inocuidad de estos alimentos. 

En este sentido, las investigaciones realizadas se han centrado en la evaluación 

de la seguridad de la inocuidad de los alimentos ingeridos y cómo esta puede 

verse amenazada por elementos de riesgo. La seguridad alimentaria debe 

corroborarse en toda la cadena del proceso productivo del alimento, desde la 

siembra en el campo o la crianza de los animales hasta el consumo del producto 

final. Por tanto, es necesario evaluar la seguridad en todas etapas, necesitándose 

el desarrollo de metodologías analíticas que hagan posible esta evaluación. 

Los agentes que amenazan la inocuidad de los alimentos pueden ser 

componentes propios del alimento, como factores antinutricionales o alérgenos, 

pero también pueden ser componentes externos del alimento, los llamados 

xenobióticos, o también agentes infecciosos, biotoxinas o tóxicos que aparecen 

durante el procesamiento de los alimentos. Dentro de los xenobióticos se pueden 

diferenciar aditivos y residuos de diferentes compuestos, como plaguicidas, 

pesticidas, fertilizantes o fármacos. Entre los residuos de fármacos considerados 

como xenobióticos, se encuentran los antibióticos y antimicrobianos, los 

tranquilizantes o las hormonas promotoras del crecimiento. Esta Memoria, como 
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se ha comentado, se centra en el estudio de algunos de estos xenobióticos, como 

son los AAGs, un tipo de fármaco que puede aparecer como residuos en 

muestras alimentarias de origen animal [140]. 

Los AAGs son agentes antibacterianos usados comúnmente en el 

tratamiento de infecciones causadas por bacterias Gram-negativas. Se pueden 

dividir entre diferentes clases según su estructura y biosíntesis. La estructura 

general consiste en un derivado inositol unido al menos a un aminoazúcar, 

conteniendo varios grupos hidroxilo libres y al menos dos grupos amino. Estos 

dos grupos son la clave para la unión con el ARN del ribosoma y así interfieren 

en la traducción de proteínas, cuyo resultado final es el daño estructural de la 

membrana celular. 

El primer AAG descubierto fue la estreptomicina, que presenta una 

estreptamina guanidinilada en la posición 4 de una unidad disacárida. Hay pocos 

antibióticos que formen parte de esta clase. La clase más común presenta un 

esqueleto de 2-desoxiestreptamina y son derivados sintéticos de la paromamina. 

En esta clase se incluye la kanamicina, la neomicina y la gentamicina. La clase 

de la kanamicina consiste en un derivado sustituido en las posiciones 4 y 6 con 

una 3-aminoglucosa y 2-amino o 2,6-aminoglucosa. La clase de la neomicina 

tiene una o dos hexosas y una furanosa unida en la posición 4 y 5, y los grupos 

amino se presentan únicamente en las hexosas. La clase de la gentamicina 

presenta sustituciones en la posición 4 y 6 y dos hexosas. La mayoría de los 

AAGs clínicamente relevantes derivan de estas clases [141]. La Figura 13 

muestra las estructuras químicas de los cuatro AAGs que pertenecen a las cuatro 

clases más importantes, los cuales han sido estudiados en esta Memoria. 

Estos antibióticos se han usado tanto en tratamientos humanos como 

veterinarios, para tratar infecciones del sistema urinario, tracto respiratorio, 

huesos, articulaciones y piel. Además, también se usan en suplementación 

alimentaria de animales de granja como promotores del crecimiento en forma de 
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aditivos y en control de plagas en jardinería. La administración oral de estos 

medicamentos para tratamiento de enfermedades no se utiliza, ya que no se 

absorben bien, y deben suministrarse por vía intramuscular (inyecciones), por 

la piel (cremas) o por los oídos y los ojos (gotas). Por otro lado, la toxicidad 

clínica de los AAGs con sus efectos secundarios graves, como nefrotoxicidad, 

ototoxicidad y toxicidad en el aparato digestivo y sistema nervioso siguen siendo 

una preocupación. Los antibióticos se acumulan en tejidos parenquimatosos, 

como la corteza renal, por unión a glicoproteínas. Además, puede causar daño 

fetal al pasar a través de la placenta [142]. Por ello, al realizar la terapia con 

estos antibióticos se debe hacer un seguimiento de su concentración en plasma, 

para saber la cantidad de AAGs que quedan en el cuerpo antes de la siguiente 

dosis [143]. 

 
Figura 13. Estructuras químicas de los antibióticos aminoglucósidos estudiados. 

Al ser medicamentos que se suministran a animales para tratarlos 

terapéuticamente, puede haber riesgo de sobredosis en el tratamiento del animal. 

Asimismo, tras la administración del fármaco a un animal tiene lugar un proceso 



Introducción
 

 
92 

de metabolización que favorece su eliminación, por lo que es necesario establecer 

el intervalo de tiempo que debe transcurrir desde la administración hasta que 

puedan recogerse sus productos con objeto de que no queden residuos o éstos 

se encuentren por debajo de los límites máximos fijados para que su 

comercialización no constituya un riesgo para el consumidor. Si esto no se 

cumple y ocurre que restos de estos antibióticos lleguen como residuos en 

alimentos de procedencia animal al consumidor, pueden provocar un aumento 

de la resistencia bacteriana, además de poder producir alteraciones de la flora 

intestinal o inducir alergias en individuos sensibles. Además, en la industria 

alimentaria pueden provocar inhibición de algunos microorganismos de interés 

tecnológico [140]. Por estas razones, su dosis debe estar bien regulada.  

La legislación Comunitaria establece que cualquier sustancia 

farmacológicamente activa empleada como medicamento en prácticas 

veterinarias debe ser evaluada antes de su autorización. El fin de esa evaluación 

es la designación de un parámetro que defina la máxima concentración permitida 

(MRL) de un residuo de fármaco por el uso de un producto medicinal en 

alimentos de origen animal. Este valor se basa en la especie animal y la cantidad 

del residuo considerando que no conlleve un riesgo toxicológico para la salud, 

teniendo en cuenta la dosis diaria admisible (ADI) o una ADI temporal con un 

factor de seguridad adicional. También se tiene en cuenta otros riesgos de salud 

pública relevantes, así como aspectos relacionados con la tecnología de los 

alimentos [144]. 

Estos MRL fueron establecidos por primera vez mediante el 

Reglamento (EEC) núm. 2377/90 del Consejo de Comunidades Europeas del 26 

de junio de 1990, el cual fue posteriormente corregido y modificado hasta quedar 

finalmente derogado por el Reglamento (CE) núm. 470/2009 del Parlamento 

Europeo y del Consejo de la Unión Europea [1]. En esta regulación se incluyen 

cuatro anexos que clasifican a las sustancias según se haya establecido un MRL 

de forma definitiva (Anexo I), las que debido a su inocuidad no necesitan que se 
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establezca un MRL (Anexo II), las sustancias a las que se les ha establecido un 

MRL provisional (Anexo III) y las sustancias prohibidas que no pueden 

establecerse MRL y, por ende, no pueden ser utilizadas en animales destinados 

a consumo humano (Anexo IV). En la Tabla 7 se muestran los MRL de los 

antibióticos usados como analitos en el desarrollo experimental de esta Tesis 

Doctoral. 

Tabla 7. Límites máximos de residuo de antibióticos en diversos productos de origen 
animal 
Antibiótico Origen animal 

(especies animales) 
MRL, µg kg-1 Diana 

Kanamicina Todas las especies 
productoras de alimentos 

150 Leche 

 100 Músculo 

Estreptomicina Bovino 200 Leche 

 Porcino 500 Músculo 

Gentamicina Bovino 100 Leche 

 Porcino 50 Músculo 

Neomicina Todas las especies  
productoras de alimentos 

1500 Leche 

 500 Músculo 

 

Desde el punto de vista químico, estos compuestos se caracterizan por 

ser muy polares y solubles en agua. Esto puede tener un efecto negativo en el 

medio ambiente, ya que al ser excretados sin metabolizarse pueden disolverse en 

residuos y favorecer un aumento de la resistencia a estos antibióticos. Además, 

otra característica es que no presentan grupos cromóforos o fluoróforos en sus 

estructuras, por lo que su determinación fotométrica se debe realizar a 

longitudes de onda muy cortas en la zona UV con poca sensibilidad. Esto ha 

propiciado el desarrollado de otros métodos de detección de estos antibióticos. 

Al llevar a cabo una reacción, puede que los reactivos no presenten 

fluorescencia. Sin embargo, al ser irradiados los productos, pasan a un estado 

excitado que al volver al estado fundamental emiten la energía en forma de 

radiación. Esta fluorescencia se puede monitorizar y relacionar con la 
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concentración de producto formado y, por consecuencia, con la concentración 

de alguno de los reactivos. De esta forma, se pueden hacer medidas de 

fluorescencia de analitos que por sí mismos no presentan fluorescencia intrínseca 

y que si no fuese por el uso de esta alternativa no se podrían monitorizar con 

métodos fluorescentes. Estas determinaciones son de gran interés en el ámbito 

agroalimentario, como se deduce del número de publicaciones recientes que 

abordan la determinación de xenobióticos en alimentos, como la determinación 

de nitratos, nitritos y nitrosaminas en alimentos, pesticidas o residuos de 

medicamentos veterinarios suministrados a animales destinados a consumo 

humano [145]. 

Se han descrito diversas metodologías analíticas para la determinación 

de AAGs. Como se determinan en muestras de origen biológico y 

agroalimentario, el tratamiento de muestra es una etapa limitante en estas 

metodologías. Los pasos generales de tratamiento de muestra implican la 

homogeneización de la muestra, la precipitación de proteínas usando ácidos o 

disolventes orgánicos, agitación mecánica o sonicación para liberar los AAGs 

adsorbidos en disolución, separación del precipitado de la fase líquida, limpieza 

de extractos mediante SPE, desgrasado con n-hexano y, posiblemente, etapas 

de preconcentración [143]. No siempre deben realizarse todos los tratamientos, 

dependerá del método de detección usado. Se han descrito procedimientos de 

limpieza basados en la precipitación de proteínas en disoluciones acuosa 

acidificadas, que además favorecen su extracción al ser solubles [146,147]. 

Los métodos más usados para la determinación de AAGs se basan en 

cromatografía de líquidos (LC) acoplada con varios detectores. Gracias a esta 

técnica se consigue la separación de los antibióticos previa a su detección y así 

analizar gran cantidad de antibióticos al mismo tiempo. Posterior a su separación 

cromatográfica, la detección de los antibióticos se lleva a cabo acoplando 

distintos detectores, como UV, de fluorescencia, espectrometría de masas, entre 

otros [148–150]. Estos métodos se caracterizan por su alta resolución, 
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selectividad y sensibilidad. Sin embargo, presentan desventajas, como el hecho 

de necesitar etapas de purificación y enriquecimiento, entre la que destaca SPE. 

Además, la alta polaridad de los AAGs y su carácter policatiónico puede causar 

problemas en la separación. El hecho de que no presenten grupos cromóforos o 

fluoróforos es un inconveniente cuando se realiza su detección, ya que para 

efectuar la detección directa con detectores UV o de fluorescencia podría haber 

muchas interferencias con la matriz de la muestra. 

El uso de esta técnica necesita de instrumentación relativamente costosa 

y personal altamente capacitado. Para poder utilizar estos detectores para la 

determinación de AAGs se puede llevar a cabo una derivatización. Uno de los 

agentes derivatizantes más populares es el o-ftalaldehído (OPA). La 

derivatización con OPA se produce por la unión a grupos amino primarios del 

antibiótico, dando derivados muy fluorescentes [142,145]. 

Otra técnica utilizada para la separación de antibióticos 

aminoglucósidos para su después detección es la CE. Las ventajas que presenta 

esta técnica son el alto poder de resolución, la asequibilidad de la 

instrumentación y los tiempos de separación relativamente cortos. Sin embargo, 

presenta menor sensibilidad y selectividad que la cromatografía, además de la 

dificultad de acopar diversos detectores, como espectrometría de masas, debido 

a problemas de compatibilidad y la corta vida media de las columnas utilizadas. 

También presenta los mismos problemas que la anterior técnica, ya que se 

necesitaría derivatizar los aminoglucósidos para realizar su detección [142]. 

Los métodos espectrofotométricos y espectrofluorimétricos son métodos 

sencillos y no separativos, por lo que sirven en control rutinario. En general, los 

procesos analíticos incluyen una etapa de derivatización para poder detectar los 

AAGs. Al igual que en LC, se usa OPA como reactivo derivatizante. La reacción 

se ve aumentada cuando se encuentra en presencia de tioles, como 2-

mercaptoetanol o N-acetilcisteína, ya que se forman derivados de isoindol 
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fluorescentes en medios alcalinos [145,151]. El esquema de esta reacción se 

muestra en la Figura 14. 

 
Figura 14. Mecanismo de formación del derivado isoindol fluorescente entre OPA, un 

AAG (R–NH2) y un tiol (R’–SH). 

Estos detectores también se pueden usar junto a sistemas microfluídicos 

para la determinación de antibióticos aminoglucósidos [96,152]. Con ello se 

consiguen las ventajas que presenta el uso de sistemas microfluídicos, como bajo 

consumo de muestra y reactivos, además de favorecer la portabilidad de los 

sistemas y tener un coste menor. 

Los métodos inmunológicos, como fluoroinmunoensayo, 

radioinmunoensayo y ensayo immnunoadsorbente ligado a enzimas (ELISA), 

para la determinación de AAGs también son métodos en los que no se usa la 

separación de los analitos. Presentan una alta sensibilidad y bajos valores de 

LOD. Estos métodos se basan en el reconocimiento de una molécula objetivo de 

los anticuerpos. La detección en estos métodos se puede realizar con detectores 

fotométricos o fluorimétricos [142]. 

Con el uso de NMs, se facilita la formación de sensores para la 

determinación de AAGs. Un sensor es un dispositivo en el que hay una etapa de 

reconocimiento de la molécula objetivo y una etapa de transducción de la señal 

en una señal detectable físicamente en el mismo dispositivo [153]. Se pueden 

formar biosensores para la determinación de AAGs si hay una etapa de 

reconocimiento de la molécula objetivo por inmovilización de los anticuerpos, 

como la unión de anticuerpos a AuNPs [154]. En estos biosensores también se 
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pueden inmovilizar otras moléculas de reconocimiento, como liposomas [155] o 

aptámeros, formando los llamados aptasensores. Estas moléculas, como ya se ha 

comentado, presentan ventajas respecto de los anticuerpos, como su bajo coste 

de producción y su alta estabilidad [156]. 

Los aptasensores se pueden fabricar con varios transductores sensibles 

a la masa, ópticos o electroquímicos. Dentro de los biosensores ópticos, los más 

usados han sido los basados en detección colorimétrica y fluorimétrica. Por 

ejemplo, el uso de AuNPs con aptámeros inmovilizados en los que se mide el 

cambio en el plasmón de resonancia [157] o la unión del aptámero a un 

fluoróforo que pierde su fluorescencia en presencia un agente que reduce su 

fluorescencia con el antibiótico [147,158,159]. Los aptasensores con detección 

electroquímica se basan en la inmovilización del aptámero marcado con una 

sonda redox en la superficie del electrodo [109].  

Para no necesitar métodos de tratamiento de muestra, se han 

desarrollado diversos métodos, como los basados en detección del plasmón de 

resonancia superficial. La unión de detectores SPR da como resultado muchas 

aplicaciones de aptasensores y diferentes sistemas de LOC en las que se modifica 

el índice de refracción de la película y, en consecuencia, el ángulo de resonancia 

cuando se une el antibiótico al sensor [156]. 

La concentración de estos analitos puede tener unos niveles muy bajos 

en las muestras agroalimentarias y, debido a la complejidad de la matriz de estas 

muestras, se crea la necesidad de métodos más sensibles y selectivos para el 

control de la calidad agroalimentaria. Los LOD de las técnicas descritas hasta 

el momento y, por ende, los de las técnicas desarrolladas en la presente Tesis 

Doctoral, deben estar por debajo de los MRL descritos en la legislación. 

Asimismo, se deben conocer las características de los NMs utilizados en el 

desarrollo de estos métodos y las variables implicadas en las plataformas 

analíticas con las que se determinan estos analitos. Es en este sentido donde se 
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han pretendido que los resultados de la presente Tesis Doctoral realicen su 

aportación. 
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 n el desarrollo de las investigaciones que se recogen en esta Memoria 

han sido posible gracias al empleo de diversas herramientas analíticas, 

considerando como tales todos los elementos utilizados en ellas, desde 

estándares, disoluciones y reactivos, disolventes y muestras, así como los 

dispositivos, aparatos e instrumentos utilizados. En los siguientes apartados de 

este bloque se describen dichas herramientas, poniendo de manifiesto sus 

características y los aspectos más relevantes de su uso. Además, se incluye 

información sobre los métodos de síntesis de los nanomateriales (NMs) 

utilizados, diferentes procedimientos para su caracterización, así como aquellos 

necesarios para el tratamiento de las muestras. 
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1. Estándares, reactivos y muestras 

1.1. Estándares 

En la siguiente tabla se relacionan los compuestos químicos utilizados 

como analitos en la Memoria, su pureza y las casas comerciales que los han 

suministrado. También se incluyen estándares utilizados para realizar el estudio 

de selectividad de los métodos desarrollados. 

Tabla 1. Compuestos empleados, su pureza y casas comerciales distribuidoras 
Compuesto Pureza Casa comercial 

Kanamicina ≥ 98 % Sigma 

Estreptomicina ≥ 95 % Fluka 

Gentamicina ≥ 95 % Fluka 

Neomicina ≥ 85 % Fluka 

Penicilina ≥ 98 % Sigma 
 

Para su correcta conservación, las disoluciones de todos los estándares 

se mantienen protegidas de la luz y a una temperatura de 4 °C. Las disoluciones 

se preparan en disoluciones reguladoras al pH ajustado en casa caso. Las 

disoluciones de trabajo se preparan diariamente mediante dilución de las 

anteriores en la disolución reguladora. 

1.2. Disoluciones, reactivos y disolventes 

- Reactivos empleados en la síntesis de nanopartículas: cloruro de 

hierro(III) hexahidratado de Panreac. Cloruro de hierro(II) 

tetrahidratado y citrato de trisodio dihidratado de Merck. Ácido 

tetracloroáurico (HAuCl4) trihidratado y 1-dodeciltiol (C12SH) de 

Sigma-Aldrich. 
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- Reactivos empleados en la síntesis de liposomas: 1,2-diestearoil-sn-

glicero-3-fosfocolina (DSPC), 3-sn-fosfatidiletanolamina (DOPE) (tipo 

II-S de cerebro bovino) y colesterol (CH) de Sigma-Aldrich. 

- Reactivos empleados en la formación de la superficie del aptasensor: 

Escamas de grafito de K. W. Thielman & Cie KG (China), monocapas 

de grafeno obtenido por deposición química de vapor (CVD) (10 × 10) 

mm desarrollado en un sustrato de cobre recubierto con 

polimetilmetacrilato (PMMA) de Graphenea (San Sebastián, Spain), 

aptámero anti-kanamicina (5-AGATGGGGGTTGAGGCT-3’) 

fabricado por Eurofirms, ácido 1-pirenobutírico (PBA), 1-etil-3-(3-

(dimetilamino)propil) carbodiimida (EDC) y N-hidroxisuccinimida 

(NHS) de Sigma-Aldrich. 

- Reactivos para la formación de gradientes multifase de densidad: Se 

han preparado diferentes gradientes de densidad para su empleo en las 

metodologías de centrifugación, todos constituidos por sacarosa de 

Panreac, Ficoll PM400 y Percoll de Sigma-Aldrich. 

- Disoluciones reguladoras: Se han preparado diferentes disoluciones 

para ajustar el pH requerido para el desarrollo de las reacciones 

utilizadas. Entre otras: hidrógenofosfato de disodio de Merck. N-[2-

hidroxietil]piperazina-N’-[ácido 2-etanosulfónico] (HEPES) y borato 

de sodio de Sigma-Aldrich. 

- Fluoróforos: Rodamina B (RB) de Merck, acetato de violeta de cresilo 

(CV), naftofluoresceína (NF) y sal trisódica del ácido 8-hidroxipireno-

1,3,6-trisulfónico (HPTS), ambos de Sigma-Aldrich. 

- Surfactantes: Tritón X-100, bromuro de cetiltrimetilamonio (CTAB) y 

dodecilsulfato de sodio (SDS) de Sigma-Aldrich. 
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- Disoluciones de ácidos y bases: Ácido clorhídrico de Merck, ácido 

sulfúrico de Panreac, hidróxido de sodio y ácido 16-

mercaptohexadecanioico (MHA) de Sigma-Aldrich. 

- Disolventes orgánicos: n-hexano y metanol de Sigma-Aldrich. 

Cloroformo y etanol de Panreac. 

- Reactivos generales: Cloruro de sodio, nitrito de sodio, permanganato 

de potasio, N-acetilcisteína y o-ftalaldehído (OPA) de Sigma-Aldrich. 

Todos los reactivos empleados a lo largo de las investigaciones realizadas 

han sido de pureza analítica o superior. 

1.3. Muestras 

Para llevar a cabo el estudio de la aplicabilidad de los distintos métodos 

analíticos desarrollados se han empleado distintas muestras de procedencia 

agroalimentaria. 

Se han empleado muestras de leche, que fueron adquiridas en 

supermercados locales de las ciudades de Regensburg (Alemania) y Córdoba 

(España), donde se realizaron las investigaciones. También se han usado 

muestras de diferentes piezas de carne procedentes de distintos animales, tales 

como lomo de cerdo y pechuga de pollo, todos ellas fueron adquiridas en un 

supermercado local de Córdoba (España). 

2. Instrumentación 

En el desarrollo experimental de esta Memoria se han utilizado 

diferentes equipos instrumentales, los cuales se describen a continuación. 
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2.1. Sistema de fraccionamiento en flujo mediante campo de flujo 

asimétrico (AF4) 

Se ha utilizado un sistema automático AF2000 (Postnova Analytics 

GmbH, Landsberg, Alemania) con un canal termostatizado (PN4020, Postnova 

Analytics) acoplado en línea con un detector de dispersión de la radiación 

multiángulo (MALS, PN3621, Postnova Analytics) provisto con 21 detectores 

para su monitorización. El canal de separación del sistema AF4 tiene una 

longitud de 29 cm y está equipado con un espaciador trapezoidal de 350 µm de 

grosor y una membrana compuesta de celulosa regenerada con un tamaño de 

corte de 10 kDa, y utilizada como pared de acumulación. 

2.2. Analizador para medidas de dispersión dinámica de la radiación 

(DLS) 

La distribución de tamaño y el potencial Z de los liposomas se ha medido 

utilizando un analizador Zetasizer Nano ZSP ZEN5600 (Malvern Instruments, 

Spring Lane South, Worcestershire, UK). El fundamento de este instrumento 

se basa en la técnica espectroscópica de correlación de fotones. Las medidas se 

han llevado a cabo mediante el uso de un láser He-Ne de 10 mW que opera a 

una longitud de onda de 633 nm y se recoge en un detector situado con un ángulo 

de dispersión de 173°. 

2.3. Espectrómetro de resonancia de plasmón superficial (SPR) 

Se ha usado un dispositivo SPR Biosuplar 400T (Mivitec GmbH, 

Sinzing, Alemania) con un prisma de cristal F1-65° instalado en un carro 

giratorio. En la parte superior del prisma se ha colocado un portaobjetos de 

vidrio recubierto de oro, al que se añade fluido (Cargille®, Cargille Labs, Cedar 

Groove, NJ) para hacer coincidir el índice de refracción del medio con el del 

vidrio. Sobre el portaobjetos se ha colocado una célula de flujo con dos canales. 
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Para realizar el desplazamiento de las disoluciones se ha utilizado un sistema de 

impulsión constituido una bomba peristáltica de cuatro canales IPC 4 (Ismatec, 

NeoLab, Heidelberg, Alemania). 

2.4. Equipos de espectroscopía óptica de emisión molecular. 

Se han utilizado dos espectrofluorímetros para realizar las medidas de 

fluorescencia y, en algunos casos, de dispersión de la radiación. En concreto, se 

han utilizado dos espectrofluorímetros: Horiba Fluorolog-3P y Horiba 

Fluoromax-4P (Jobin-Yvon Technology, Horiba Scientific, Francia). Ambos 

están equipados con una lámpara de Xenón de 150 W que opera a una frecuencia 

de 50-60 Hz, a una velocidad de muestreo que oscila entre 1 ms y 160 s y una 

resolución espectral inferior a 0.5 nm, y un tubo fotomultiplicador que opera en 

un intervalo de 200 a 850 nm, un tiempo de vida medio establecido entre 200 ps 

y 0.1 ms, una capacidad de adquisición de hasta 400000 cuentas/s y una 

resolución límite inferior a 7 ps por canal. Para la realización de medidas en 

sistemas de flujo convencionales se ha usado una célula de flujo Hellma 176-052-

QS con un volumen interno de 18 µL (Hellma, Müllheim, Alemania). El control 

instrumental de los espectrofluorímetros se ha realizado a través de software de 

aplicación FluorEssence (Horiba Scientific). 

2.5. Equipos de espectroscopía de absorción molecular. 

En la caracterización de nanopartículas se han utilizado diferentes 

técnicas espectroscópicas, tales como la espectroscopía de rayos X (XPS), así 

como la espectroscopía infrarroja con transformada de Fourier (FTIR). Ambos 

equipos pertenecen al servicio centralizado de apoyo a la investigación (SCAI) 

de la UCO. 
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- Espectroscopio de Rayos X (XPS): se ha usado el instrumento Specs 

Phoibos 150 MCD 5700 con una radiación no monocromática Al Ka 

(12 kV) y un detector multicanal. 

- Espectroscopio infrarrojo con transformada de Fourier (FTIR): el 

espectro infrarrojo se ha obtenido con el espectrofotómetro FT-MIR 

Bruker Tensor 27 equipado con un microscopio Hyperion 2000, usando 

pastillas de bromuro de potasio.  

2.6. Técnicas microscópicas ópticas y electrónicas. 

- Microscopio confocal. Para la caracterización de liposomas se ha 

utilizado un microscopio confocal Zeiss LSM 800 (Zeiss, Alemania) con 

una resolución de 512 ´ 512 píxeles y equipado con láseres UV, VIS y 

NIR y detector de 3, 6, o 34 canales espectrales. 

- Microscopios electrónicos de transmisión (TEM). Se han utilizado el 

microscopio electrónico de transmisión modelo PHILIPS CM-10, con 

una resolución de 0.5 ´ 0.34 nm y equipado con una cámara digital 

Megaview III y el microscopio electrónico de transmisión modelo 

JEOL JEM 2010, con una resolución de puntos de 0.194 nm trabajando 

entre 80 y 200 kV equipado con una cámara ORIUS. Para realizar 

medidas en estos microscopios se necesitaron rejillas de cobre (200-FC) 

recubiertas con películas de carbono Formvar de malla 200, 

suministradas por Aname (Madrid, España). 

- Microscopio electrónico de barrido (SEM). Se ha utilizado el 

microscopio electrónico de barrido modelo JEOL JSM 6300 

trabajando a una potencia de 20 kV equipado con un detector dispersivo 

de energía de rayos X (EDX). 
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Toda esta instrumentación utilizada para la caracterización de los 

nanomateriales sintetizados también pertenece al servicio centralizado de apoyo 

a la investigación (SCAI) de la UCO. 

- Microscopio Raman. También se ha utilizado un microscopio Raman 

DXR (Thermo Scientific Scientific GmbH, Dreieich, Alemania) con un 

láser de excitación de 532 nm trabajando a una potencia de 10 mW. La 

radiación Raman reflejada se recoge en el mismo objetivo y se focaliza 

hacia un pinole de 50 µm de diámetro previa al detector. El equipo 

permite obtener espectros Raman de alta resolución con capacidad de 

originar imágenes Raman de la superficie de la muestra. Las imágenes 

microscópicas y los mapas se adquirieron mediante un sistema óptico 

MPlan 100´/0.90 BD (Olympus SE & Co. KG, Hamburgo, Alemania). 

3. Dispositivos, aparatos y otros materiales 

3.1. Dispositivos y aparatos de uso específico 

Para poder llevar a cabo las diferentes configuraciones en las que se han 

desarrollados procesos de separación y/o determinación, se han implementado 

diferentes sistemas de flujo desarrollados a escala convencional o bien a escala 

micrométrica. En ambos casos se ha hecho uso de diferentes elementos que se 

citan a continuación. 

3.1.1. Dispositivos y aparatos empleados en sistemas dinámicos 

convencionales 

- Bomba peristáltica de baja presión de cuatro canales con selector de 

velocidad Gilson (Villiers-le-Bel, France) Minipuls 3. 

- Tubos de PTFE de 0,5 mm de diámetro interno para conducir las 

disoluciones, así como para fabricar los bucles y reactores necesarios. 
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- Conectores de PTFE (Omnifit) para unir los tubos de conducción de los 

diferentes componentes del sistema de flujo. 

3.1.2. Dispositivos y aparatos empleados en sistemas dinámicos microfluídicos 

- Bomba de impulsión múltiple de jeringas KDS220 (KD Scientific Inc., 

MA, USA). 

- Bombas microfluídicas de jeringa NE-300 (Micronit, The Netherlands). 

- Válvulas de inyección VA-CN2 Cheminert (Valco, Teknokroma, 

Barcelona). 

- Microrreactores R150.332.2 y R150.676.2 de dimensiones 15 ´ 45 mm y 

volumen interno de 6 y 13 µL, respectivamente (Micronit, The 

Netherlands). 

- Chipholder modelo 4515 (Micronit, The Netherlands). 

3.1.3. Dispositivo de alineamiento fabricado mediante impresión 3D  

El dispositivo de alineamiento ha sido diseñado por el equipo de 

investigación. Este dispositivo se ha utilizado como elemento de integración de 

un dispositivo microfluídico en el compartimento de muestra un 

espectrofluorímetro convencional utilizado en el desarrollo de las 

investigaciones. Su uso permite focalizar la radiación procedente de la fuente de 

excitación en la zona exacta del reactor microfluídico donde tiene lugar la 

reacción y la detección de la radiación emitida adecuadamente alineado dentro 

del compartimento de muestra. En la Figura 1 se muestran unas imágenes del 

dispositivo de alineamiento y su colocación en el interior de la cámara de muestra 

del espectrofuorímetro.  
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Figura 1. Dispositivo de alineamiento diseñado y fabricado con impresión 3D. a 

Imagen del dispositivo obtenido por impresión 3D con material polimérico PLA-850, b 
Imagen del sistema microfluídico integrado en el compartimento de muestra del 

detector espectrofluorimétrico 

Este prototipo se ha fabricado usando una impresora 3D Anet A8 Plus 

(Shenzhen Anet Technology Co, China), cuyas características son: dimensiones 

de 300 ´ 300 ´ 350 mm, con una resolución de la boquilla del cabezal de 

extrusión de 0,1 mm y un rango de altura de impresión de 0,1 a 0,2 mm, 

proporcionando también temperaturas de bloque y de extrusión de 100 y 250 

°C, respectivamente. El prototipo se ha fabricado con un filamento de ácido 

poliláctico (PLA-850), que se ha modificado con un 3D850-PLA NatureWorks 

Ingeo biodegradable. El dispositivo de alineación se ha diseñado utilizando el 

software paramétrico freeCAD versión 0.18-16148 (con licencia de Creative 

Commons Co, LA, EE. UU.) Y se ha exportado a través de una tarjeta microSD 

a la impresora 3D utilizando el formato de archivo STL.  

3.2. Dispositivos y aparatos de uso general 

- Centrífuga controlada por microprocesador MPW-350/R (MPW Med. 

Instruments). 
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- Centrífuga angular Nahita Mod. 2650, 4000 rpm (Auxilab-material de 

laboratorio, España). 

- Baño de ultrasonidos, 50/60 Hz, 360 W (J.P. Selecta, Barcelona, 

España). 

- Baño de agua termostatizado (J.P. Selecta, Barcelona, España). 

- Rotavapor Büchi R-205 (Büchi, Flawil, Suiza). 

- Agitador Vortex (Velp Científica, Milán, Italia). 

- Agitador magnético, 2500 rpm (IKA, Alemania). 

- Estufa de secado, modelo Conterm (J.P. Selecta, Barcelona, España). 

- Placa calefactora con agitación magnética Agimatic-N (J.P. Selecta, 

(Barcelona, España). 

- pH-metro (Crison, modelo GLP 21). 

- Balanza analítica de precisión OHAUS Explorer (OHAUS, Nänikon, 

Suiza). 

- Equipo de agua Milli-Q (Millipore, Bedford, MA, EE. UU.). 

- Micropipetas automáticas con volúmenes comprendidos entre 5 y 1000 

µL de capacidad. 

3.3. Material general de laboratorio 

- Material de vidrio de laboratorio, clase A. 

- Jeringas de plástico de 1 y 5 mL (Albus, España). 

- Filtros de jeringa de celulosa regenerada de tamaño de poro 0,20 µm 

(Análisis Vínicos, España). 

- Filtros de membrana de nylon de tamaño de poro de 0,20 µm (Millipore, 

Bedford, MA, EE. UU.). 

- Tubos Eppendorf de 1,5 mL. 

- Tubos de centrífuga de polipropileno. 
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4. Programas informáticos 

Para la realización de los cálculos estadísticos y la elaboración de las 

diferentes representaciones gráficas se utilizaron los siguientes programas 

informáticos:  

- Software OriginPro9.1.0 (32- bit, OriginLab Co. 2013, Northampton, 

MA, USA) 2021.  

- Software Statgraphics Centurion XVIII (Statistical Graphics Corp. 

version 18.1.12 64-bit) 2021. 

- Software Microsoft Office Excel. Versión 16.471. Microsoft Office 365, 

2021. 

El tratamiento de las imágenes generadas mediante las técnicas 

microscópicas encaminadas a la caracterización de las nanoestructuras fue 

realizado con la plataforma de software libre ImagenJ del National Institute of 

Hearlth, 2019.   

5. Procedimientos de síntesis de nanoestructuras 

5.1. Síntesis de nanopartículas de oro (AuNPs) 

Estas nanopartículas se obtuvieron utilizando el método Turkevich 

convencional [1]. Brevemente, 5 mg de HAuCl4 se disuelven en 47.5 mL de agua 

destilada en un matraz de fondo redondo. Se añaden 2.5 mL de una disolución 

3,4·10-2 mol L-1 de citrato de trisodio dihidratado gota a gota en 2 min y después 

se agita vigorosamente bajo reflujo a 100 °C durante 30 min. El color de la 

disolución cambia gradualmente de amarillo a rojo. La disolución final, que 

contiene aproximadamente 0,25 mmol L-1 AuNPs, se guardó en el frigorífico a 4 

°C hasta su uso. 
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5.2. Síntesis de nanopartículas de oro funcionalizadas con derivados 

tiólicos (AuNPs-C12SH) 

La funcionalización de las AuNPs con C12SH se lleva a cabo gracias al 

enlace Au-S por adsorción química entre el compuesto tiólico sobre la superficie 

de la nanopartícula. Mediante esta funcionalización se obtienen nanopartículas 

hidrofóbicas, ya que la cadena hidrocarbonada del derivado tiólico quedan 

orientadas hacia el exterior de la nanopartícula. Las AuNPs-C12SH se 

obtuvieron de la misma forma que las AuNPs, pero se incluye la adición de 150 

µL de C12SH junto con el citrato de trisodio dihidratado y un tiempo de reflujo 

de 6–10 min. La disolución cambia de color de amarillo a rojo y posteriormente 

a violeta. 

5.3. Síntesis de nanopartículas magnéticas (Fe3O4NPs) 

La síntesis de las Fe3O4NPs se ha llevado a cabo siguiendo el método de 

coprecipitación de dos sales de hierro [2]. Para ello, a 25 mL de una disolución 

acuosa que contiene 0,4 mol L−1 cloruro de hierro (III), 0,4 mol L−1 cloruro de 

hierro (II) y 40 mmol L−1 ácido clorhídrico se le añade gota a gota 250 mL de 

una disolución 1,5 mol L−1 hidróxido sódico con agitación vigorosa (no 

magnética). Las Fe3O4NPs de color marrón oscuro, que se forman 

inmediatamente, se separan mediante el uso de un imán permanente de NdFeB 

y se lavan tres veces con 200 mL de agua destilada. Las nanopartículas se 

centrifugan a 17920´g durante 20 min también por tres veces y posteriormente 

se dispersan en 100 mL de agua destilada. Se guardan en el frigorífico a 4 °C 

para su uso posterior. 
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5.4. Síntesis de nanopartículas magnéticas recubiertas de 

nanopartículas de oro (Fe3O4@AuNPs) 

Este procedimiento de síntesis se realiza por capas, es decir, en primer 

lugar, se obtienen nanopartículas de núcleo magnético (Fe3O4NPs) y 

posteriormente se forman capas de AuNPs por adición de los reactantes 

directamente sobre la suspensión de Fe3O4NPs. Brevemente, a 2,5 mL de una 

disolución de HAuCl4 (20 mg mL−1) se añade 22,5 mL de agua destilada y se 

calienta a 90 °C con agitación mecánica durante 40 min. A continuación, se le 

añaden 0,75 mL de la disolución de Fe3O4NPs preparada anteriormente y 0,5 

mL de citrato de trisodio dihidratado (500 mmol L−1) y se deja reaccionar 

agitando mecánicamente a 90 °C durante 15 min. La disolución cambia 

gradualmente de color hasta borgoña, que se corresponde con las nanopartículas 

híbridas de Fe3O4@AuNPs. Las nanopartículas se conservan refrigeradas a 4 °C 

hasta su uso.  

5.5. Síntesis de nanopartículas magnéticas recubiertas de 

nanopartículas de oro recubiertas de derivados tiólicos 

(Fe3O4@AuNPs-C12SH) 

El procedimiento para la síntesis de estas nanopartículas híbridas con 

carácter hidrofóbico es el mismo que el utilizado en el procedimiento anterior, 

para la síntesis de Fe3O4@AuNPs. La diferencia reside en que en la etapa de 

reducción del HAuCl4 por adición de citrato de trisodio dihidratado, también se 

procede a la adición 5 mL de C12SH, obteniéndose finalmente las 

Fe3O4@AuNPs-C12SH. Las NPs, de un color grisáceo, se conservan en el 

frigorífico a 4 °C hasta su uso.  
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5.6. Síntesis de liposomas 

Para la preparación de las diferentes suspensiones de liposomas 

utilizados en el desarrollo experimental de esta Memoria, se ha seguido el 

método de evaporación rápida de disolvente (RSE) [3]. Se trata de un método 

bastante rápido y que permite obtener suspensiones de liposomas a partir de 

mezclas de diferentes cantidades de fosfolípidos y otras sustancias coadyuvantes 

disueltos en una mezcla de disolvente orgánicos, procediendo rápidamente a su 

evaporación en rotavapor a una presión y temperatura controlada bajo 

condiciones de vacío. Con este método se pueden sintetizar liposomas con 

distintas especies encapsuladas, como nanopartículas sintetizadas 

anteriormente, fluoróforos o reactivos. 

Se toman 20 µL de una mezcla de disoluciones en cloroformo de 

fosfolípidos, compuesta por DSPC, DOPE y CH (75:12.5:12.5) y se disuelve en 

1 mL de una mezcla 880/120 de cloroformo/metanol. Esta disolución se añade a 

un matraz de fondo redondo de 50 mL. Se añaden lentamente por las paredes 

del matraz las distintas especies que se quieran encapsular, rellenando con 

disolución reguladora hasta un volumen de 10 mL. Los liposomas se forman en 

fase acuosa y se elimina el disolvente orgánico en el rotavapor a 40 °C y 300 rpm 

bajo vacío (a una presión aproximadamente de 10 mmHg). Después de 15 min 

de evaporación, se obtiene un fluido opalescente, con un volumen final 

aproximado de 10 mL. La suspensión resultante contiene una mezcla de 

liposomas con una amplia polidispersidad, en la que los componentes 

mayoritarios son vesículas gigantes unilamelares (GUVs) y vesículas multi-

vesiculares (MVVs). 

5.7. Síntesis de óxido de grafeno reducido (rGO) 

Para obtener óxido de grafeno reducido (rGO), primero se sintetiza 

óxido de grafeno (GO). El GO se sintetiza a partir de grafito siguiendo el 
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método modificado de Hummers, sometiéndolo después a una etapa de 

reducción química [4,5]. Se toman 100 mg de grafito en escamas y se mezclan 

con 75 mg de nitrato de sodio, 7,5 mL de ácido sulfúrico concentrado y 450 mg 

de permanganato de magnesio. La mezcla se somete a ultrasonidos durante 3 h 

y se agita durante 3 días a temperatura ambiente. Pasado este tiempo, se añaden 

7,5 mL de ácido sulfúrico al 5 % y se agita bajo reflujo durante 2 h más a 100 

°C. A continuación, se adiciona 1,5 mL de peróxido de hidrógeno al 30 % bajo 

agitación constante durante 1 h a temperatura ambiente. Para la purificación del 

GO, se lava con las siguientes disoluciones: cuatro veces con una mezcla 

compuesta por ácido sulfúrico al 3 % y peróxido de hidrógeno al 0,5 %, dos veces 

con ácido clorhídrico al 3 % y tres veces con agua destilada. El producto 

obtenido se somete a diálisis en agua (con una membrana de 14 kDa de cut-off) 

durante 10 días. 

Una vez obtenida la suspensión de GO, se procede a su reducción para 

la formación de rGO [4,6]. Para ello, 7 mL de la suspensión de GO (0,5 mg mL-

1) se mezcla con 31 µL de amoniaco al 32 % en agua. Después se añaden 5 µL 

de hidracina hidratada al 98 % y la mezcla se somete a reflujo durante 1 h a 100 

°C. Por último, la suspensión final de color negro se lava con agua destilada. 

6. Procedimiento de inclusión de liposomas en una epoxi-

resina 

La caracterización directa de liposomas mediante TEM no es posible, 

debido a que la etapa necesaria de evaporación del disolvente para el depósito 

del residuo seco sobre la rejilla del portamuestras, implica la rotura de los 

liposomas a causa de su deshidratación. Aunque en la bibliografía existen 

alternativas al depósito directo por evaporación de la muestra basadas en el 

empleo de procedimientos de fijación-tinción negativa de las vesículas o el uso 

de la modalidad crioTEM, en el desarrollo de estas investigaciones se propone 
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un procedimiento de inclusión de los liposomas en una epoxi-resina, como el 

empleado en la inclusión de células biológicas [7]. Esta inclusión se basa en la 

consideración de la suspensión de liposomas como una muestra con consistencia 

semifluida similar a una muestra biológica. La resina utilizada es la resina 

comercial EPON preparada a partir de cuatro componentes: TAAB, DDSA, 

MNA y DPM-30. 

El primer paso del procedimiento consiste en añadir 1,5 mL de 

suspensión de liposomas a un tubo Eppendorf seguido de una centrifugación a 

1120´g durante 20 min. Después se retira el sobrenadante y se añade 

glutaraldehido 2 % a cada uno de los Eppendorf para realizar la fijación y se 

mantiene refrigerado a 4 °C durante 2 horas. Posteriormente se realizan tres 

lavados con agua destilada para eliminar el fijador, dejando actuar el agua 

durante 15 min. Se realiza una post-fijación con tetróxido de osmio 1 % y se 

mantiene durante 2 horas refrigerado. Se realiza otra serie de cuatro lavados con 

agua destilada, de 10 min cada uno. El siguiente paso es la deshidratación. Para 

ello, se realiza una escala ascendente de acetona: pasando de acetona 30 % 

durante 15 min, a 50 % durante 30 min, 70 % durante toda la noche en 

frigorífico, 90 % durante 30 min y, por último, 100 % dos veces, cada uno de 45 

min. Para adecuar la muestra a la inclusión en la resina, se sustituye el medio de 

deshidratación, la acetona, por óxido de propileno, añadiendo dos veces este 

compuesto durante 10 min. Por último, se sustituye el óxido de propileno por la 

resina, añadiendo mezclas óxido de propileno/agua. Primero, se añade una 

mezcla 2:1 óxido de propileno/resina durante una hora. Después, se añade una 

mezcla 1:1 durante 30 min. Posteriormente, una mezcla 1:2 durante 30 min y por 

último se añade sólo resina y se deja durante toda la noche. Como paso final, la 

mezcla incluida en la resina se introduce en moldes y se pone en estufa a 50 °C 

durante 24 horas parar realizar la curación de la resina. Cuando se saca de la 

estufa, se deben esperar otras 24 horas para poder cortar y tallar la muestra.  
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7. Preparación de muestras 

Algunas de las muestras empleadas durante el desarrollo experimental 

no requirieron ningún tratamiento previo a su análisis. Tal es el caso de las 

muestras de leche de vaca que se usan para su análisis con SPR, las cuales se 

introdujeron en el sistema de flujo, bien de forma directa o bien mediante una 

simple dilución en agua Milli-Q. Sin embargo, esa misma muestra en otros 

sistemas de análisis u otras muestras requirieron diversos tratamientos previos, 

los cuales se describen a continuación. 

7.1. Precipitación de proteínas 

Existen múltiples tratamientos para desnaturalizar y precipitar 

proteínas de la matriz de la muestra, permitiendo eliminarlas y evitando que 

interfieran en medidas posteriores. El método utilizado para precipitar las 

proteínas de la leche analizada consiste en mezclar 20 mL de muestra con 20 mL 

de una disolución de ácido tricloroacético al 20 % con agitación durante 40 min. 

Después se somete a un proceso de centrifugación a 4 °C durante 15 min a 

11830´g, recogiendo los sobrenadantes y filtrándolos con un filtro de membrana 

de 0,2-µm. Posteriormente, los filtrados se diluyen cinco veces con la disolución 

reguladora borato (50 mmol L-1, pH 9,5) [8,9]. 

7.2. Extracción sólido-líquido 

Con el fin de extraer los analitos de la muestra se realiza una extracción 

convencional sólido-líquido para las distintas muestras de carne. Esta extracción 

consiste en la separación de componentes solubles de la matriz de la muestra 

mediante la utilización de un disolvente adecuado. Para ello, 5 g de las distintas 

muestras de carne se mezclan con 10 mL de la disolución de extracción (ácido 

tricloroacético 8,3 g L-1, Tween 20 al 0.0083 %, metanol al 16,7 % y 
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mercaptoetanol al 0.05 %) y se someten a centrifugación durante 10 min a 

11830´g. Los sobrenadantes se recogen y se diluyen 5 veces con la disolución 

reguladora borato (50 mmol L-1, pH 9,5) [10]. 
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 l desarrollo y caracterización de nuevos nanomateriales (NMs), así 

como la separación de los componentes posterior a su síntesis para obtener NMs 

fraccionados según su distribución de forma y tamaño, y así utilizarlos como 

herramientas analíticas en el desarrollo de nuevas metodologías analíticas es un 

aspecto de gran interés en la innovación en Química Analítica. Un método ideal 

para la separación por tamaños de NMs debe ser rápido, económico, fácil de 

implementar en el equipamiento de rutina y, además, cubrir un amplio intervalo 

de tamaños [1]. A lo largo de este Bloque de la Memoria se presentan las 

investigaciones realizadas para la síntesis de diversos NMs y el desarrollo de 

metodologías de separación y caracterización de dichos NMs, para su posterior 

utilización en métodos analíticos determinativos, dando lugar a las siguientes 

publicaciones: 

• Separation and purification of hydrophobic magnetite-gold hybrid 

nanoparticles by multiphase density gradient centrifugation. Á. Écija-

Arenas, V. Román-Pizarro, J.M. Fernández-Romero, A. Gómez-Hens. 

Microchim. Acta 183 (2016) 2005-2012. 

• Luminescence continuous flow system for monitoring the efficiency of 

hybrid liposomes separation using multiphase density gradient 

centrifugation. Á. Écija-Arenas, V. Román-Pizarro, J.M. Fernández-

Romero. Talanta 222 (2021) 121532. 

• Separation and characterization of liposomes using asymmetric flow field-

flow fractionation with online multi-angle light scattering detection. Á. 

Écija-Arenas, V. Román-Pizarro, J.M. Fernández-Romero. J. Chrom. A 

1636 (2021) 461798. 

E 
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Como se ha comentado en la Introducción de esta Memoria, existe una 

amplia variedad de NMs con implicaciones en diferentes etapas del proceso 

analítico [2,3]. En el desarrollo experimental de esta Tesis Doctoral, se han 

utilizado diferentes procedimientos de síntesis tanto de nanopartículas híbridas, 

como se detalla en la primera publicación de este Bloque (Capítulo I.1), como 

de liposomas híbridos, como los desarrollados en la segunda (Capítulo I.2) y 

tercera publicación (Capítulo I.3). Una vez sintetizados los NMs, se han 

desarrollados diferentes métodos de separación y caracterización de estos. 

Las dos primeras publicaciones son referidas al desarrollo de métodos 

de separación de NMs fundamentados en la centrifugación en gradiente 

multifase de densidad. En la primera aplicación (Capítulo I.1) se detalla el 

proceso de separación/purificación posterior a la síntesis de nanopartículas 

magnéticas hidrofóbicas (Fe3O4@AuNPs-C12SH) y en la segunda (Capítulo 

I.2), la separación de distintas poblaciones de liposomas que se obtienen al 

sintetizar magnetoliposomas híbridos con fluoróforos encapsulados. Como se ha 

comentado en la Introducción, la técnica de separación por centrifugación en 

gradiente de densidad se basa en la creación de un gradiente de densidad en un 

tubo de centrifugación mediante la adición secuencial de disoluciones con 

diferente densidad, aumentando desde el fondo del contenedor hacia arriba del 

tubo. Además de la formación de un gradiente de densidad descendente con 

disoluciones cada vez más concentradas de sacarosa, se ha añadido los 

componentes ficoll y percoll a una concentración constante de cada uno de ellos 

con el fin de conseguir la estabilización de las capas del gradiente de densidad. 

El modelo propuesto se basa en una centrifugación zonal, en la que la forma, el 

tamaño y la densidad de los materiales influye en su separación. La muestra se 

añade por encima del gradiente de separación y se somete a centrifugación. 

Como la separación debe acabar antes de que los materiales alcancen el fondo 

del tubo de centrifugación, se realiza un estudio de optimización de as variables 
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involucradas para obtener la mejor separación, de acuerdo con el tipo de 

material separado. 

Una vez terminado el proceso de separación mediante centrifugación en 

gradiente multifase de densidad, se ha realizado el acoplamiento del tubo de 

separación a un sistema continuo de análisis que incluye un detector 

espectrofluorimétrico para la monitorización en continuo de las fracciones 

separadas de los NMs. Mediante la monitorización en continuo del contenido 

del tubo de centrifugación, se pueden realizar medidas de dispersión de la 

radiación en el caso de nanopartículas y/o de la intensidad de la fluorescencia 

medidas a las longitudes de onda de máxima excitación y emisión, en el caso de 

los fluoróforos encapsulados en los magnetoliposomas híbridos. 

El tercer método de separación propuesto (Capítulo I.3) se fundamenta 

en la aplicación de la técnica de fraccionamiento en flujo mediante campo de 

flujo asimétrico (AF4), que ya se ha comentado en la Introducción, y que se trata 

de una técnica de separación hidrodinámica asistida por un flujo de 

desplazamiento asimétrico [4]. Los NMs se separan a lo largo del canal por sus 

distintos coeficientes de difusión debido a su tamaño y sus propiedades 

fisicoquímicas. Este método se ha aplicado a la separación de distintas 

poblaciones de liposomas encontradas en la suspensión resultante posterior a su 

síntesis. Las fracciones se caracterizaron mediante el acoplamiento en continuo 

con un detector de dispersión multiángulo de radiación, que permite caracterizar 

diferentes poblaciones de liposomas y facilitar su clasificación por tamaños en 

base a su separación hidrodinámica. 
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Abstract 

The authors describe a multiphase density gradient centrifugation method for the 

separation and purification of hybrid nanoparticles (NPs). The method was 

applied to the purification of NPs consisting of magnetite gold NPs of type 

Fe3O4@Au and coated with 1-dodecylthiol. A density gradient has been 

established by forming cushions of a multicomponent solution composed of (a) a 

nonlinear gradient of sucrose in the of 5–50 % concentration range, (b) a 

constant concentration of ficoll (a neutral, highly branched, high-mass, 

hydrophilic polysaccharide; 30 % w/w), and (c) a constant concentration of 

percoll (colloidal silica particles coated with polyvinylpyrrolidone; 15 % w/w).  

The final separation profiles are adjusted via dynamic differential centrifugation 

at 4480×g for 30 min. The mixture of NPs to be separated is added and 

centrifuged   at 2520×g for 40 min. This will separate the NPs into five fractions 

together with other secondary components. The fractions were characterized 

by FTIR, XPS, and SEM-EDX techniques. Finally, a continuous flow system 

with resonance light scattering detection was established and coupled to the 

separation system in order to monitor the separated fractions. 
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Keywords Nanomaterial separation · Density gradient · Rate zonal method · 

Sucrose · Continuous flow system · Light scattering 

Introduction 

The fast expansion of nanotechnology in a wide range of areas has given 

rise to significant efforts in the last years directed to optimize the synthesis of 

nanoparticles (NPs). A general feature of NPs is their polydispersity in shape and 

size and the presence of secondary components. Thus, there is a growing interest 

in the availability of separation and purification methods for post- preparative 

processing because, as it is known, the physical and chemical properties and 

applications of NPs are critically con- trolled by their dimension, shape and 

purity. 

A variety of separation techniques have shown their usefulness to obtain 

purified NP fractions with narrow shape and size distributions. Size exclusion 

chromatography has been widely used for this purpose but some inherent 

problems such as degradation or losses by irreversible adsorption can be a 

limitation. Although the addition of surfactants in the mobile phase can reduce 

adsorption processes, they can negatively affect the separation resolution [1]. 

Capillary electrophoresis is another option, but it can be only applied to the 

separation of charged NPs and, also, it is limited to relatively small sample 

amounts. For instance, gold and silver NPs have been separated according to their 

size and shape by agarose gel electrophoresis after coating them with a charged 

polymer layer [2]. Ultrafiltration, which involves the use of membranes with very 

low pore sizes, in the nm range, is a fast technique that allows the separation of 

NPs of different sizes. Several ultrafiltration procedures have been described for 

the separation of AuNPs [3] and AgNPs [4]. However, a potential limitation of 

this technique is the interaction of the membrane with the NPs, giving rise to the 

blocking and the adsorption of NPs on the membrane surface and pore walls. 
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Field-flow fractionation is a powerful technique that has been used to separate 

several NPs, including Ag, Au, Pd, and Pt, and also to evaluate the factors that 

influence retention behaviour [5, 6], although it is time consuming and laborious. 

Among the different techniques used for the separation of NMs, the 

density-gradient centrifugation technique is a simple and inexpensive approach 

that has been widely described for this purpose. Briefly, a density gradient is 

created in a centrifuge tube by sequentially layering solutions of different 

densities, which increases from the top to the bottom of the tube. Then, the 

sample is added on top of the density gradient and is subjected to centrifugation. 

During centrifugation, the particles begin to sediment through the gradient into 

separate zones according to particle size, shape, and density. NPs from different 

bands can be easily removed by a needle or a pipette syringe. The fractions can 

be purified by several centrifugation–redispersion cycles using an appropriate 

solvent. 

Usually, the density gradient is prepared with glycerol, sucrose, and 

other aqueous solutions. For instance, glycerol has been used for the separation 

of AuNPs in the 20–250 nm size range [7]. Also, sucrose gradient solution has 

been described for the separation of gold nanorods [8]. Another method for the 

separation of gold nanorods has been recently described by centrifugation in 

viscosity gradient adjusted with poly(2-ethyl-2-oxazoline) solutions of different 

concentrations, which offer a steep viscosity gradient while holding almost the 

same density [9]. Density gradient centrifugation has been also applied to the 

evaluation of liposome populations, allowing the separation of giant, large and 

small size liposomes [10]. 

We report here on a method for the separation of mixtures of NPs using 

a multiphase density gradient centrifugation (MDGC) system. The method has 

been applied to the purification of hydrophobic magnetic-gold NPs coated with 

1-dodecylthiol (Fe3O4@AuNPs-C12SH). These NPs have been previously 
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synthesized for the preparation of magnetoliposomes [11], which were used to 

develop a method for alkaline phosphatase determination, but they can be 

contaminated with secondary NPs such as AuNPs, AuNPs-C12SH, Fe3O4NPs 

and Fe3O4@AuNPs. In addition to the use of different sucrose concentrations to 

form the layers, ficoll and percoll at constant concentrations have been used for 

the stabilization of the layers. Ficoll is a polymer of sucrose with a high molecular 

weight and percoll consists of a suspension of colloidal silica particles (diameter 

15–30 nm) coated with polyvinylpyrrolidone (PVP). Both ficoll and percoll have 

been used as density gradient media for the separation of cells, viruses and other 

subcellular particles [12]. Ficoll has been also used in an aqueous multiphase 

system together with the surfactant Brij 35 and poly(2-ethyl-2-oxazoline) for 

rate zonal centrifugation to separate nanorods, nanospheres and large particles 

of a synthesis of gold nanorods [13]. 

With the aim of evaluating the separation of the tested NPs, the MDGC 

system described in this study has been coupled to a continuous flow system and 

the separated fractions have been monitored using resonance light scattering 

(RLS). 

Experimental 

Instrumentation 

A Horiba Scientific Fluoromax-4P spectrofluorimeter (Horiba 

Scientific, France, www.horiba.com/scientific/) was used to obtain resonance 

light scattering (RLS) measurements. A MPW-350R centrifuge (MPW Med. 

Instrument, Warsaw, Poland, http://www.mpw.pl) with cooled chamber of 

rotating, equipped with an angle rotor HSL-11199 (45°, 12 ´ 12 ´ 1.5 mL, max. 

speed = 18,000 rpm; 24,088 relative centrifugal force (RCF) and rmin/max = 

3.5/6.25) was used for multiphase density gradient centrifugation. 
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The NPs were characterized by electron microscopy (TEM and SEM). 

TEM images were obtained using a CM-10 Philips microscope (Philips 

Research, Eindhoven, The Netherlands; http://www.research. philips.com) with 

0. 5 × 0.34 nm resolution and equipped with a digital megaview III camera. 

Copper grids (200C-FC) coated with a Formvar carbon film 200 mesh supplied 

by Aname (Madrid, Spain; http://www.aname.es) were used as support in TEM 

experiments. The XPS measurements were carried out using a Specs Phoibos 

150 MCD instrument equipped with a monochromatized AlK (12 kV). The 

morphology and the elemental composition of Fe3O4@AuNPs-C12SH were 

studied by SEM, using a microscope (JEOL JSM 6300) operating at 20 kV, 

which was also equipped with an energy dispersive detector (EDX). 

Solutions and reagents 

All chemicals used were of analytical grade. Ficoll PM 400, percoll, 

tetrachloroauric acid (HAuCl4) trihydrate and 1-dodecylthiol (C12SH), were 

purchased from Sigma-Aldrich (Steinheim, Germany, https://www. 

sigmaaldrich.com)). Sucrose PA-ACS and iron (III) chloride were purchased 

from Panreac (Castellar del Vallès, Spain, www.panreac.es). Trisodium citrate 

dihydrate, iron (II) chloride and other com- mon reagents were purchased from 

Merck (Darmstadt, Germany, http://www.merck.de). Aqueous solutions were 

prepared using deionized water purified with a Milli-Q system (Millipore, 

Bedford, MA, USA, www.merckmillipore.com/ LabWater). Different 

concentrated solutions of 80 % w/v of sucrose, 23 % w/v of percoll (colloidal silica 

particles of 15–30 nm average diameter size, coated with PVP) and 50 % w/v of 

ficoll were used for preparing the MDGC layers. 

Procedures for the synthesis of nanoparticles 

Hydrophobic magnetic-gold NPs coated with C12SH (Fe3O4@AuNPs-

C12SH) were obtained using a procedure described elsewhere [11]. The first 
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step was the synthesis of Fe3O4NPs by the co-precipitation method [14], in 

which 25 mL of an aqueous solution containing 0.8 mol·L−1 iron (III) chloride, 

0.4 mol·L−1 iron (II) chloride and 40 mmol·L−1 hydrochloric acid was dropwise 

added to 250 mL of 1.5 mol·L−1 sodium hydroxide solution under vigorous 

stirring using a nonmagnetic stirrer. Black-brown Fe3O4NPs were immediately 

formed, which were separated using a commercial neodymium magnet (NdFeB) 

and washed three times with 200 mL deionized water. The NPs were collected 

by centrifugation at 1120×g for 15 min, dispersed in 100 mL of deionized water 

and refrigerated at 4 °C for further use. The colour of the solution was dark 

brown. The procedure used for coating of Fe3O4NPs with gold and C12SH was 

as follows: 2.5 mL of HAuCl4 · 3H2O (20 mg·mL−1) was added to 22.5 mL of 

deionized water and heated to boiling for 40 min. Then, 0.75 mL of the above 

prepared Fe3O4NPs solution was added to the reaction mixture, followed by the 

addition of 0.5 mL of sodium citrate (500 mmol·L−1) and 5 mL of C12SH, and 

the mixture was vigorously mixed under stirring. The colour of the solution 

gradually changed from brown to burgundy. The reaction mixture was boiled 

under stirring for 15 min. 

Because the Fe3O4@AuNPs-C12SH obtained can be contaminated with 

other NPs such as AuNPs, AuNPs-C12SH, Fe3O4NPs and Fe3O4@AuNPs, 

these NPs were independently synthesized in order to carry out different 

separation assays. AuNPs were obtained by the conventional Turkevich method 

[15]. Briefly, 5 mg of HAuCl4 trihydrate were dissolved in 47.5 mL of deionized 

water in a round-bottom flask. A volume of 2.5 mL of 3.4 ´ 10−2 mol·L−1 

trisodium citrate dehydrate solution was added drop wise in 2 min and then was 

vigorous stirred under reflux at 100 °C for 30 min. The final aqueous solution, 

containing approximately 0.25 mmol·L−1 AuNPs, was kept stable in refrigerator 

at 4 °C until use. The colour of the solution gradually changed from yellow to 

red. AuNPs-C12SH were obtained in the same way that AuNPs, but it included 

the addition of 150 µL of C12SH together with the trisodium citrate dihydrate 
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and the reflux time was 6–10 min [16]. The colour of the solution gradually 

changed from yellow to red and finally to purple. The preparation of 

Fe3O4@AuNPs was carried out using the same procedure than that for the 

Fe3O4@AuNPs-C12SH synthesis, but without the addition of C12SH [17]. 

Nanoparticle separation by multiphase density gradient 

centrifugation 

The rate zonal method was used for the separation of the NPs by 

MDGC. The density gradient was performed using a 1.5 mL Eppendorf tube in 

which seven layers were formed. The bottom layer had a volume of 100 µL and 

each one of the other layers had a volume of 150 µL, reaching a final volume of 

1 mL. Sucrose concentration layers from up to down were 5, 10, 15, 20, 30, 50 

and 55 %, maintaining constant the percoll (15 %) and ficoll (30 %) 

concentrations. After the addition of the layers, the tube was centrifuged at 

4480´g for 30 min to conform the multiphase density gradient and their 

adequate stabilization. Then, a volume of 500 µL of the NPs mixture was added 

to the preformed multiphase gradient tube and centrifuged at 2520´g for 40 min 

to achieve the separation of the NPs. 

Continuous flow system 

Figure 1.a shows the coupling of the MDGC system with a continuous 

flow system (CFS) for monitoring the NPs separation using a conventional 

spectrofluorimeter that acts as a RLS detector. After the separation step, the 

entire content of the MDGC vial was aspirated into the CFS entrapped into two 

air-bubbles for a switching time of 10-s using a 3-W switching valve, which 

delimit the initial and final gradient. The air- bubbles were introduced at position 

1 of the valve and the content of the vial, at position 2. This solution was pumped 

at a flow rate of 0.5 mL·min−1. The dispersion signal of NPs was monitored at λex 
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= λem = 540 nm (Δλ= 0), using 2 nm as excitation and emission slits and a detector 

gain of 950 V. Data were acquired and treated using the original software of the 

spectrofluorimeter. All experiments were replicated three times. Figure 1.b 

shows the results obtained after the centrifugation process, in which can be seen 

the bands corresponding to Fe3O4@AuNPs-C12SH, Fe3O4@AuNPs, Fe3O4NPs 

and AuNPs-C12SH, which are placed between the two air-bubbles. 

 
Figure 1. a Scheme of the coupling of the MDGC system with a continuous flow 
system equipped with a resonance light scattering detector (RLSD) 3-WSV: 3-W 

switching valve, which introduces air bubbles (1) or sample (2); PP, peristaltic pump; 
W, waste. b Scheme of the nanoparticles’ separation. AB1 and AB2, air bubbles 

Results and discussion 

Optimization of the synthesis of nanomaterials 

Although the synthesis of Fe3O4@AuNPs-C12SH has been previously 

described [11], it was again optimized in order to increase the final amount of the 
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NPs obtained. This study also required to optimize again the synthesis of AuNPs, 

AuNPs-C12SH, Fe3O4NPs and Fe3O4@AuNPs. Table 1 summarizes the 

variables optimized, the ranges assayed and the optimal values chosen. 

Table 1. Optimization of variables for the synthesis of different nanoparticles 

Nanomaterials Variable Range 
studied 

Optimal 
values 

Fe3O4@AuNPs HAuCl4, mmol · L−1 0.46–22.7 11.3 

Fe3O4NPs, mmol · L−1 5–25 15 

[Sodium citrate], mmol · L−1 80–750 500 
Fe3O4@AuNPs-
C12SH [C12SH], mL 1–10 5 

Optimization of the multiphase density gradient centrifugation 

system 

A small density gradient volume was chosen (1.5-mL as final volume, 

using an Eppendorf tube) in order to minimise the duration of the centrifugation 

process. The MDGC system was performed layer-by-layer, as it has been 

described above, using different sucrose concentrations and constant 

concentrations of percoll and ficoll, because the role of these two reagents was 

only to stabilize the layers. The study of the variables involved in the MDGC 

separation process was performed in triplicate using the univariate method, by 

measuring the distance covered by each type of NPs from the top of the 

Eppendorf tube in the MDGC system. In order to establish comparative 

measures, this parameter was normalised in all instances. 

The optimization of the sucrose gradient showed that the best results 

were obtained when the system was integrated by 7-layers containing from up 

to down 5, 10, 15, 20, 30, 50 and 55 % sucrose, using 100 µL for the bottom layer 

and 150 µL for the other layers, maintaining constant concentrations of 15 % 

ficoll and 30 % percoll. A stabilization step of the layers was required previous 
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to the introduction of the NPs mixture in the system, which consisted of the 

centrifugation of the Eppendorf for 30 min at a RCF value of 4480´g (Table 2). 

Table 2. Optimization of MDGC variables 
 Variable Range studied Chosen value 
Multilayer stabilization step R.C.F. (×g) 1120–10,080 4480 

Time, min 10–60 30 
MDGC separation step RCF (×g) 1120–10,080 2520 

 Time, min 20–90 40 
 

This table also summarises the ranges assayed for the RCF and 

centrifugation time to optimize the NPs separation after the stabilization step. 

Figure 2 shows the influence of these variables, in which can be seen that the 

NPs trend to reach the bottom of the tube at high values. A centrifugation time 

of 40 min at a RCF value of 2520×g was chosen. 

 
Figure 2. Optimization of the RCF (centrifugation time = 30 min) (a) and the 

centrifugation time (RCF = 2520×g) (b) on the separation of the NPs. (a) AuNPs, (b) 
AuNPs-C12SH, (c) Fe3O4NPs, (d) Fe3O4@AuNPs and (e) Fe3O4@AuNPs-C12SH 

Optimization of the continuous flow system 

The flow-rate used to transport the separated NPs from the MDGC 

system to the detector is a critical variable that affects to the NPs monitoring and 

to the final duration of the process. 



Separation and purification of hydrophobic magnetite-gold hybrid nanoparticles 
by multiphase density gradient centrifugation

 

 
163 

The use of high flow rates gave rise to the formation of air bubbles due 

to the high density of the layers, whereas low flow rates increased considerably 

the measurement time, decreasing the sampling frequency. A flow rate of 0.5 mL 

min−1 was chosen to aspirate the 1.5 mL of the whole vial, which provided a total 

measurement time of 230 s, distributed as follows: 10 s for the first air-bubble, 

140 s for monitoring the layers (14 s for the bottom layer and 21 s for each of 

the other layers), 70 s for the sample solution and 10 s for the final air-bubble. 

Spectroscopic and microscopic characterization of the separated 

nanomaterials 

After the separation step, the content of each layer was analysed using 

several spectroscopic and microscopic techniques such as infrared (FTIR) and 

X-ray photoelectron (XPS) spectroscopy, transmission electron microscopy 

(TEM) and scanning electron microscopy coupled with energy dispersive 

X-ray spectroscopy (SEM-EDX). Each layer was suspended four times in 

water to eliminate sucrose, ficoll and percoll and dried to obtain the solid 

containing the NPs. 

Spectroscopic characterization 

The FTIR spectra of the NPs separated by the MDGC system were 

obtained by mixing a part of the solid with KBr and then press to form a pill. 

Figure 3 shows the spectrum achieved for each fraction of the NPs. The AuNPs 

and AuNPs-C12SH spectra show bands between 1000 and 1500 cm−1 that 

indicate the presence of gold, as can be seen in (A). The magnetic NPs 

(Fe3O4NPs, Fe3O4@AuNPs and Fe3O4@AuNPs-C12SH) show two bands 

between 490 and 590 cm−1 (B), which are ascribed to the Fe-O bond and suggest 

an inverse spinel structure. 
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Figure 3. FTIR spectra of the different types of NPs. a AuNPs, b AuNPs- C12SH, c 

Fe3O4NPs, d Fe3O4@AuNPs and e Fe3O4@AuNPs-C12SH. Regions A and B show the 
presence of Au and magnetic NPs, respectively 

The NPs obtained from the MDGC process were also characterized 

using XPS (Figure 4), which gives quantitative information of the distribution 

of elements on the surface of the NPs. The bands corresponding to oxygen and 

carbon appeared in all instances. In the case of AuNPs (Figure 4a) and AuNPs-

C12SH (Figure 4b) diagrams, gold bands with two different environments but 

the same orbital (4f) at 84 and 89 eV can be seen, appearing an additional band 

for sulphur (2p3/2 and 2p1/2) around 160 eV for AuNPs-C12SH. As Figure 4c 

shows, the energy-binding diagram of Fe3O4NPs only shows the presence of 

iron (2p3/2 and 2p1/2) at 712–725 eV, together with oxygen and carbon. The 

Fe3O4@AuNPs diagram (Figure 4d) also shows the presence of Au (4f) at 84–

89 eV, whereas the Fe3O4@AuNPs-C12SH diagram (Figure 4e) shows the 

bands corresponding to iron and gold and the sulphur band at 162.2–163.4 eV. 
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Figure 4. XPS diagrams obtained for a AuNPs, b AuNPs-C12SH, c Fe3O4NPs, d 

Fe3O4@AuNPs and e Fe3O4@AuNPs-C12SH 
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Microscopic characterization 

Each NPs fraction obtained after the MDGC separation was also 

studied by using TEM and SEM-EDX. TEM images were obtained by using a 

1:20 dilution with ethanol, placing a drop of this solution on a grid and 

evaporating the solvent in an oven at 70 °C for 1 h. Figure 5a (types 1–5) shows 

the images obtained for the five types of separated NPs, which provide 

information about the size and aggregation. The sizes obtained were 13 ± 2 nm 

for AuNPs, 15 ± 5 nm for AuNPs-C12SH, 19 ± 3 nm for Fe3O4NPs, 21 ± 5 nm 

for Fe3O4@AuNPs and 25 ± 3 nm for Fe3O4@AuNPs-C12SH. These average 

sizes were obtained by measuring 100 NPs in each instance. 

Figure 5b (types 1–5) shows the results obtained using the SEM-EDX 

technique. All the spectra show small peaks ascribed to oxygen and carbon from 

the tape in which the sample is deposited. Gold peaks appear in all the spectra 

obtained for the NPs containing AuNPs, whereas the peak from iron appears in 

the spectra corresponding to the three magnetic NPs. 

Evaluation of the separation system coupled to a continuous flow 

system 

Several assays were carried out to couple the MDGC system to a CFS 

with the aim of monitoring the separated fractions using RLS detection. This 

study was carried out by applying the MDGC system to each individual type of 

NPs and to the mixture of NPs obtained after the synthesis of Fe3O4@AuNPs-

C12SH, performing all the assays in duplicate. The same MDGC system was 

previously used to purify each synthesized type of NPs. Figure 6 shows the results 

obtained, in which can be seen the band corresponding to each type of NPs: AuNPs 

(Figure 6a) appears at about 130 s, AuNPs-C12SH (Figure 6b) at 120 s, 

Fe3O4NPs (Figure 6c) at 100 s, Fe3O4@AuNPs (Figure 6d) at 50 s and 

Fe3O4@AuNPs-C12SH (Figure 6e) at 30 s. Although Figure 6f shows that the 
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bands corresponding to each type of NPs are considerably overlapped, the 

comparison of this figure with Figure 6e shows the usefulness of the method. 

  
Figure 5. a TEM images and b EDX spectra obtained for (1) AuNPs, (2) AuNPs-

C12SH, (3) Fe3O4NPs, (4) Fe3O4@AuNPs and (5) Fe3O4@AuNPs-C12SH 
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Figure 6. Application of the MDGC system coupled to the continuous flow system to 

monitor each individual type of NPs [a AuNPs, b AuNPs- C12SH, c Fe3O4NPs, d 
Fe3O4@AuNPs, e Fe3O4@AuNPs-C12SH, and the mixture of NPs obtained after the 

synthesis of Fe3O4@AuNPs-C12SH (f)] 

Conclusions 

The results obtained show that the MDGC system is a simple, economical 

and fast approach for the separation and purification of NPs. The usefulness of 

this system has been shown by assaying de separation of five types of NPs 

(AuNPs, AuNPs-C12SH, Fe3O4NPs, Fe3O4@AuNPs and Fe3O4@AuNPs-
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C12SH), which can be monitored using RLS detection by coupling the 

separation system to a continuous flow system. 

The characterization of the fractions obtained using different 

spectroscopic and microscopic techniques confirms the capability of this system 

as a post-preparative method for NPs purification. Although the method does 

not allow the baseline separation, it could be extended to the separation of other 

types of NPs for preparative purposes after the corresponding experimental 

optimization. 
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Abstract 

A method for monitoring the efficiency of the hybrid magnetoliposomes 

(h-MLs) separation using multiphase density gradient centrifugation (MDGC) 

coupled with a continuous flow system (CFS) is described. Several h-MLs 

suspensions containing hydrophobic magnetic gold nanoparticles 

(Fe3O4@AuNPs-C12SH) and different fluorophores encapsulated have been 

synthesized using the rapid solvent evaporation (RSE) method. The MDGC 

system was prepared using a non-linear multiphase density gradient formed with 

a bottom layer with 100% (v/v) sucrose solution and six layers containing a 

mixture of sucrose solution (with concentrations ranged between 10 and 55% 

v/v), and fixed concentrations of ficoll (30% v/v) and percoll (15% v/v) 

solutions. The density gradient profile was previously stabilized using a relative 

centrifugal force (RCF) of 4480×g for 30 min. The synthesized h-MLs were 

added to the density gradient profile and separated by centrifugation at 2520×g 

for 20 min. The efficiency of the separation procedure was tested, aspirating the 

separated extract into the CFS and lysing liposomes before their translation to 
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the detector introducing surfactant solutions. The luminescence signals 

provided by the release of the encapsulated fluorophores and other materials 

provided the distribution status of the liposomes in each density gradient stage. 

The monitoring of the different samples revealed four different fractions (MLs, 

h-Ls, h-MLs, and non-encapsulated fluorophores) for each separated h-MLs. 

Additional information on the h-MLs has also been acquired by confocal 

microscopy. 

Keywords: Liposomes separation, Multiphase density gradient centrifugation 

system, Continuous flow system, Fluorescence 

1. Introduction 

The extensive use of nanomaterials (NMs) in different areas, including 

biomedicine, food technology, cosmetics, electronics, and analytical 

applications, among others, have given rise to significant efforts in the last years 

directed to improve the synthesis and purifications methods to obtain 

nanomaterials. Liposomes are bilayer vesicles formed by phospholipids 

dispersed in water, which can be seen as a type of NMs as some of them reach 

sizes from nm to µm levels. As known, liposomes have been useful as 

microcontainer tools with an aqueous compartment surrounded by one or more 

lipid bilayers. This structure allows the entrapping of hydrophobic substances 

within the acyl chains of the bilayer and hydrophilic molecules in the aqueous 

cavity and the insertion of amphiphilic contents in the polar head groups. The 

resulting nanomaterials usually named hybrid liposomes (h-Ls), provides a high 

number of applications in a variety of areas such as food, pharmaceutical, and 

cosmetic industries, medical imaging, and gene therapy, mainly as delivery 

systems [1–7]. Also, hybrid liposomes have been described as amplification 

systems to improve the sensitivity of analytical methods [8]. 
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A particular type of liposomes, magnetoliposomes (MLs), are usually 

loaded with magnetic iron oxide nanoparticles (Fe3O4NPs). They have been 

used as a drug delivery system for cancer or heart treatments using entrapped 

drugs or as multimodal contrast agents for molecular imaging [9–11]. The 

analytical usefulness of MLs as an amplification system has been shown using 

hybrid magnetoliposomes (h-MLs), liposomes containing magnetic 

nanoparticles, and other reagents. For instance, loading 4-methylumbelliferyl-

phosphate for the fluorimetric determination of alkaline phosphatase in milk 

samples [12]. Literature also provides additional information about the use of h-

MLs loaded with compounds that exhibit optical properties that facilitates signal 

monitoring. Some strategies have been based on the absorption measurement 

using pyranine (HPTS) encapsulated in h-MLs as pH indicators [13], or 

luminescence measurement of several fluorophores loaded in h-MLs, such as 

HPTS [14], rhodamine B [15], cresyl violet for the Q10 determination [16] and 

naphtofluorescein (NF) for the determination of reactive oxygen species (ROS) 

[17,18]. 

The synthesis of h-MLs involves different procedures that provide 

variability in some features such as shape, size, polydispersity, and species 

encapsulation that require separation stages before their use for analytical 

purposes. A growing interest is focused on the development of separation 

methods to obtain purified h-MLs populations. The effectiveness of these 

purification steps critically influences their physical and chemical properties, 

also their applicability as microcontainers. Different separation methods have 

been applied to separate diverse h-Ls populations with an acceptable degree of 

purity. Thus, chromatographic techniques, based on size exclusion 

chromatography (SEC) [19–21] or hydrodynamic chromatography (HDC) 

[22,23] have been widely used. SEC separation of liposomes has been applied 

as previous studies of polydispersity, size stability, encapsulation efficiency, and 

bilayer permeabilization. The flow rate of the mobile phase influence 
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dramatically on the liposome separation by HDC. Another option to separate 

liposomes is based on capillary electrophoresis (CE) [24,25], which has been a 

useful tool to study encapsulation efficiency. However, it is limited by the 

minimal injection volumes used and the influence of surface charges, sizes, and 

shapes on electrophoretic mobility. Field-flow fractionation (FFF) is a powerful 

technique that has also been used to separate several liposomes [26,27], which 

suppose a novelty to evaluate the variables affecting the separation behaviour, 

even though it is time-consuming and laborious. 

Among different techniques to separate NMs, the density-gradient 

centrifugation method is simple, inexpensive, straightforward, and has been 

applied for the separation of nanomaterials and subcellular structures [28–33]. 

The density gradient is created in a centrifuge tube by sequentially layering 

solutions of different densities, increasing from top to bottom of the vial. Then, 

the sample is added on top of the density gradient and is subjected to 

centrifugation. During zonal centrifugation, the particles in suspension begin to 

sediment through the gradient into separate zones according to sedimentation 

coefficient, according to the particle mass, size and shape, not to the density. 

This technique is useful to separate materials with similar density. The 

separation has to finish before the materials reach the bottom of the separation 

tube. Usually, the density gradient is prepared with sucrose, glycerol [28–31], 

and other solutions including ficoll (high-molecular sucrose polymer) and 

percoll (suspension of colloidal silica particles with an average diameter of 15–

30 nm coated with polyvinylpyrrolidone) [32,33] which provide adequate 

viscosity and stabilization of centrifugation media. 

In this research, a method for monitoring the efficiency of h-MLs 

separation and purification using a fast, inexpensive, and straightforward 

multiphase density gradient centrifugation (MDGC) method coupled with a 

continuous flow detection system, is presented. The separation method is 

carried-out by zonal centrifugation in which the compounds have been 
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separated according to the particle size, shape, and density. The efficiency of the 

separation process was tested by coupling the separate MDGC tube with a 

continuous flow system with luminescence detection. 

2. Experimental 

2.1. Reagents and solutions 

All chemicals used were of analytical grade. 1,2-distearoyl-sn-glycero-3-

phosphocholine (DSPC), 3-sn-phosphatidylethanolamine (DOPE) (type II-S 

from sheep brain), cholesterol (CH), cresyl violet acetate (CV), 

naphthofluorescein (NF), 8-hydroxypyrene-1,3,6-trisulfonic acid trisodium salt 

(HPTS), tetrachloroauric acid (HAuCl4) trihydrate, 1-dodecylthiol (C12SH), 

Ficoll PM 400, Percoll, Triton X-100 and cetyltrimethylammonium bromide 

(CTAB) were purchased from Sigma-Aldrich (Steinheim, Germany, 

www.sigma-aldrich.com). Sucrose and iron (III) chloride were purchased from 

Panreac (Montplet and Esteban SA, Barcelona-Madrid, www.panreac.es). Iron 

(II) chloride, Rhodamine B (RB), and other common reagents were purchased 

from Merck (Darmstadt, Germany, www.merckgroup.com). A 50 mmol L–1 of 

disodium hydrogen phosphate (Merck) adjusted to pH 8 was used as a buffer 

solution to prepare all solutions. Deionized water purified with a Milli-Q system 

(Millipore S.A.S., Molsheim, France, www.millipore.com) was also used. 

For preparing the MDGC layers, differently concentrated solutions of 80% 

w/v of sucrose, 23% w/v of percoll, and 50% w/v of ficoll. Four stock solution of 

5 mmol L–1 of each fluorophore (HPTS, RB, CV, and NF) were prepared for 

the synthesis of their respective h-MLs. 

 

 



Capítulo I.2.
 

 
180 

2.2. Apparatus and instruments 

All luminescence measurements were performed in a Horiba Scientific 

Fluorolog-3P spectrofluorometer (Horiba Scientific, France, 

www.horiba.com/scientific/). This spectrofluorimeter is furnished with a 176-

052-QS Hellma (Hellma, Müllheim, Germany, www.hellma.com) flow cell, 

with an inner volume of 18 µL. A four-channel peristaltic pump with rate 

selector Minipuls-3 (Gilson S.A.S., Villiers le Bel, France, www.gilson.com) and 

Omnifit (Diba Industries, Inc., Cambridge, UK, www.dibain.com), Teflon 

tubing of 0.5 mm ID was used for the construction of the hydrodynamic 

manifold. An MPW-350R centrifuge (MPW Med. Instrument, Warsaw, 

Poland, www.mpw.pl) with cooling chamber of rotating, equipped with an angle 

rotor HSL-11199 (45°, 12 × 12 × 1.5 mL, max. Speed = 18,000 rpm, 24,088 RCF 

and rmin/max = 3.5/6.25) was used for multiphase density gradient centrifugation. 

A Büchi rotavapor R-205 (Flawil, Switzerland, www.buchi.com) was used to 

evaporate the organic solvent and added enough aqueous phase containing the 

fluorophores to form the liposomes. A Zeiss LSM 880 confocal microscopy 

(Zeiss, Germany, www.zeiss.com) with up to 8 images/s with 512 × 512 pixels 

and a scanning resolution of 4 × 1 to 6144 × 6144 pixels providing a resolution 

improvement of 1.8 × in all dimensions (120 nm X–Y, 350 nm Z), a signal-to-

noise ration ranged between 4 and 8, and equipped with UV, VIS, and NIR 

lasers with beam splitters for four laser lines (405, 488, 561 and 640 nm) and 

descanning channels integrated by 3, 6, or 34 passes and the following detectors: 

GaAsP, multialkali (MA)PMT or Airyscan (GaAsP PMT or MA PMT) 

detector.  

2.3. Synthesis of hybrid magnetoliposomes 

The synthesis of h-MLs was performed in subsequent stages using 

several previously reported procedures consisting on the formation of 

hydrophobic magnetic NPs (Fe3O4@AuNPs-C12SH) and then entrapped into 



Luminescence continuous flow system for monitoring the efficiency of hybrid 
liposomes separation using multiphase density gradient centrifugation 

 

 
181 

the synthesized h-MLs using the Rapid Solvent Evaporation (RSE) process. 

Both processes were adequately refereed, and their description was avoided 

[16,33]. 100 µL of a stock solution of 5 mmol L–1 of each fluorophore was added 

in the synthesis process, so the final concentration of fluorophores in the 10 mL 

synthesis mix was 50 µmol L–1. Encapsulation efficiency of fluorophores in 

liposomes was between 30 and 50%, so a concentration of 15–25 µmol L–1 were 

encapsulated. Once liposomes were synthesized, they were stored at 4 °C and 

were stable for at least 30 days. 

2.4. Multiphase density gradient centrifugation separation of h-MLs 

The multiphase density gradient centrifugation (MDGC) procedure 

used, with scarce modifications, is based on the rate zonal mode centrifugation 

method previously described for the separation of NPs [33]. The density 

gradient was performed using a 1.5 mL Eppendorf tube in which seven layers 

of a mixture containing sucrose, ficoll, and percoll were formed, obtaining a final 

volume of 1 mL. The gradient profile was performed up to down ranged between 

a bottom layer of 100 µL with 100% sucrose solution and six continuous layers 

of 150 µL formed with different concentrations of sucrose and fixed 

concentrations of ficoll and percoll. The other six layers were created with a 

sucrose concentration gradient from up to down of 10, 20, 30, 40, 50, and 55%, 

maintaining constant the concentration of percoll (15%) and ficoll (30%). After 

the addition of the different layers, the definitive density gradient was preformed 

by centrifugation of the Eppendorf tube at 4480´g for 30 min, enough to achieve 

an adequate stabilization. For the separation step, 500 µL of the selected 

synthesized liposomes were added to the preformed tube and centrifuged at 

2520´g for 20 min to achieve the liposome separation. The separation efficiency 

was tested using a double method, coupling the separation tube to a continuous 

flow system (CFS), and using confocal microscopy. 
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2.5. Continuous flow system 

Fig. 1-A shows the manifold that provides the coupling between the 

MDGC separate tube with a CFS for monitoring h-MLs that reveals the 

separation process. The integrated method used a conventional 

spectrofluorimeter, which offers two types of signal: the luminescent signal from 

the selected fluorophore (free or encapsulated into h-Ls) and the light-scattering 

signal from the dispersive effect of Fe3O4NPs (encapsulated or not into 

liposomes). After the separation step, the entire content of the MDGC vial was 

aspirate through the CFS and entrapped into two air-burbles of 10-s using a 3-

way switching valve, which delimited the initial and the final time of the MDGC 

gradient. Each of the air-bubbles was introduced by switching the 3-way valve 

to position 1, and the content of the vial at position 2. The solution aspired from 

the tube was mixed with a solution containing a different surfactant compatible 

with the fluorophore to be monitored. Both solutions were pumped at a flow 

rate of 0.75 mL min–1. The mixture solution passed through an 85 cm-length coil 

reactor that provided enough time for the liposome disruption previous to go 

through the detector. Each separation vial was monitored at the optimal values 

of the instrumental variables (excitation/emission wavelengths, ex/em slit sizes, 

and power detector gain) according to the fluorophore encapsulated, and MLs 

were monitored at all wavelengths, to compare with each of the fluorophores. 

Table 1 depicts the luminescence characteristics of the selected fluorophores 

[34–38]. As can be seen, the emission characteristic of these fluorophores 

provides a wide range of wavelengths which covered between the visible to the 

long-wavelength emission (LWFs) zones, and the selected fluorophores also 

present several differences between their quantum yield values. Each of the 

monitored separation suspension was performed in triplicate, and the results 

were the average of these repetitions. Fig. 1-B shows a general separation profile 

that could be obtained after the centrifugation process, in which can be seen 

different zones that correspond to MLs or h-Ls, follows by several segments in 



Luminescence continuous flow system for monitoring the efficiency of hybrid 
liposomes separation using multiphase density gradient centrifugation 

 

 
183 

which appaired the h-MLs with the entrapped fluorophores, and finally, the 

zone in which appaired the different non-encapsulate fluorophores. This scheme 

constitutes the general distribution of the different families of nanostructures 

that could be appaired after the process of liposome synthesis. The measurement 

time corresponds to the time between two consecutively introduced air-bubbles, 

marking the rate of continuous separation process monitoring. 

 
Fig. 1. (A) Scheme of the coupling MDGC system with the continuous flow system 

equipped with a spectrofluorimeter (FLD). 3-WSV: 3-W switching valve, which 
introduces air bubbles (1) or sample (2); S: Surfactant solutions; PP: Peristaltic pump; 
R: Reactor; W: Waste. (B) General scheme of a hybrid liposome separation profile in 

which the probably zones where each separated material was located can be seen. 
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Table 1. Instrument features of the fluorophores entrapped into the synthesized h-MLs. 

Variables 
Selected fluorophores a 

HPTS RB CV NF 
Excitation wavelength, nm 466 553 585 603 

Emission wavelength, nm 530 574 627 685 

Excitation/emission slits, nm 2/2 2/2 2/2 2/2 

PMT gain, V 950 950 950 950 

Quantum yield (Φf) b 1.0 0.70 0.58 0.14 

ε, mol–1 L cm–1 (·104) c 21.6 116 28 4.53 
a HPTS denotes 8-hydroxypyrene-1,3,6-trisulfonic acid trisodium salt; RB, rhodamine 
B; CV, cresyl violet, and NF, naphtofluorescein. 
b Quantum yield obtained from references [34–37]. 
c Molar absorptivity values obtained from Ref. [38]. 

3. Results and discussions 

3.1. Optimization of variables 

3.1.1. Variables affecting the synthesis of hybrid magnetoliposomes 

The variables affecting the synthesis of h-MLs containing the 

hydrophobic MNPs and the encapsulated fluorophores were studied using the 

univariate method. Concerning the synthesis of the Fe3O4@AuNPs- C12SH, the 

optimization procedure was focused on obtaining hydrophobic NPs, which 

could be entrapped between the phospholipid bilayer, which was established in 

previous studies developed by the same research group [12,33]. The h-MLs 

were prepared using the rapid solve evaporation (RSE) method, also previously 

described [12]. The influence of each variable was studied, summarizing all 

variables optimized, the ranges assayed, and the optimal value chosen in Table 

2. 
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Table 2. Optimization of variables affecting the liposome formation. 
Type Variable Range studied Optimal 

value 
Fe3O4NPs@ 
AuNPs-
C12SH 
formation 

HAuCl4, mmol L-1 0.005–0.063 0.05 
Fe3O4NPs, mL  0.25–1 0.75 
Sodium citrate, mmol L-1 0.2–1 0.5 
1-dodecylthiol, mL 1–10 5 

Liposome 
formation 

DSPC, mmol L-1      0.45–0.72 0.68 
POPE, mmol L-1 0.045–0.135 0.11 
CH, mmol L-1 0.045–0.135 0.11 
Chloroform, µL 600–900 880 
Methanol, µL 100–400 120 
Buffer volume, mL 1–20 9 
Fe3O4NPs@AuNPs-C12SH, mL 1–5 3 
[Fluorophore], mmol L-1 0.01–0.5 0.1 
Temperature, °C 30–60 40 
Evaporation time, min 5–30 15 
Rotatory speed, rpm 5–500 300 

3.1.2 Variables affecting the multiphase density gradient centrifugation 

system 

The study of the variables involved in the MDGC separation process 

was assayed in the same way that the previous research [33] based on the test 

of different density gradients performed using a final volume of 1.5 mL in an 

Eppendorf, selected to minimize the required centrifugation time. The 

multiphase density gradient was preformed layer-by-layer, following the 

procedure described in the experimental section. The study of the variables 

involved in the MDGC system was performed in triplicate using the similar 

univariate method previously used by the authors supported on measure the 

distances covered by each type of separate nanostructures from the top of the 

Eppendorf tube in the MDGC system. Table 3 summarized the variables 

optimized, range assayed, and the optimal or selected values. 
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Table 3. Optimization of MDGC variables. 
 Variable Range studied Optimal value 

Multilayer stabilization step  RCF, ×g 1120 – 10080 4480 

Time, min 10 – 60 30 

MDGC separation step RCF, ×g 1120 – 10080 2520 

Time, min 10 – 60 20 

 

The optimization of the sucrose gradient showed the best results when 

the system was integrated by 6-layers of 150 µL containing from up to down 10, 

20, 30, 40, 50, and 55% sucrose, maintaining constant concentrations of 30% 

ficoll and 15% percoll. In comparison with the previous separation method used 

for NPs separation, this approach incorporates as a novelty the addition of a 

new layer located at the bottom of the preformed gradient, formed by 100 µL of 

a 100% sucrose solution. A stabilization step of the gradient layers was required 

previous to the introduction of the liposome mixture in the system, obtaining the 

best stabilization at a relative centrifuge force (RCF) value of 4480×g and a 

centrifugation time of 30 min. Regarding the separation step, an RCF value of 

2520×g and a centrifugation time of 20 min was chosen. 

3.1.2. Variables affecting the continuous flow system 

The optimization of the continuous flow system was aimed to bear in 

mind a compromise between the optimal condition for monitoring the native 

fluorescence of each fluorophore by disruption of each separate structure and 

the rapid transition to the luminescence detector. The variables that influence 

the system were studied using a univariate method. Table 4 shows the range of 

whiting they were considered, and the optimal value found. 
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Table 4. Optimization of variables affecting the continuous flow system. 
Type Variable Range 

studied 
Optimal value 

Hydrodynamic Flow rate, mL min–1 0.25–1.25 0.75 

 Reactor length, cm 85–190 85 

Chemical pH 6–10 8 

 [Na2HPO4] buffer, mmol L–1 5–100 50 

 Triton X-100, mmol L–1  CV RB 

0.2–15 10 1 

 CTAB, mmol L–1  HPTS NF 

1–20 10 5 

 

All experiments were carried out at a room temperature of 25 °C because 

higher values caused the rupture of liposomes previous their MDGC separation. 

The flow rate and reactor lengths were the main variables that influence the pass 

of the multidensity gradient layers with the disrupted liposomes through the 

detector and contributed to the resolution of the system, affecting the final 

duration of the monitoring process. High flow rates decreased the efficiency of 

the liposomes disruption and could modify the resolution, while low flow rates 

increased the monitoring time considerably and reduced the sampling 

frequency. A flow rate of 0.75 mL min–1 provided a whole measurement time of 

140 s, which includes a sequence time as follow: 10 s for the first air-bubble, 80 

s for monitoring the gradient (distributed as 8 s for the bottom layer and 12 s for 

each of the other six layers), 40 s for the sample liposomes suspension and 10 s 

for the final air-bubble. The influence of the reactor length was assayed in 

arrange between 85 and 190 cm, selecting a coil reactor of 85 cm as the minimal 

length that provided the disruption of the liposomes by the lysis solution with 

the minimal dispersion of the separated multidensity gradient layers. 

Surfactants are denaturing agents which provide the liposome 

disruption due to their capability to conjugate with the phospholipids, giving rise 

to the formation of aggregate structures. Three different types of surfactants, 
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including ionic (cetyltrimethylammonium sulfate and sodium dodecylsulfate) 

and non-ionic (Triton X-100) surfactants, were assayed. As can be seen in Fig. 

2, the optimization was focused on the effect provided by Triton X-100 and 

CTAB, because SDS no provide any adequate disruption of the whole liposome 

populations. Table 4 includes the selected effective concentration of each 

surfactant according to the type of fluorophore encapsulated into the hybrid 

liposome. As shown, 1 and 10 mmol L–1 of Triton X-100 were selected for RB 

and CV, respectively, and 5 and 10 mmol L–1 of CTAB was selected for NF and 

HPTS, respectively. A pH 8, adjusted with a 50 mmol L–1 phosphate buffer 

solution, was chosen at which all liposomes were stable and their lysis due to the 

surfactant was ensured, so the rupture wasn’t before the reactor. 

 
Fig. 2. Optimization of the use of surfactants for h-MLPs release for continuous 

monitoring of the fluorophores content: Triton X-100 (A) and CTAB (B). (1), denotes 
HPTS, (2), RB, (3) CV and (4) NF fluorophores, respectively. 
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3.2. Performance of the MDGC separation coupled with the CFS 

The MDGC system, coupled with the CFS provided an adequate way 

to monitor the separated fractions resulting from the h-MLs synthesis with a 

satisfactory record between the incorporation of both air bubbles. Different 

suspensions containing each type of the liposome were assayed (MLs, h-Ls, and 

h-MLs) with each fluorophore to establish an adequate identification of the 

provided fractions. Sections A to D in Fig. 3 show the separation profiles of 

liposomes containing each of the fluorophores (HPTS, RB, CV, and NF) 

monitored separately. Each figure section includes the profile achieved at 

optimum excitation and emission wavelength of each fluorophore (1), the 

dispersion light scattering (DLS) signal of MLs reached at the same wavelength 

(2), and an image of the separate materials in the Eppendorf tube, showing the 

physical zones in which appaired each separated hybrid material (MLs, h-Ls, h-

MLs and the non-encapsulated fluorophore) (3). 

The registration profile began at 10 s of the start of the first bubble, and 

five well-defined zones could be observed. When doing the monitoring of the 

separation of the MLs synthesis, their signal was found in the bottom layer (10–

18 s) at all wavelengths, assigning Zone 1 of the separation. In this case, the 

DLS signal was found because MLs do not show fluorescence. In the case of h-

Ls, all fluorophore liposomes stayed in the second and third layers (18–42 s), 

which is Zone 2 of separation. Regarding h-MLs, they remained in the middle 

layers. When the fluorophore was RB, CV, or NF, h-MLs appeared at 54–66 s 

(Zone 3); but when it was HPTS, h-MLs appeared at 66–90 s (Zone 4). Both, 

in h-Ls and h-MLs profiles, a signal in sample zone (90–130 s) appeared, due to 

non-encapsulated fluorophores into the liposomes, according to Zone 5. 
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Fig. 3. Monitoring of the different profiles achieved using the MDGC separation 

coupled with the CFS system of separated liposomes suspension synthesized using the 
encapsulated fluorophores (HPTS, RB, CV, and NF) (A to D, respectively). Each 

figure section incorporates the measured profile of h-Ls-X and h-MLs-X (X, denotes 
the used fluorophores) performed at the specific fluorophore wavelength (1), the DLS 

signal of MLs (2) and the picture of each Eppendorf tube (3). 

The developed technique using a multiphase density gradient 

centrifugation system is based on zonal centrifugation, in which the separation 

depends on the sedimentation coefficient and occurs principally due to mass, 

size, and shape of materials. MLs are the heaviest liposomes due to the 

encapsulated nanoparticles so that these liposomes could reach the bottom of the 

gradient. In the case of h-Ls, only the fluorophore was inside, their shape was 

more homogeneous, and their mass was less than MLs, so they reach the middle 

of the separation tube. Regarding h-MLs, a competition between nanoparticles 

and fluorophores made the liposome more extended, so the sedimentation 

coefficient increased, and their separation rate decreased, remaining on top of 

the gradient. 
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3.3. Characterization of the separated liposomes 

In previous papers, several techniques to characterize the different 

nanoparticles and liposomes synthesized by the same research team and also 

used in this research have been described [16,17,30,33]. In these studies, the 

size of nanoparticles and liposomes was found. Nanoparticles had an average 

diameter of 25 ± 3 nm and liposomes had different sizes, according to the 

different populations. If the liposomes are not subjected to any homogenization 

procedure, multivesicular (MVV) and multilamellar (MLV) liposomes with a 

size between 500 nm and 1 µm was found. According to these sizes, between 20 

and 30 nanoparticles could be encapsulated into liposomes. This research 

incorporated additional information, observed in Fig. 4, achieved using confocal 

microscopy for the characterization of the hybrid liposomes separated using the 

MDGC system coupled with the CFS. Fig. 4-A shows a fraction from the MLs 

zone, in which the Fe3O4NPs included in the liposomes were found. Fig. 4-(B-

E) shows different confocal microscopy images of h-MLs filtering the 

wavelength achieved at excitation (488, 561 and 640 nm filters was used) and 

emission wavelength compatible with the optimal condition to monitor the 

luminescence images of each encapsulated fluorophores. MVV formed with 

HPTS were observed, as can be seen in Fig. 4-B, apart from and excess of the 

non-encapsulated fluorophore was found because this compound appeared in 

the same zone of the separation Eppendorf tube. 
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Fig. 4. Confocal microscopy images of different hybrid liposomes: MLs (A), h-MLs 

containing HPTS, RB, CV, and NF (B-E, respectively). 

4. Conclusions 

The utility of the coupled use of the MDGC purification and separation 

system and the continuous flow system for the monitoring of synthesized h-MLs 

and their sub-products has been demonstrated. In the separation Eppendorf 

tube, four differentiated zones were obtained, which covered the presence of 

hybrid magnetoliposomes (h-MLs), hybrid empty liposomes (h-Ls), 

magnetoliposomes (MLs), and non-encapsulated fluorophores. Additional 

information about the hybrid nanostructures using confocal microscopy was 

also achieved. 
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Abstract 

Liposomes, mainly formed by phospholipids and cholesterol that 

entrapped different compounds, were separated and characterized using 

asymmetric flow field-flow fractionation (AF4) coupled with a multi-angle light 

scattering detector (MALS). AF4 allows the separation of liposomes according 

to their hydro- dynamic size, and the particle size can be estimated directly by 

their elution time. Besides, different synthesized liposome suspensions of 

liposomes with different species encapsulated in different places in liposomes 

were prepared with analytical purposes to be studied. These liposomes were: 

empty liposomes (e-Ls), magnetoliposomes (MLs) with Fe3O4@AuNPs-C12SH 

inside the lipid bilayer, and long-wavelength fluorophores encapsulated into the 

aqueous cavity of liposomes (Ls-LWF). The optimization process of the 

variables that affect the fractionation has been established. The separation 

effectiveness has been com- pared with the results achieved with a photon-

correlation spectroscopy analyzer based on dynamic light scattering (DLS) and 

transmission electron microscopy (TEM), used in self-assembly structures 
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characterization. In all cases, three different classes of liposomes have been 

obtained; two are commonly appaired in all studied samples, while only a third 

class is characteristic for each of the liposomes. This mean that the proposed 

methodology could be used for identifying liposomes according to the 

encapsulated material. 

Keywords: Liposomes · Asymmetrical flow field-flow fractionation (AF4) · 

Online detection · Multi-angle light scattering detector (MALS) · Particle size 

distribution · DLS and TEM comparison 

1. Introduction 

Liposomes are self-assembled structures and are presented in nature as 

microscopic vesicles formed from a dispersion of phospholipids and cholesterol 

in an aqueous solution, easily synthesized in the laboratory. The amphiphilic 

character of phospho- lipids, with their typical double structure of the polar head 

and hydrophobic tail means that, when suspended in an aqueous solution, they 

spontaneously associate, forming aqueous vesicles sur- rounded by a double 

lipid layer [1]. One of the species encapsulated in this research was long-

wavelength fluorophores (LWFs). The encapsulation of these compounds helps 

amplify their fluorescence intensity or study non-fluorescent reactions when 

some compound involved in the reaction interferes with the LWF [2–4]. The 

LWF chosen to be encapsulated, cresyl violet, is a water-soluble compound, so 

this compound should be found in the aqueous cavity [3,5]. The encapsulation 

of hydrophobic magnetic nanoparticles (Fe3O4@AuNPs-C12SH), obtaining 

magnetoliposomes (MLs), was also chosen. This type of encapsulation is useful 

to obtain drug delivery systems in cancer treatment and, in this way, bring drugs 

to the specific site with an external magnetic field or like imaging agents in 

diagnosis [6,7]. These nanoparticles could be anchored to the lipid bilayer due 

to their hydrophobicity provided by the 1-dodecylthiol [3,4]. 
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The knowledge of the morphologic and structural liposome features, 

such as size, polydispersity, and homogeneity distribution, is essential. For this 

purpose, different microscopic or dispersive techniques have been used. Thus, 

for example, the superficial and morphological information acquired through 

microscopic techniques, such as transmission (TEM), scanning (SEM) or 

atomic force (AFM) microscopy, implied sample treatment influence, difficulty 

in recognition of structures manually, lack of representativeness, and in general, 

they are expensive techniques. For their part, the most recent dispersive 

techniques, such as dynamic light scattering (DLS) and nanoparticle tracking 

analysis (NTA), offer structural information more quickly and with minor 

sample preparation. However, in suspensions with macromolecular structures, 

they need to be associated with separation techniques, such as size exclusion 

chromatography (SEC), which facilitates size dis- crimination of 

macromolecules. On the other hand, these dispersion techniques require 

information from primary data (viscosity, refractive indices, molar absorptivity) 

that are sometimes difficult to obtain. The main problem with the separation of 

liposomes using capillary electrophoresis (CE) is the light scattering of large 

particles using UV detection. Interactions between liposomes and the fused 

silica of the wall could significantly affect particle detection. Furthermore, some 

additives (mainly surfactants) could be included in the electrolyte solution and 

interact with lipid vesicles, enhancing the fusion of liposomes and the formation 

of macromolecular aggregates. The structural characterization of liposomes has 

also been described using the nanoelectrospray gas- phase electrophoretic 

mobility molecular analysis (nES GEMMA). However, the sample treatment 

requires volatilized samples conducted to mechanical stress, contributing to 

aggregates formation [8–16]. 

Field flow fractionation techniques can be presented as an alternative to 

solve these problems, in particular, using the asymmetric mode. In 1987 

Giddings and Wahlung [17] presented the asymmetric flow field flow 



Capítulo I.3.
 

 
206 

fractionation technique (AF4), which provides the separation of particles and 

macromolecules according to their diffusion coefficient, giving information 

about size distribution or molar mass. Coupling a light scattering detector, a 

quick connection in one instrument of fractionation and detection steps allows 

obtaining the size distribution quickly and easily. In this research, a multi-angle 

light scattering (MALS) detector has been used. 

AF4-MALS has been used until now to know the size of different types 

of nanoparticles, such as metal oxides, silica, or polymeric nanoparticles [18–

21]. It has also been used to separate several macromolecules and structures, 

like proteins, viruses, polysaccharides, and cells [22–24]. Such compounds have 

led to the analysis of liposomes to separate populations obtained in the same 

synthesis and know their size [25–27]. AF4-MALS has also been used to 

optimize liposomes synthesis, which provides crucial information about the 

optimum phospholipids/cholesterol ratios involved in the synthesis [28]. 

However, these methods focused on the study of only a type of liposomes and 

not all types of liposomes can be studied with the methods described to date. 

The separation variables optimization includes several parameters: cross-flow 

conditions, focus rate and time, sample load, and carrier conditions. Regarding 

the last variable, the carrier should stabilize structures avoiding their 

agglomeration or sedimentation and should not interfere with both analytes and 

the membrane. For that, the com- position, pH, and ionic strength of the buffer 

used must be studied [26,29–31]. 

This work aimed to apply AF4-MALS for the separation of populations 

and the size characterization of different liposomes to obtain different 

populations in each synthesis and know their sizes. Three types of liposomes 

were studied: the first type consisting of empty liposomes (e-Ls); second ones 

formed by the MLs, which entrapped Fe3O4@AuNPs-C12SH the hydrophobic 

phospholipid bilayer; and the third type were liposomes with encapsulated 

cresyl violet as a model of LWF in the aqueous cavity (Ls-CV). Different 
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characteristics of the AF4-MALS separation method will be studied to obtain 

the best population analysis, paying particular attention to the pH and ionic 

strength of the carrier used and variables involved in the focus step and the 

cross-flow mode. Additionally, the achieved results were compared with those 

obtained using DLS and TEM. 

2. Materials and methods 

2.1. Materials 

All chemicals used were of analytical grade. 1,2- Diacylsn-glycerol-3-

phosphatidylcholine (DSPC), 3-sn-phosphatidylethanolamine (DOPE), (type 

II-S from sheep brain), cholesterol (CH), cresyl violet acetate (CV), N-[2-

Hydroxyethyl]piperazine-N’-[2-ethanesulfonic acid] (HEPES), 

tetrachloroauric acid (HAuCl4) trihydrate, 1-dodecylthiol (C12SH), methanol 

and sodium chloride were purchased from Sigma-Aldrich (Steinheim, Germany, 

www.sigmaaldrich.com ). Iron (III) chloride and chloroform were purchased 

from Panreac (Montplet and Esteban SA, Barcelona-Madrid, 

www.panreac.es). Iron (II) chloride, disodium hydrogen phosphate anhydrous, 

hydrochloric acid, and sodium hydroxide were purchased from Merck 

(Darmstadt, Germany, www.merckgroup.com). All solutions were prepared 

using deionized water purified with a Milli-Q system (Millipore S.A.S., 

Molsheim, France, www.millipore.com) and further filtrated with 0.1 µm nylon 

membrane filters (Millipore, Bedford, USA, www.merckmillipore.com). 

2.2. Preparation of liposomes 

As described earlier, three different types of liposomes were synthesized 

using the rapid solvent evaporation (RSE) method [3–5]: e-LPs, MLs, and Ls-

CV. Before preparing the MLs type, the magnetic nanoparticles 
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(Fe3O4@AuNPs-C12SH) were synthesized using the coprecipitation method 

with a further coating with AuNPs and C12SH [32]. Empty and filled liposomes 

were synthesized following a similar method, which incorporates an additional 

step to entrap the material according to their respective protocols. Briefly, 100 

µL of a lipid mixture containing DSPC, DOPE, and CH (75:12.5:12.5) was 

diluted to 1.0 mL with a chloroform/methanol (880:120) mixture and was put 

into a 50 mL round-bottom flask. Then, HEPES buffer solution 10 mM, pH 8, 

was carefully added along the flask wall to reach a synthesis volume of 10 mL. 

The organic solvent was removed in a rotary evaporator at 40 °C and 300 rpm 

under vacuum pressure. After 15 min, an opalescent fluid was obtained, which 

contained a wide variety of liposomes. The same procedure was used to 

synthesize the liposomes containing the long- wavelength fluorophore cresyl 

violet but included 200 µL cresyl violet solution (5 mM) previously to adding 

the HEPES solution. In the MLs synthesis case, the same procedure required 

adding 2 mL of 30 mg/mL Fe3O4@AuNPs-C12SH suspension before adding the 

HEPES buffer solution. All liposome suspensions were also stabilized by 

reducing their size and polydispersity by a sonication step developed in an 

ultrasound bath for 10 min, stopping 10 s for each 2 min until ended. The three 

types of synthesized liposome sus- pensions remain stable for at least 30 days 

stored refrigerated at 4 °C under light protection. This stability was 

demonstrated by observing the liposomes with an optical microscope. 

2.3. Asymmetric flow-field flow fractionation (AF4) 

The liposomes were analyzed at 25 °C on an AF4 system (AF2000, 

Postnova Analytics GmbH, Landsberg, Germany, www.postnova.com) 

integrated by a channel thermostat (PN4020) coupled online with a 21-angle 

multi-angle light scattering detector (MALS, PN3621). The laser used had an 

incident light (l = 532 nm) with a 50-mW power, working at 80 %. The 

separation channel used was 29 cm in length and was equipped with a 
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trapezoidal-shaped spacer (thickness 350 µm, length 280 mm), and membranes 

composed of regenerated cellulose (molecular weight cut-off 10 kDa) were used 

as accumulation wall. Two separate pumps provided the flows, and a separate 

piston pump obtained the cross-flow. Data were collected in intervals of 2 s. The 

carrier was a mixture solution containing HEPES buffer 10 mM (pH 8) and 

sodium chloride 50 mM, filtered through a membrane with a pore size of 0.1 µm 

and degassed with a vacuum degasser. The separation method was developed 

using a constant detector flow-rate of 0.5 mL/min. A volume of 21 µL of diluted 

(1:10 v/v) liposome suspension was manually injected with a flow-rate of 1 

mL/min for 2 min in the focus mode (focus flow-rate of 2 mL/min). After 

finishing the injection, the sample was focused for 4 min. During this second 

focus step, the injection valve was opened again for 1 min to rinse the injection 

line. Samples were then eluted at a flow-rate of 1 mL/min starting with the cross-

flow gradient profile programmed with an initial constant cross flow-rate of 2.5 

mL/min within 5 min, followed by two cross-flow gradient decreasing steps, the 

first as a linear gradient from 2.5 to 1 mL/min within 5 min and the second cross-

flow decreasing rate with an exponent of 0.1 from 1 to 0 mL/min within 60 min. 

After the elution step, the channel was flushed for 5 min with a tip flow-rate of 

0.1 mL/min, and the cross-flow turned off to minimize the possible interferences 

between consecutive samples. All experiments were carried out in triplicate by 

81 minutes each-ones. The acquisition and data pro- cesses were carried out by 

the AF2000 control software, version 2.0.7.0. (Postnova Analytics). Radius was 

calculated using the data from the MALS detector, applying a hollow sphere 

model. The refractive index of the material was set as 1.45, and the medium 

refractive index, 1.33. The MALS primary sizes and size distribution 

information correspond with the root mean square (RRMS) radius, determined 

from the peak area, and was equal to the geometric radius (RG) for spherical 

shape-like liposomes. 
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2.4. Particle size distribution by batch dynamic light scattering (DLS) 

The hydrodynamic particle size distribution of the liposomes and their 

Z-potential were measured using a photon-correlation spectroscopy (PCS) 

analyzer, Zetasizer-Nano ZSP ZEN5600 (Malvern Instruments, Spring Lane 

South, Worcestershire, UK, www. malvernpanalytical.com). The sample was 

appropriately diluted to 1:10 with filtered (pore size 0.1 µm) HEPES solution 

(10 mM pH 8) at 25 °C and sonicated. Sample viscosity was assumed to be the 

same as pure water (0.8873 cP at 25 °C), and the refractive index of the medium 

and the analyzed material was also assumed as 1.33 and 1.45, respectively. The 

measurements were carried out using a 10-mW laser He-Ne with an incident 

light (l = 632.8 nm) detected at a scattering angle of 173°. All measurements 

were performed three times for 10 minutes each. The PCS analyzer provides 

hydrodynamic radii (RH), the polydispersity indices (PdI), and Z-potential from 

the liposome suspension analyzed. 

2.5. Transmission electron microscopy (TEM) 

TEM images were obtained using an ultra-high resolution JEOL JEM 

2010 microscope with a 0.194 nm point-to-point resolution, which operates 

between 80 to 200 kV, and images were recorded with an ORIUS camera 

(Gatan Inc., Washington, DC, USA). It is well known that the direct 

observation of liposomes by TEM is not possible due to the rapid liposome lysis 

caused by the solvent evaporation during the sample preparation stage. For the 

study of synthesized liposomes using TEM, the sample preparation was based 

on a conventional method currently used in cell biology to include biological 

cells and tissues into epoxy resin [33]. This method avoids using other more 

complex procedures based on liposome negative staining-fixation [34] or using 

the cryo-TEM technique [35], which offers similar results. The procedure 

involves a progressive substitution of buffer solution in which the epoxy-resin 
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media infiltrate the liposomes. Briefly, the steps were: fixation in buffered 

glutaraldehyde, post-fixation in osmium tetroxide, dehydration in ethanol, and 

embedment into an epoxy-resin. This block was sectioned and examined in the 

TEM microscope, putting each section on a copper grid. More than 100 

liposomes were examined to obtain the average size using each type of liposome 

suspensions. 

3. Results and discussions 

3.1. Optimization of liposome synthesis 

All liposome suspensions were prepared by the rapid solvent 

evaporation (RSE) method, using a previously described method [5,36,37] with 

slight modifications according to the type of liposome formed. The synthesis is 

followed by a stabilization process based on an ultrasonic treatment to ensure 

equal populations in all experiments [37]. The liposomes in all instances were 

formed using a phospholipid mixture composed of DSPC, DOPE, and CH 

(75:12.5:12.5), which was diluted to 1 mL with a chloroform/methanol (880:120) 

mixture. This solution was mixed with different ingredients depending on the 

type of liposome synthesized. Table 1 summarized the optimum values of the 

synthesis of different liposomes, concordant with analytical applications. The 

synthesis volume was studied, and it was found that under 10 mL did not cover 

the flask surface, and liposomes were not formed. For this reason, once 

ingredients have been introduced, a buffer solution was included to reach this 

10 mL volume. In this case, the same carrier solution was used to form 

liposomes. After the liposome synthesis with the RSE method, the 

homogenization process supposed a sonication the mixture for 10 minutes, 

stopping 10 s each 2 min. This treatment ensures the resizing of multilamellar 

vesicles to obtain more homogeneous low sizes. The liposome suspension 
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stability increased when the suspension was refrigerated at 4 °C under light 

protection. The encapsulation material was distributed in the aqueous 

compartment of the bilayer according to their hydrophobic, hydrophilic or 

amphiphilic nature. The hydrophobic character of the Fe3O4@AuNPs-C12SH 

facilitated their placement in the lipid bi- layer, as shown in previous studies 

[3,4]. However, the water- soluble cresyl violet was located in the aqueous 

cavity, as shown with fluorescence and confocal microscopy in previous works 

[3,5]. 

Table 1. Optimization of variables affecting the synthesis of liposomes. 
Variable Range studied Optimum value 

Synthesis volume, mL 2 – 20 10 

Evaporation time, min 5 – 30 15 

Fe3O4@AuNPs-C12SH, mg/mL 1 – 10 6 

CV, mM 0.01 – 1 0.1 
 

3.2. Optimization of the variables involved in the AF4 procedure 

The studies were carried out using the univariate method selecting the Ls-CV 

suspension as a model, and the final selected values of these variables were 

applied to the study of the other liposome samples. Table 2 shows the range of 

whiting they were considered, and the optimal value found. In all instances, the 

MALS online detector flow-rate used was 0.5 mL/min. 

3.2.1. Sample injection 

The sample (or carrier liquid for rinsing) is injected using the focus mode 

via a separate line and flows when the injection is necessary. Three sample 

volumes (21, 50, and 100 µL) were injected, manually and automatically, under 

a 0,5 mL/min injection- rate for 2 min, focusing the sample for 4 min with a 1 

mL/min focus flow and two cross-flow conditions (Experiences no. 2 and 3 from 
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Table 3). The best separation was obtained with a volume of 21 µL of 1:10 (v/v) 

diluted liposome suspension manually injected. 

Table 2. Variables involved in the AF4 procedure for the separation of different types 
of liposomes. 
AF4 step Variable Range studied Selected value 
Injection 
step Injection mode Manual, 

automatic Manual 

Injection volume, µL 1 – 100 21 
Injection flow-rate, mL/min 0.2 – 2 1 
Injection time, min 1 – 5 2 

Focus step  Focus flow-rate, mL/min 0.8 – 3 2 
Focusing time, min 1 – 15 4 

Elution 
step  

Isocratic cross-flow   
Flow-rate, mL/min 0.1 – 3.5 2.5 
Time, min 1 – 50 5 
Linear decreasing cross-flow   
Flow-rate, mL/min 0.1 – 3 2.5 to 1 
Time, min 1 – 100 5 
Exponential decreasing cross-flow   
Flow-rate, mL/min 0.15 – 1.5 1 to 0 

 Power 0.05 – 1.4 0.1 
 Time, min 1 – 100 60 

 

3.2.2. Focus conditions 

In AF4, a small signal (void peak) is usually visible just after switching 

from focus to elution mode. This void peak is formed because a small portion of 

the sample leaves the channel with- out any retention and pass directly through 

it. To avoid this effect is necessary to optimize the time in which the sample is 

focused. The focus time influence was tested between 1 to 15 min, obtaining that 

up to 4 min the void peak was reduced. A similar effect occurs when increasing 

the focus flow-rate. This variable was tested between 0.8 and 3 mL/min, 

maintaining at 2 mL/min throughout the studies. The size resolution increase 
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was also tested using polystyrene standards of 60, 125, and 350 nm without 

significant mean diameter differences. 

Table 3. Optimization of the cross-flow gradient stages used in AF4 fractionation. 
Experience 
no. Variable Gradient mode Flow-rate, 

mL/min 
Time, 
min 

1  Cross-flow mode Isocratic 1 70 

2   Linear 1 – 0 70 

3  Exponentiala 1 – 0 70 

4  Exponentialb 1 – 0 70 

5  Cross flow-rate Linear/Exponentialc 1 – 0.5/0.5 – 0 5/60 

6  Linear/Exponentialc 1.5 – 0.5/0.5 – 0 5/60 

7  Linear/Exponentialc 2 – 0.5/0.5 – 0 5/60 

8  Linear/Exponentialc 2.5 – 1/1 – 0 5/60 

9  Linear/Exponentialc 3 – 1/1 – 0 5/60 
a, b and c, denotes the numerical values assigned to the exponent of the gradient mode 
(a = 0.4, b = 1.4 and c = 0.1, respectively). 

3.2.3. Cross-flow gradient 

Different cross-flow conditions were listed to achieve an appropriate 

cross-flow effect that directly influences the efficient liposome fractionation 

(Table 3). The first study was the cross- flow mode selection (Experiences no. 

1 to 4). Previous researches demonstrate the scarce utility of the use of isocratic 

cross-flow [26]. However, isocratic and linear/exponential gradients modes 

were assayed. Best separation was achieved with an exponential gradient with 

an exponent lower than one (Experience no. 3). The inclusion of a first step has 

been demonstrated. Mixed gradient, which combines in two steps linear and 

exponential gradient modes were also assayed (Experience no. 5 to 9). The best 

results were found by using a first linear step, followed by a second exponential. 

The initial cross flow-rate was tested between 1 to 3.5 mL/min, and the 

separation obtained is shown in Fig. 1. Best separation was obtained, beginning 

with high cross flow-rates to ensure the separation of liposomes from the void 
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peak. However, the sample appeared when cross-flow was turned off using too 

low or high gradients without adequate size resolution. Smaller cross-flow 

gradients with differences between linear and exponential decreasing stages 

resulted in a somewhat better size resolution. However, the differences in the 

elution profiles of the liposomes applying cross-flow gradients with minor flow-

rate require long elution time to obtain liposomes separation. For this reason, 70 

minutes for the total elution time were selected as enough time to get adequate 

separations in all instances. 

 
Fig. 1. Influence of the linear cross flow-rates differences in the liposomes AF4-MALS 
analysis (using Ls-CV). The fractogram shows the light-scattering signal at 90° of the 
entrapped liposomes versus the elution time. (Each line from a to e shows the cross 

flow-rate 1, 1.5, 2, 2.5 and 3 mL/min applied). (For interpretation of the references to 
color in this figure legend, the reader is referred to the web version of this article.). 

The best cross-flow gradient profile was programmed, starting with an 

initial constant cross flow-rate of 2.5 mL/min within 5 min, followed by two 

cross-flow decreasing stages, as shown in Experience no. 8. The first step 

consisted of a decreasing linear gradient from 2.5 to 1 mL/min within 5 min, 

followed by a second exponential decreasing gradient step exponent 0.1 from 1 

to 0 mL/min within 60 min. After the elution step, the channel was flushed for 5 
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min with a tip flow-rate of 0.1 mL/min, turning off the cross-flow to minimize 

contamination between consecutive injected samples. 

3.2.4. Influence of the carrier composition 

There is not enough literature about the composition and con- centration 

of the component that integrates the carrier flow solution to separate liposomes. 

Researches compares the effect of using phosphate buffer solution (PBS) and 

Tris-HCl solution applied to liposomes fractionation [29]. In another study, the 

carrier solvent concentration and the salt presence were discussed [30]. Based 

on this information, two different buffer solutions and saline concentration were 

studied in this method. Table 4 shows the alternatives assayed. Liposomes were 

synthesized with the same buffer solution used as carrier flow. 

Table 4. Optimization of the carrier solution for the AF4 fractionation. 
Carrier solution Variable Range studied Selected 

value 
PBS Concentration, mM 5 – 20 10 

 pH 6.5 – 8 7.4 

HEPES Concentration, mM 5 – 20 10 

 pH 7 – 9 8 

HEPES + NaCl Salt concentration, mM 5 – 100 50 

 

Fig. 2 shows the light-scattering signal (LS) at 90° of Ls-CV using 

different carrier solutions. As can be seen, not a good LS signal was obtained for 

each type of liposome suspension using PBS. However, not all types of the 

studied liposome suspension were separated using HEPES as the carrier, and 

they appeared when the cross-flow was turned off. The addition of sodium 

chloride as ion strength to the carrier solution avoids the whole retention of 

liposomes in the membrane. Low electrolyte concentration may be preferable or 

even required to stabilize compounds electrostatically for measurements. 

However, high electrolyte concentration may in- duce adhesion on the 
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accumulation wall resulting in sample loss. The addition of 50 mM NaCl was 

enough to obtain the best separation. 

 
Fig. 2. Influence of the carrier solution components: a) PBS (blue line), b) HEPES 

(green line), c) HEPES+NaCl (red line), in the liposome AF4-MALS analysis (using 
Ls-CV). The fractogram shows the light-scattering signal at 90° of the entrapped 

liposomes versus the elution time. (Each color line shows the used carrier). 

3.3. Comparison of the AF4-MALS, DLS, and TEM results 

The results obtained using AF4-MALS for the separation of the three 

types of liposomes (e-Ls, MLs, and Ls-CV) were evaluated and compared to the 

results obtained with those techniques that offer size distribution information, 

such as DLS and TEM, that were applied to the same samples using an offline 

measurement mode. The consideration of liposomes as spherical structures 

provides similar tools to compare size distribution using RH achieved in DLS, 

average liposome radius obtained in TEM, and the RG obtained in AF4-MALS. 

Different LS signals at 90° were obtained for different liposome types regarding 

the whole elution time. Fig. 3 provides the separation profiles using AF4-MALs 

for each liposome suspension and each population size found in each separation. 

Three signals were achieved, as can be seen in Fig. 3a, corresponding to e-Ls: 

the first one at an elution time between 25 – 35 min that corresponded to an RG 
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of 60 nm; a second one appaired at an elution time between 45 – 65 min, 

corresponding to 250 nm; and a third little signal from 65 – 70 min of 300 – 350 

nm. Fig. 3b depicts the fractogram of MLs suspension in which only a single LS 

signal at 90° appeared between an elution time of 20 – 30 min corresponding to 

a population of 70 nm. However, two viable populations with an RG ranged 

between 180 – 250 nm appeared without LS signal. Finally, Fig. 3c, which 

corresponds with Ls-CV, exhibits two signals from 20 – 30 min and 30 – 60 min, 

which corresponds to filled-vesicles with RG of 50 and 250 nm. Observing the 

size distribution, another liposome fraction with an RG of 550 nm also appaired 

between an elution time of 65 – 75 min, but the LS signal can hardly be seen. 

 
Fig. 3. Separation by AF4-MALS of the three types of liposomes synthesized: (a) e-Ls, 

(b) MLs, and (c) Ls-CV. Fractogram shows the light-scattering signal monitoring at 
90° using MALS detector (blue solid line), the size distribution expressed as the 

geometric radius (RG) (red dotted plot), and cross-flow used for the AF4 separation 
(black dashed line). (For interpretation of the references to color in this figure legend, 

the reader is referred to the web version of this article.). 
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The population distribution of these results can be observed in Fig. 4. 

All three types of liposomes have two general populations, the one with RG of 60 

nm and the second with 250 nm. These populations correspond to small (SUV) 

and large unilamellar vesicles (LUV), respectively. Another specific population 

was observed for each type of liposome: 350 nm for e-Ls, 150 nm for MLs, and 

550 nm for Ls-CV. Results obtained with the AF4-MALS technique show 

significant differences between the sizes of the different liposomes studied, 

showing that depending on the species encapsulated, the liposome will have a 

different size. The usefulness of the described method to study liposome 

population sizes with different encapsulated species is also demonstrated. 

 
Fig. 4. Differential and cumulative size distribution of geometric radius (RG) 

expressed as intensity signal (%) using MALS detector obtained for: (a) e-Ls, (b) 
MLs, and (c) Ls-CV. 

Comparing these results with those obtained in DLS, similar population 

distributions to AF4-MALS were observed (Fig. 5). Three populations of 50, 

170, and 480 nm were achieved with e-Ls (Fig. 5a). For MLs (Fig. 5b), only 

two populations of 60 and 250 nm were achieved. The one with 180 nm was not 

observed in DLS due to a lack of resolution compared with AF4-MALS, and it 

is not possible to discern between populations of a similar radius. Regarding Ls-

CV, three populations were observed, with RH of 60, 240, and 770 nm. The sizes 

founded for each liposome type indicate a high polydispersity due to different 

populations with very different sizes. These polydispersity values were obtained 

with DLS measurements, being 0.688 for e-Ls, 0.559 for MLs, and 0.719 for Ls-

CV.  
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Fig. 5. Differential and cumulative size distribution of hydrodynamic radius (RH) 
expressed as a percentage of intensity for the liposome populations. (a) e-Ls, (b) MLs, 

and (c) Ls-CV measured by DLS. 

The Z-potential of each type of liposomes measured with the PCS 

analyzer was -58.7 mV for e-Ls, -62.2 mV for MLs, and -39.7 mV for Ls-CV. It 

should be noticed that structures have more stability than the Z potential absent 

greater in absolute value [38]. Thus, more stable liposomes have less radius, and 

less stable ones tend to form aggregates to compensate for the charge difference 

and increase their radius. MLs have magnetic NPs inside, which are negative 

compounds, so they provide a more negative charge to the liposome and more 

stability, resulting in smaller liposomes. However, Ls-CV has cresyl violet, a 

positive colorant, bids to phospholipids, Z potential was closer to zero, and 

liposome stability was lower, forcing aggregate formation. Thus, this proves 

radii obtained with AF4-MALS and DLS techniques. 

The AF4-MALS results were also compared with those achieved using 

TEM. The liposome samples were prepared by inclusion in an epoxy-resin [33]. 

Fig. 6 depicts three TEM images of the samples jointly with their observed size 

distribution. The values achieved using TEM confirms a significantly diverse 

liposome size, corresponding to different populations. Fig. 6(a–c) shows the 

TEM im- ages of e-Ls, MLs, and Ls-CV, and Fig. 6(d–f) the calculate 

differential and cumulative particle size distribution (%) of (d) e-Ls, (e) MLs, 

and (f) Ls-CV. For e-Ls (Fig. 6a), there were three populations with RG of 50, 

250, and 350 nm. For MLs (Fig. 6b), another three populations were observed 

with RG of 50, 150, and 250 nm. Ls-CV (Fig. 6c) had another three populations 
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with RG of 100, 250, and 600 nm. The size distribution obtained with the AF4-

MALS analysis is similar and with more extensive information than those 

obtained with the DLS and TEM techniques. While a complete size distribution 

with extensive information is obtained with AF4-MALS, no information is 

obtained on the size of all populations with DLS. Accurate information has been 

obtained with TEM, but fewer populations can be studied, and this study must 

be done manually. These results demonstrated the usefulness of the described 

method above others. 

 
Fig. 6. TEM images and particle size distributions of liposome populations. TEM 

images of (a) e-Ls, (b) MLs, and (c) Ls-CV. Calculated differential and cumulative 
particle size distribution (%) of (d) e-Ls, (e) MLs, and (f) Ls-CV. 

4. Conclusions 

In this work, a method for the separation and characterization of 

different liposome populations has been developed using the AF4 technique 

coupled with MALS detection. It has been applied to three types of liposomes, 

with different species encapsulated found in different areas of the liposome: 

empty liposomes (e-Ls), magnetoliposomes (MLs) with Fe3O4@AuNPs-C12SH 

inside the lipid bilayer, and liposomes containing the long wavelength 

fluorophore cresyl violet (Ls-CV) inside the aqueous cavity. 
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Three populations have been achieved when the separation of each type 

of liposome occurs, two populations in common, and one specific for each type. 

This capability could be used in futures liposome mixtures to stablish differences 

in size according to different material encapsulated. The results achieved using 

AF4-MALS have been compared with those obtained using other techniques 

applied in size evaluation, such as DLS and TEM. In all cases, the effectiveness 

and efficiency of the separation method have been verified. 
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 ara el desarrollo de plataformas analíticas en las que se incorporan 

sistemas de flujo a escala micrométrica integrados dentro del compartimento de 

muestra de un espectrofluorímetro convencional se la propuesto la integración 

de un chip comercial del sistema microfluídico mediante el uso de un dispositivo 

de alineamiento fabricado mediante tecnología de impresión 3D. Esta 

investigación ha dado lugar a la siguiente publicación científica: 

• Integration of a microfluidic system into a conventional luminescence 

detector using a 3D printed alignment device. Á. Écija-Arenas, V. 

Román-Pizarro, J.M. Fernández-Romero. Microchim. Acta, 187 (2020) 

620. 

Como se ha comentado en la Introducción de esta Memoria, hay varias 

formas de integrar las distintas partes del proceso analítico en los sistemas 

microfluídicos, según si esta integración se realiza en el propio chip que 

constituye el sistema microfluídico, lo que sería una incorporación  on-chip [1] o 

mediante adaptación de diferentes dispositivos que integran todas las partes del 

proceso analítico pero sin que sean dispositivos microfabricados a escala 

micrométrica, tratándose entonces de una incorporación off-chip [2,3]. En la 

publicación presentada en este bloque (Capítulo II.1) se aborda la integración 

completa del propio chip microfluídico dentro del compartimento de muestra de 

un detector convencional, a modo de integración off-chip. Para conseguir este 

acoplamiento, se ha diseñado un dispositivo de alineamiento fabricado mediante 

la técnica de impresión 3D. Esto supone una alternativa sencilla y económica, 

que proporciona el potencial instrumental y las ventajas añadidas de usar 

detectores convencionales basados en la monitorización mediante la técnica de 

espectroscopía de fluorescencia.  
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Un objetivo preliminar de esta investigación supone implementar una 

plataforma analítica con integración de sistemas microfluídicos para su posterior 

uso en el desarrollo de sistemas analíticos de aplicación en la determinación de 

residuos de compuestos de interés en análisis agroalimentario. Algunas de las 

ventajas ya comentadas del uso de sistemas miniaturizados a escala microfluídica 

suponen un ahorro importante en el consumo de muestras y reactivos, con la 

consecuente disminución de costes, reducción de los tiempos de análisis y en 

determinadas circunstancias facilitar su portabilidad. 

La utilidad de esta plataforma analítica ha quedado demostrada 

mediante su implementación como un sistema mixto en el que se ha integrado 

un tubo de muestra que contiene una suspensión de magnetoliposomas híbridos 

sintetizados y sus precursores, que previamente han sido separados mediante 

centrifugación en gradiente multifase de densidad, siguiendo un procedimiento 

similar al descrito en el Capítulo I.2, y comparando los resultados obtenidos con 

los de dicha publicación. Para llevar a cabo la integración, se han estudiado las 

variables que afectan a la adaptación del vial de la separación en el sistema 

microfluídico, su desplazamiento completo por el mismo y la monitorización de 

la señal obtenida al paso de los diferentes NMs separados en el detector 

espectrofluorimétrico.  
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Abstract 

A useful 3D printed device for the inside microfluidic integration into a 

conventional optical detector has been developed. The coupling system supposes 

the complete integration of a microfluidic device inside the sample compartment 

of a conventional spectrofluorimeter. For this purpose, a commercial chip-

holder, including a microfluidic chip, was anchored inside the detector using a 

“lab-built” 3D printing alignment prototype. The variables affecting the position 

of the 3D printed device, such as horizontal and vertical and rotary angles, were 

optimized. The usefulness of the microfluidic integration system has been tested 

using an organized suspension of separated hybrid magnetoliposomes 

containing nanomaterials that were previously separated using a multiphase 

density gradient centrifugation (MDGC) method. The whole integration system 

consists of three well-established parts: the impulsion unit, the displacement 

unit, and the microfluidic chip. The impulsion unit is formed by two syringe 

pumps, which propel under microflow-rate regime the solutions through to the 

microfluidic system. The first fluid incorporates an immiscible solution that 

provides the solution which fills positive oil/water (O/W) displacement unit. In 

this unit, the previously organized MDGC suspension, which includes different 
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liposome populations, was layer-by-layer displaced to a y-mixer microfluidic 

chip. The separation content merges with the second solution propelled by the 

other syringe pump. This solution incorporates a surfactant that promotes the 

liposome lysis. The novelty supposes the easy incorporation of a 3D printer 

alignment device, which facilitates the incorporation of the microfluidic channel 

focused into the optical pathway of the luminescence detector. 

Keywords: Integrated microfluidic/luminescence detector · 3D printing 

alignment device · Multidensity gradient centrifugation (MDGC) · Hybrid 

magnetoliposomes 

1. Introduction 

In the last decades, microscale dynamic systems have brought enormous 

interest as useful new tools in a wide range of applications supported in 

automation/miniaturization in different areas such as material synthesis, 

chemical and biochemical reactivity and detection, drug delivery systems, and 

biotechnology process control. The incorporation of microfluidic systems into 

analytical processes constitutes a clear example of the advances in analytical 

chemistry. The development of microscale dynamic systems involves 

manipulating fluids in channels with dimensions of tens of micrometers and 

postulates several variations in physical, physicochemical, and chemical 

behaviors providing significant changes between the material interactions at 

microscale in comparison with those that occur on a larger scale. This paradigm 

shift conditions fluid dynamics processes, surface interactions, changes in 

chemical reactivity, among others. 

Besides, it also provides advantages such as low sample and reagent 

consumption, simple fluid handling, reduced analysis time, and portability, 

which increase the interest in the development of analytical applications at 

microfluidic scale. Microfluidic systems allow the integration of various stages 
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of the analysis process on a single chip. Since the 70s decade, aided by MEMS 

technology, an integrated microgas chromatograph was developed into a silicon 

chip [1], or the inkjet printer was developed by IBM [2], the microscale analysis 

systems have emerged considerably. From nonintegrated systems based on the 

erroneous translation from macroscale dynamic systems (i.e., FIA, SIA) to the 

most integration/miniaturization stages, the so-called total microanalysis 

systems (µ-TAS), passing through Lab-On-a-Chip (LOC) systems. Since then, 

the field of integration of microfluidic systems has grown considerably and has 

diversified into many different areas [3–5]. 

The evolution of these embedded systems on the microfluidic chip has 

been improved in this period. One part of the integration involves the detection 

stage. The monitoring of the analytical signal at microfluidic systems occurs by 

focusing the optical beam using two ways: by coupling elements “off-chip” or 

incorporating them as miniaturized elements directly “on-chip”. The most 

accessible “off-chip” adaptation provides the coupling optical infrastructure 

using macroscale elements. For example, using bifurcated optical fiber guides 

that conducted the radiations between the microfluidic reaction/detection zone 

and the optical detector [6], or using x-y-z alignment devices to place the 

microfluidic chip in the focused zone of an up-converter microscope [7]. The 

use of these devices involves taking into account the study of more variables and 

requires the coupling of voluminous and costly equipment. The second 

alternative supposed the miniaturization and integration of different devices, 

“on-chip.” That supposes the real microscale integration at microscale. 

However, “on-chip” detection supposes costly devices and a high development 

process, with many engineering steps. Not enough attention has been paid to a 

third alternative, which involves integrating microfluidic devices focused 

directly on the optical pathway of conventional detectors. Alignment devices 

made with 3D printing technique can be designed for the development of this 

integration. The applicability of these integration systems facilitated the 
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combined use of microfluidic systems with the excellent technical features of 

classical optical detectors. Additionally, the use of 3D printing technology 

provides alignment systems supposing a cheap and straightforward alternative. 

On the other hand, liposomes are self-assembled bilayer vesicles formed 

by phospholipids, which are amphiphilic molecules that entrapped into their 

inner aqueous space several compounds. This structure is the basis of their 

potential applicability since they allow the encapsulation of several types of 

substances according to their hydrophobicity and locations. Liposomes are 

widely used in different areas such as cosmetic, pharmaceutical, biomedical, 

gene therapy, and agri-food technology areas, with particular incidence for 

biomedical or biotechnological purposes [8–12]. 

The confluence of the uses of microfluidic techniques and liposomes is 

an exciting subject that has been afforded in literature from the different 

focusing point of view [13–17]. In the last decade, microfluidic systems have 

been revealed useful to the online synthesis of nanomaterials, which include 

effective liposome production. However, when the liposomes are considered 

analytes, the microfluidic system acts as “on-flow” analytical system, providing 

information about their morphological and structural features or their entrapped 

materials. One of the most exciting microfluidic and liposome confluences is the 

use of liposomes as analytical tools, which provide an active role throughout the 

analytical process. A significant liposome contribution in (bio)analytical systems 

were those related to microscale containers in which the entrapped material is 

protected and transferred to the in situ reaction/detection zone where must be 

released. Literature provides information about the use of hybrid liposomes with 

optical properties that facilitate amplified signal monitoring. Some strategies 

have been based on the absorption measurement using pyranine (HPTS) 

encapsulated in hybrid magnetoliposomes as pH indicators [18], or 

luminescence measurement of several fluorophores loaded in hybrid 
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magnetoliposomes, such as rhodamine B (RB), cresyl violet (CV), and 

naphtofluorescein (NF) [19–22]. 

In this research, a novelty procedure to integrate commercial 

microfluidic devices into the sample compartment of conventional optical 

detectors using 3D printed alignment devices has been proposed. The 

availability of this integrated microfluidic/conventional detector system was 

tested by coupling it with a previously developed multidensity gradient 

centrifugation (MDGC) system, which provides the separation of mixtures of 

liposomes. The research group has previously described the development of 

coupled MDGC systems with conventional flow models to separate mixtures of 

synthesized nanomaterials (nanoparticles and liposomes) [23,24]. In these cases, 

the separation and continuous monitoring effectiveness has been demonstrated 

using fluids working at turbulent dynamic regimes. However, the usefulness of 

a miniaturized system that coupled MDGC with continuous luminescence 

detection that working at microscale regime has not so far been demonstrated. 

2. Materials and methods 

2.1. Materials 

All chemicals used were of analytical grade. 1,2-Diasteroylsn- glycerol-

3-phosphatidylcholine (DSPC), 3-sn-phosphatidylethanolamine (DOPE) (type 

II-S from sheep brain), cholesterol (CH), cresyl violet acetate (CV), 

tetrachloroauric acid (HAuCl4) trihydrate, 1-dodecylthiol (C12SH), Ficoll PM 

400, Percoll, Triton X-100, and hexane were purchased from Sigma-Aldrich 

(Steinheim, Germany, www.sigmaaldrich.com). Sucrose and iron (III) chloride 

were purchased from Panreac (Panreac Química S.L.U., Barcelona, 

www.panreac.es). Iron (II) chloride, rhodamine B (RB), fluorescein chloride, 

and other common reagents were purchased from Merck (Darmstadt, 
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Germany, www.merckgroup.com). All solutions were prepared in 50 mM 

disodium hydrogen phosphate buffer solution (pH 8) (Merck), using deionized 

water purified with a Milli-Q system (Millipore S.A.S., Molsheim, France, 

www.millipore.com). 

For the MDGC layers, different concentrated solutions of 80% w/v of 

sucrose, 23% w/v of Percoll, and 50% w/v of Ficoll were prepared. Stock 

solution of 5 mM of fluorophore (RB and CV) were prepared for the synthesis 

of their respective h-MLs. 

2.2. Apparatus and instruments 

The 3D printed alignment device was manufactured using an Anet A8 

Plus 3D printer (Shenzhen Anet Technology Co, China), with the following 

features: large dimension area of 300 ´ 300 ´ 350mm, with an extrusion head 

nozzle resolution of 0.1 mm, and a range of 0.1–0.2 mm printing height, also 

providing hotbed and extrusion temperatures of 100 and 250 °C, respectively. 

The piece was performed using polylactic acid (PLA-850) filament, which was 

modified using a biodegradable NatureWorks Ingeo 3D850-PLA. The 

alignment device was designed using the freeCAD parametric software version 

0.18-16148 (Licensed by Creative Commons Co, LA, USA) and exported 

through microSD card to the 3D printer using STL file format. 

All luminescence signals were carried out in a Horiba Scientific 

Fluorolog-3P spectrofluorimeter (Horiba Scientific, www.horiba.com, 

Scientific, France). This spectrofluorimeter was equipped with two signal 

acquisition modes according to the type of the used sample. When using a 

microfluidic system placed at the optical pathway of the spectrofluorimeter, the 

front-face operation mode used is recommended. The acquisition of the emission 

signal occurs at an angle of 22.5° with respect to the excitation beam, which is 

adequate to measure on special optical cuvettes or solid samples. All the 
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information provided by the instrument was processed using the FluoroScan 

application software (Horiba Scientific) compatible with Origin 9.1.0 software 

(32-bit, OriginLab Co. 2013, Northampton, MA, USA). The flow was driven 

through the microfluidic reactor using two microfluidic syringe pumps (NE-

300). Two COC (cyclic olefincopolymer) y-mixer microreactors (R150.332.2 

and R150.676.2) with dimensions of 45 ´ 15 mm, a channel width of 150 µm, a 

channel height of 130 µm, and internal volumes of 6 and 13 µL were used to 

choose the adequate microfluidic mixture zone and was assembled with 

connection tubes made of Teflon with an inner diameter of 250 µm using the 

fluidic connect pro (FC-PRO-CH4515).All of these microfluidic materials were 

provided by Micronit (Micronit microfluidics, Enschede, The Netherlands, 

www.micronit.com). A “lab built” positive oil/water (O/W) solvent 

displacement unit based on a Eppendorf tube was incorporated to provide the 

continuous translation of the previous MDGC liposomes layers through the 

microfluidic system. An MPW-350R centrifuge (MPWMed. Instrument, 

Warsaw, Poland, http://www.mpw.pl) with a cooling chamber of rotating, 

equipped with an angle rotor HSL-11199 (45°, 12 ´ 2.2/1.5 mL, max. speed = 

18,000 rpm, 24,088 RCF and rmax = 6.65 cm) was used for multiphase density 

gradient centrifugation. A Büchi rotavapor R-205 (Flawil, Switzerland; 

www.buchi.com) was used to evaporate the organic solvent and form the 

liposomes. 

2.3. Separation of hybrid nanomaterials with MDGC system 

The hybrid magnetoliposomes were synthesized using the rapid solvent 

evaporation (RSE) method, which incorporates the selected fluorophores, and 

the hydrophobic magnetic nanoparticles following previously reported methods 

[23–25]. The MDGC layers were prepared using a slight modification of the 

MDGC method previously described for liposome separation [24], consisting of 

modifying the concentrations of the ingredients that constitute the multiple 
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density gradient to allow the progress of the mixing fluids at the microscale 

regime. The gradient was performed using a mixture of Ficoll, Percoll, and 

sucrose that provide the separation different liposome populations and the 

excess of reactants. The Ficoll and Percoll concentrations were 20 and 10% 

(v/v), respectively. The relative concentrations of sucrose in each layer were 

adjusted to 10, 20, 30, 40, 50, 55, and 65% (v/v). Under these chemical 

conditions, the hydrodynamic system provided an adequate driven flow under 

the microfluidic regime. These layers were introduced directly in a 1.5-mL 

Eppendorf tube and preformed by centrifugation at 3340´g for 30 min to 

providing and stabilizing the adequate multidensity gradient media. The 

separation stage started by adding 500 µL of the recently synthesized liposomal 

suspension and centrifugated at 2520´g for 20 min to reach the adequate 

separation. This separate MDGC material was stored refrigerated at 4 °C until 

its incorporation into the microfluidic system. 

2.4. Implement of the 3D printed alignment device 

The microfluidic chip was introduced on the chip holder, and a 150 µm 

diameter “pinhole” was located at 3.5 µL from the merging zone in order to 

observe the provided signal, which was enough to eliminate the laminar regime, 

facilitate diffusion between both fluids, and allow the liposome lysis due to the 

surfactant. The integration of the microfluidic system into the conventional 

spectrofluorimeter supposed the use of the “lab-built” 3D printing alignment 

device that places the microfluidic device adequately into the sample chamber 

to obtain the correct alignment of the “pinhole” placed at the surface of the 

microfluidic device correctly aligned with the optical pathway of the 

spectrofluorimeter detector that is performed at the front-face acquisition mode. 

Figure 1 shows the different images of the 3D printer alignment device: the 

3DCAD prototype (a), the 3D printed device developed using biodegradable 

polylactic acid (PLA-850) (b), the Micronit chip-holder including the 
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microfluidic mixer chip (c), and the correct location of the microfluidic device 

with the 3D printed alignment prototype inside the spectrofluorimeter sample 

chamber (d). 

 
Fig. 1 Three-dimensional printer alignment device: a 3D-CAD prototype, b 3D printer 

alignment device performed using biodegradable polylactic acid (PLA-850), c chip-
holder and microchip device, and d integrated 3D printer alignment device into the 

sample chamber at the spectrofluorimeter system 

2.5. Microfluidic monitoring of the post-MDGC separated hybrid 

nanomaterials 

The complete integration of the microfluidic system into the 

conventional detector was applied to monitor the MDGC separated hybrid 

liposomes after their synthesis process. Figure 2 represents different parts of the 

integrated microfluidic system into the conventional detection system. Figure 2 

a shows the three colored parts that represent the whole integrated microfluidic-

MDGC/conventional luminescence detector approach: (1) the microfluidic 

system, (2) the 3D printed alignment in the conventional detector, and (3) the 

a b

c d
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computer to control both parts and acquire data. Figure 2 b shows a scheme of 

the O/W positive displacement system. Figure 2 c depicts an elaborate scheme 

of the integrated 3D printed alignment device with the microchip adapted into 

the spectrofluorimeter’s sample chamber. 

 
Fig. 2 a Scheme of the integrated microfluidic/conventional detector system: (1) the 
microfluidic system, (2) the integrated 3D printed alignment device in the sample 
compartment of the spectrofluorimeter, and (3) the digital connection between the 
computer and each controlled part of the integrated system. b O/W displacement 

MDGC separated liposome unit. c Integrated 3D printer alignment device with the 
microfluidic chip into the sample chamber at the spectrofluorimeter system 

As can be seen, the microfluidic system consisted of two pumps with one 

syringe, each working at a flow rate of 25 µL/min. The first syringe had a hexane 

solution to impulse the separated nanomaterials contained in the MDGC tube 

into the system using the O/W displacement device, and the second syringe had 

a surfactant solution that provides the fluorophore release from liposomes 

previous to the detector. The O/W positive displacement device involved using 

a “lab-built” arrangement equipped with two needles, one longer than the other. 

Needles were glued to an Eppendorf cover that fits with the MDGC tube. The 

hexane solution was introduced through the small needle into the tube to 

w1

a b

c

1

2

3
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displace the aqueous MDGC content through the microfluidic system. This 

solvent was chosen because it is immiscible and less dense than the tube content, 

allowing the entry of the separated nanomaterials into the microfluidic system. 

LPs were mixed with the surfactant in the microfluidic reactor, which had an 

internal volume of 6 µL. 

As described above, the system included a 3D printed alignment device 

to place the chip-holder in an adequate focused position to receive the excitation 

radiation. The potential light dispersion was minimized using the “pinhole,” 

focusing the radiation in the center of the microchannel. The luminescence 

signals were monitored at the suitable optimized values to each instrumental 

variable, including the excitation/emission wavelengths for each encapsulated 

fluorophore, the optimum ex/em slits size, and the gain of the PMT tube. Table 

1 depicts the luminescence characteristics of the fluorophores and their 

measurement [26–28]. The front-face mode of the spectrofluorimeter was used 

to do the measurements, because the excitation light is focused on the front 

surface of the sample, and fluorescence emission is collected from this region at 

an angle minimizes reflected and scattered light. This mode is used in case of 

high opace or solid sample, and microfluidics is considered as a solid surface. 

Data were acquired and treated using the original software of the 

spectrofluorimeter. As can be seen in Table 1, both fluorophores do not have 

the same fluorescence intensity at their excitation and emission wavelength, so 

all signals were treated applying a smoothing treatment using the adjacent 

average method (selecting 150 points). All experiments were replicated three 

times, and the results were the average of these repetitions. After each profile 

measurement, a sequence of the water-ethanol-water solution was introduced to 

clean the system. 
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Table 1. Instrument features of the fluorophores entrapped into the synthesized h-MLs 

Variables 
Selected fluorophores 

RB CV 

Excitation wavelength, nm 553 585 

Emmision wavelength, nm 574 627 

Excitation/emission slits, nm 5/5 5/5 

PMT gain, V 950 950 

Quantum yield (Φf)a 0.70 0.58 

e, mol-1L cm-1 (104)b 116 28 
RB rhodamine B, CV cresyl violet 
a Quantum yield obtained from the references [26,27] 
b Molar absorptivity values obtained from reference [28] 

3. Results and discussions 

3.1. Optimization of MDGC system variables 

The MDGC system layers had to be modified compared with the used 

in previous MDGC methods with continuous flow monitorization [24] because 

of their high density. Layers with high sucrose, Ficoll, and Percoll 

concentrations were high-density solutions, caused clogging in the 

microchannels and increased the measurement time. Consequently, the 

concentration of layer compounds must be lowered until achieving a 

compromise situation between obtaining the best separation of the 

nanomaterials and a good transport of the tube content through the 

microchannels. The Ficoll concentration in each layer should be decreased from 

30 to 20% (v/v) and the Percoll concentration from 15 to 10% (v/v). The sucrose 

concentration in each layer should be modified to 10, 20, 30, 40, 50, 55, and 65% 

(v/v), and the last layer had no presence of stabilizing substances (Ficoll and 

Percoll). 
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3.2. Development of the microfluidic system 

To demonstrate the efficiency of the coupling of a microfluidic chip in 

the optical pathway of a commercial spectrofluorimeter using a 3D printer 

alignment device, a previously studied method is needed. For that, the MDGC 

system for the separation of hybrid magnetoliposomes was chosen. However, 

the previous method needed modification to be adapted from a macro- to a 

microfluidic size, so the syringe-based pumps have been used instead of 

peristaltic pumps. To introduce the separated nanomaterials, an O/W positive 

displacement device was made, involving a lab-built arrangement equipped with 

two needles, one longer than the other. Needles were glued to an Eppendorf 

cover. Concerning the previous separation with the MDGC system, the 

optimum values of the physical and chemical variables were selected, similar to 

those used in previous works [20]. The physical variables studied for the 

integrated system have been summarized in Table 2. 

Table 2. Optimization of variables affecting the integrated MDGC-MFS 
Type Variable Range studied Optimal value 

Microfluidic Flow rate, mL min-1   

 Syringe pump 1 5-50 25 

 Syringe pump 2 5-50 25 

 Microfluidic reactor, µL 6-13 6 

Instrumental Rotary angle, degree 30-60 45 

 Slit ex/em, nm 2-10 5/5 

 PMT gain, V 400-950 950 
 

The flow rate is an essential variable because the microfluidic scale 

influenced the change between a laminar to a turbulent fluid regime providing 

an adequate diffusion between both solutions and the liposome disruption 

effectiveness before they pass through the detector. High flow rates decreased 
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the efficiency of the liposome disruption, affecting the final profile of the MDGC 

separation monitoring, while low flow rates increased the monitoring time 

considerably. The internal size of the microfluidic channel also affects the 

availability of the micrometric system. The diameter section lower than 250 µm 

caused irreversible clogging of the nanomaterial into the channel. A flow rate of 

25 mL/min using a 250 µm diameter size with an inner volume of 6 µL was 

selected. Under this condition, the complete Eppendorf vial volume passed 

through the system requiring a monitoring time of 70 min, including the washing 

periods. Another critical aspect of monitoring the adequate emission signal is the 

position of the microfluidic chip. The alignment device must be focused to the 

center of the microfluidic channel. To provide this alignment with 150 µm 

diameter size “pinhole” placed at the center of the channel length at 

approximately 3.5 µL displaced volume from the y-mixer channel point, it 

provided adequate diffusion between both solutions the complete disruption of 

the liposomal vesicles. 

The novel use of the 3D printed alignment device facilitated the 

adequate focusing position of the microchip device inside the sample 

compartment of the spectrofluorimeter. The 3D printed device had a rotary 

angle system that provided the best position to focus the emission beam on the 

emission monochromator using the front-face mode. In order to optimize the 

best angle position, the system was tested by introducing a solution containing 

1 mM fluorescein, prepared in water, and checking the best emission signal at 

487 and 518 nm, for the excitation and emission wavelengths, respectively, with 

slit apertures of 5/5 and a PMT gain of 950 V. The influence of the angle was 

studied between 30 and 60°. A similar study was performed by passing only 

water to discriminate between dispersion from the capillary channel and the 

fluorophore emission. As shown in Fig. 3, with the fluorescein solution, the best 

position angle was 45° that provided the best emission signal. 
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Fig. 3 Influence of the rotation angle measured using (a) 1 mM fluorescein aqueous 

solution and (b) water 

The liposome disruption was evaluated using different surfactants; 

according to the previous studies [20], Triton X-100 provided the higher lysis 

effect. It also promoted a fluorescence enhancement of the encapsulated 

fluorophores, which optimum values were 1 mM of Triton X-100 for liposomes 

containing cresyl violet and 10 mM of Triton X-100 for those containing 

rhodamine B. Figure 4 depicts the excitation and emission spectra achieved for 

each encapsulated fluorophore to be used. As can be seen, the maximum values 

of excitation and emission wavelength corresponds to the values registered in 

Table 1. 

 
Fig. 4 Excitation and emission spectra of a rhodamine B and b cresyl violet 

encapsulated in hybrid magnetoliposomes: (1) excitation and (2) emission spectra 
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3.3. Evaluation of the microfluidic coupling 

The MDGC system was coupled to the continuous flow system to 

monitor the separated liposomes. Two types of synthesized hybrid 

magnetoliposome mixtures were assayed to demonstrate the usefulness of the 

method. Figure 5 shows the scheme of the different ingredient which constituted 

the MDGC separation Eppendorf tube and a simulate profile achieved using the 

integrated microfluidic/conventional spectrofluorimeter system (see Fig. 5a). 

Figure 5b and c show the monitorization profile for two different types of 

synthesized liposome mixtures, which were monitored at a selected wavelength 

corresponding with the encapsulated fluorophores: rhodamine B (Fig. 5b) and 

cresyl violet (Fig. 5c), respectively. When monitoring the separation with the 

microfluidic system, similar results than using the continuous flow system [24] 

have been obtained, so signals in the different zones described in the previous 

research can be identified with the corresponding components. Four types of 

signals were acquired: magnetoliposomes, hybrid liposomes, hybrid 

magnetoliposomes, and non-encapsulated fluorophores. The signal of 

magnetoliposomes was observed in zone 1, corresponding to the bottom layer 

(6.7–11.3 min); hybrid liposomes were found in the second and/or the third layer 

from the bottom (11.3–22.7 min), which means the zone 2; and hybrid 

magnetoliposomes appeared in the sixth layer from the bottom (34.7–40.7 min), 

zone 4. A signal in zone 5, the sample zone (46.7–66.7 min) was observed, due 

to nonencapsulated fluorophores. In this application, the separation of liposomes 

using MDGC system and its monitorization is based in the appearance of each 

liposome population in the corresponding zone. The testing of each liposome 

fraction has been performed using techniques previously referred [24]. 

Obtaining the populations separated in the same zones as in the previous 

developed research demonstrates, although higher times, due to the high density 

of the components, the efficiency of the microfluidic coupling to the MDGC 

system for the separation of liposomes. 
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Fig. 5 Excitation and emission spectra of a rhodamine B and b cresyl violet 

encapsulated in hybrid magnetoliposomes: (1) excitation and (2) emission spectra 

4. Conclusions 

In this research, the use of the 3D printing technology provides 

innovative tools to incorporate miniaturized devices, such as microfluidic 

systems, inside a conventional optical detector. This usefulness expands the 

integrated uses of microfluidic systems with conventional optical detectors and 

facilitates the use of all their instrumental characteristics. Because of this 

technology, a novel 3D printed alignment device was used to facilitate the 

adequate integration of the microfluidic system into a spectrofluorimeter sample 

compartment. The coupling efficiency between a method developed at a 

microfluidic scale integrated with an O/W positive displacement device 

facilitates the acquisition of separation profiles of previously performed MDGC 

separated hybrid magnetoliposomes. Some limitations were found due to the 
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possibility of clogging problems in the application chosen to demonstrate the 

efficiency of the integration due to the high density of the solutions inserted in 

the microfluidic system. The thickness of the channels obstructed the transit of 

dense solutions, causing clogging and long measurement times. Despite these 

limitations, the use of the integrated system has been demonstrated, allowing its 

use in future determinations methods developed by the research group. 
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 ste Bloque de la Memoria presenta las investigaciones desarrolladas 

con el fin de extender la aplicabilidad analítica en ámbito de la seguridad 

agroalimentaria del empleo de sistemas microfluídicos con diferente grado de 

integración de dispositivos e instrumentos convencionales. Con este fin, se han 

desarrollado dos metodologías dinámicas para la determinación de residuos de 

antibióticos en muestras de alimentos. Esta parte de las investigaciones han dado 

lugar a la publicación de dos artículos científicos: 

• Development of an aptamer-based SPR-biosensor for the determination 

of kanamycin residues in foods. Á. Écija-Arenas, E.-M. Kirchner, T. 

Hirsch, J.M. Fernández-Romero. Anal. Chim. Acta, 1169 (2021). 

• Usefulness of hybrid magnetoliposomes for the determination of 

aminoglycoside residues in food using an integrated microfluidic system 

with fluorometric detection. Á. Écija-Arenas, V. Román-Pizarro, J.M. 

Fernández-Romero. J. Agric. Food Chem, aceptado para su publicación 

2021. 

A su vez, ambos métodos suponen propuestas de plataformas analíticas 

(bio)sensoras integradas dentro del propio sistema microfluídico. La adaptación 

de la microzona sensible en el sistema de flujo a escala micrométrica, ha sido una 

tarea esencial para el desarrollo de estos (bio)sensores y su aplicabilidad en 

muestras reales. En el planteamiento de las dos investigaciones se han usado dos 

sistemas de detección ópticos con distinto fundamento, tal y como se muestra en 

la utilización de la técnica no espectroscópica de monitorización del plasmón de 

resonancia superficial (SPR) (Capítulo III.1) para la determinación de residuos 

de kanamicina en leche de vacuno, o en el empleo de la detección mediante 

espectroscopía de fluorimetría en el caso de la segunda publicación (Capítulo 

III.2) para la determinación de residuos de antibióticos aminoglucósidos en 

E 
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diferentes muestras de alimentos. Hasta la fecha se han establecido bastantes 

métodos para la determinación de antibióticos aminoglucósidos en diversas 

muestras (agroalimentarias, farmacéuticas, etc.) [1–3]. Sin embargo, han sido 

pocos los métodos desarrollados utilizando sistemas dinámicos a escala micro 

con implementación de sensores acoplados en el sistema de detección [4–6]. 

El primer método (Capítulo III.1) fue desarrollado durante la estancia 

de tres meses en el “Institute of Analytical Chemie, Chemo and Biosensors” de 

la Universidad de Regensburg (Alemania), bajo la tutela del Profesor Thomas 

Hirsch. La investigación realizada ha contribuido favorablemente a mejorar la 

formación de la doctoranda en el uso de sistemas microfluídicos acoplados con 

sistemas de ópticos de detección, entre los que se encuentra el detector SPR. Por 

otra parte, esta estancia ha permitido cumplir uno de los requisitos necesarios 

para optar a la Mención de Doctorado Internacional. Este método consiste en el 

desarrollo de un biosensor basado en la unión covalente irreversible y selectiva 

de los analitos objeto de estudio. En este caso, se ha aplicado a la determinación 

del antibiótico kanamicina, mediante la implementación de una microzona 

sensible en la superficie del detector SPR en la que, mediante diferentes tipos de 

grafeno, se ha retenido un aptámero selectivo a la kanamicina. La monitorización 

mediante el detector SPR registra los cambios en el ángulo de resonancia 

durante la interacción bioespecífica, en el que un haz de radiación polarizada 

incide sobre un prisma en el que se coloca un chip con una delgada película de 

oro depositada en su superficie, en el cual la intensidad de la luz reflejada es la 

mínima. Las desviaciones de los ángulos de resonancia adquiridos van a ser 

proporcionales a una modificación en la masa depositada sobre la capa de oro 

debida a la interacción aptámero-analito y, por tanto, son proporcionales a los 

cambios en los índices de refracción originados. El seguimiento de estos cambios 

proporciona información sobre la cinética de la interacción y, además, permite 

establecer relaciones entre la señal instrumental y la masa de kanamicina 
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depositada. El biosensor desarrollado se ha aplicado a la determinación de 

kanamicina en muestras de leche. 

El segundo método desarrollado (Capítulo III.2) implica también el uso 

de un sistema sensor en el que se utilizan magnetoliposomas híbridos retenidos 

en la zona de reacción/detección, considerada como la microzona sensible del 

sensor implementado en un sistema microfluídico integrado dentro de la cámara 

de muestra de un espectrofluorímetro convencional. Los magnetoliposomas 

híbridos contienen un reactivo implicado en la reacción analítica y 

nanopartículas magnéticas, lo que facilita su retención magnética en la zona de 

reacción/detección del sistema microfluídico. Los antibióticos aminoglucósidos 

carecen de fluorescencia nativa, por lo que se ha utilizado una derivatización 

química a partir de su interacción con N-acetilcisteína y o-ftalaldehído para 

formar un derivado isoindol fluorescente. Mientras que la N-acetilcisteína, se ha 

encapsulado en el interior del liposoma, el o-ftalaldehído se introduce con la 

disolución que contiene a la muestra o disoluciones patrón del analito. La 

incorporación de un electroimán confina la microzona activa en un segmento del 

orden de 1 a 2 mm en el microtubo del chip microfluídico, localizado a su vez en 

la zona de focalización del haz de radiación incidente del espectrofluorímetro 

convencional. Para el desarrollo de esta aplicación se ha utilizado un modelo de 

plataforma analítica microfluídica integrada bastante similar a la utilizada en el 

Capítulo II.1. Esta plataforma analítica determinativa se ha aplicado a la 

determinación de cuatro antibióticos aminoglucósidos (kanamicina, 

estreptomicina, gentamicina y neomicina), quedando demostrada la eficacia del 

empleo de magnetoliposomas híbridos como dispositivos amplificadores de la 

señal instrumental y, por tanto, de la sensibilidad analítica en comparación con 

el caso de no usarlos. Se ha llevado a cabo la determinación de estos antibióticos 

en diferentes muestras de alimentos. 
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Abstract 

A biosensor in which an affinity reaction occurs in the sensitive microzone 

through the use of specific aptamers to determine kanamycin residues in agri-

food samples has been developed. It is an irreversible and continuous flow 

aptameric biosensor (aptasensor) in which the signal variations are monitored 

by surface plasmon resonance (SPR) measurements based on the specific 

interaction of the aptamer with the antibiotic. The signal variation is 

proportional to the analyte concentration. Graphene is known for efficient 

binding of molecules with its p-electron system, so a monolayer of graphene 

prepared from chemical vapor deposition (CVD) has been compared to a 

multilayer of graphene made from reduced graphene oxide (rGO) for 

immobilization of the aptamer on the gold surface of the physicochemical 

transducer. The best results have been obtained with CVD graphene. The 

dynamic range was between 1 and 100 mmol L-1 of kanamycin concentration (r2 
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= 0.9981, n = 7, r = 4), with a limit of detection of 285 nmol L_1 and a sampling 

frequency of 6 h-1. The precision, expressed as relative standard deviation 

(RSD%), was established in the range of 1.49 and 3.89%, calculated for 1, 10, 

and 50 mmol L-1. The selectivity was studied applying the described method to 

determine other antibiotics, obtaining no significant difference in the analytical 

signal. The method was applied to determine kanamycin residues in milk 

samples with recovery values ranging between 90 and 96%. 

Keywords: aptamer sensor, graphene support, kanamycin residues detection, 

surface plasmon resonance spectroscopy, Raman spectroscopy 

1. Introduction 

Surface plasmon resonance (SPR)-based biosensors are valued in 

different fields such as medical diagnosis and analytical or biochemical 

monitorization for labeling-free and providing information on binding events in 

real-time monitoring methods [1–4]. SPR is an optical technique reporting an 

intensity change of the reflected light at a specific angle of incidence (resonance 

angle) at a receptor modified-metal surface caused by the alteration of the 

refractive index at proximity to this surface due to the analyte binding [5,6]. 

SPR sensing has been developed in the last years for timesaving, inexpensive, 

simple operation, and portable miniaturized devices [6,7]. Quantifying low 

molecular weight compounds makes this technique suitable for its application in 

broad areas such as clinical, pharmaceutics, theranostics, environmental 

research, and food safety [3,8]. It is widely used in real sample analysis due to 

the lack of matrix effect susceptibility, making sample pretreatment 

unnecessary. However, the sensitivity of the SPR sensor is determined by the 

sensor surface, considering the transport and binding of small concentrations of 

the analyte or the surface available for analyte binding. Approaches based on 
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graphene coating of the gold substrate can improve the sensitivity and increase 

the immobilized molecule concentration [5]. 

Aptamers are short RNA or single-stranded DNA oligonucleotide 

sequences obtained by the in-vitro well-known selection process called SELEX 

(Systematic Evolution of Ligands by Exponential Enrichment). Their interest 

as recognition elements has been raised as an alternative to antibodies due to 

their high affinity and selectivity to the target molecule with the advantages of 

chemical stability, easy synthesis and modification, high resistance against 

denaturation, and ability to bind many types of target molecules, including 

antibiotics. These advantages make them attractive in the field of analytical 

chemistry, giving a new approach to biosensors. These types have been called 

aptasensors and have been used to determine a wide range of analytes with SPR 

detection [7,9,10]. Different options to assemble aptamers on the gold surface 

have been studied. Thiol groups self-assemble to the gold surface via well-known 

and stable AueS-binding, so a thiol-modified aptamer can be developed 

[7,11,12]. Self-assembling via alkanethiols is known to form a too dense layer of 

aptamers, and the target cannot bind efficiently for steric hindrance and 

electrostatic reasons. This drawback can be overcome by diluting the aptamer-

modified thiols with non-functionalized short-chain thiols at the surface, 

accompanied by an increase of non-specific binding. More advanced surface 

chemistry would enlarge the distance of the analyte to the surface. As sensitivity 

in SPR decays exponentially with distance, this is not favorable for reasons of 

decreased sensitivity. A feasible alternative is the use of graphene monolayers to 

anchor the aptamer to the surface. 

Graphene is a 2D layered material of sp2 hybridized carbon atoms with 

an increasing interest in the use of biosensors due to its properties, such as 

biocompatibility, high surface-to-volume ratio, π-stacking interactions, possible 

modifications, the presence of an intrinsic surface plasmon, and its 

hydrophobicity, which means there should be not much unspecific binding in 
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aqueous systems. Graphene layers can be obtained multiple ways from top-

down starting from graphite, like reduced graphene oxide (rGO), or bottom-up 

methods, like chemical vapor deposition (CVD) metal substrates. The first one 

was fabricated by chemical exfoliation as a top-down approach from graphite, 

and the second one was grown on a copper substrate. The physical and chemical 

properties of the resulting nanomaterial differed according to the adapted 

method, observing materials with different flake sizes and a different number of 

layers [13]. 

The rGO synthesis is simple, cheap, and the material can be processed 

quickly by drop-casting. Nevertheless, the preparation is time-consuming and 

cannot result in a large area of a uniform graphene monolayer. Thus, the 

resulting quality layer was not so excellent to increase sensitivity due to the 

considerable inhomogeneity and lattice defects. On the other hand, CVD results 

in an almost perfect monolayer with numerous receptor places and better 

sensitivity [7,14e16]. Both types of graphene have been used in biosensors to 

determine different analytes with SPR [5,6,14,17]. However, only the rGO has 

been used for kanamycin determination with various detection methods [18,19]. 

Once the aptasensor has been developed, its usefulness has been 

demonstrated by applying it to the determination of kanamycin residues in food 

samples. Kanamycin is an aminoglycoside antibiotic widely used in treating 

Gram-positive and Gram-negative bacterial infections in human and veterinary 

medicine due to the interaction with ribosomal RNA interfering with the 

bacterial protein synthesis [20,21]. However, kanamycin residues can be found 

in animal-derived foods due to their overuse. Accumulative overdose of this 

antibiotic may cause several affections such as nephrotoxicity, auditive loss, 

allergic reactions, and antibiotic resistance [22]. Therefore, the European Union 

has fixed maximum residue limits (MRLs) for kanamycin in milk as 150 mg kg-

1, and highly sensitive, accurate, economical, and simple detection methods have 

to be established to determine this amount [23]. 
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In this study, an SPR-based biosensor was developed and applied to 

determine kanamycin by demonstrating the benefits of using CVD graphene 

compared to rGO. The differences between the two graphene types and the 

homogeneity of the transfer process were characterized using Raman 

spectroscopy. 

2. Materials and methods 

2.1. Reagents 

Kanamycin sulfate from streptomyces kanamyceticus, penicillin, 

streptomycin, 1-pyrenebutyric acid (PBA), 1-ethyl-3-(3-(dimethylamino) 

propyl)carbodiimide (EDC), N-hydroxysuccinimide (NHS), and 16-

mercaptohexadecanoic acid (MHA) were obtained from Sigma-Aldrich 

(Taufkirchen, Germany, www.sigmaaldrich.com). Other chemicals were 

obtained from VWR International (Darmstadt, Germany, www.de.vwr.com), 

and all chemicals used were of analytical grade. A solution containing 25 mmol 

L-1 disodium hydrogen phosphate (Merck, Taufkirchen, Germany, 

www.sigmaaldrich.com), adjusted to a pH 7.4, was used as the buffer. 

Kanamycin aptamer (50eH2NeAGATGGGGGTTGAGGCT-30) was 

purchased from Eurofins Genomics (Ebersberg, Germany, 

www.eurofinsgenomics.eu) which is synthesized using SELEX procedure 

[18,24]. The aptamer was functionalized with an amino group at the 5’ terminal 

for immobilization on the graphene surface. Before being used, the aptamer was 

stored at 4 °C ant in stock buffer (Eurofins Genomics, Germany) and was 

dissolved in the immobilization buffer containing 25 mmol L_1 disodium 

hydrogen phosphate, 100 mmol L_1 NaCl, and 4 mmol L_1 EDTA (pH 7.4), 

previous to its use. 
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2.2. Materials and instruments 

Glass slides (20 ´ 20) mm of F1-type with a refractive index of 1.61 

covered with a continuous gold film of 45 nm thickness were purchased at 

Mivitec GmbH (Sinzing, Germany, www.mivitec.de). Samples of a chemical 

vapor deposited graphene monolayer (10 ́  10)mmgrown on an 18 mmthickness 

copper substrate coated with approximately 60 nm thickness of a 

polymethylmethacrylate layer (PMMA) Model 495K, A2, which was purchased 

from Graphenea (San Sebastián, Spain, www.graphenea.com). 

All SPR experiments were carried out on a BioSuplar SPR instrument 

(Mivitec GmbH, Germany). The gold-coated glass slide was brought in optical 

contact with an index-matching fluid (Cargille®, Cargille Labs, Cedar Groove, 

NJ, www.cargille.com). The solutions entered the system through a four 

channels peristaltic pump IPC 4 (Ismatec, NeoLab, Heidelberg, Germany, 

www.ismatec.com). Raman spectroscopy measurements used to characterize 

the subsequent sensor surface modification stages were performed on a DXR 

Raman microscope (Thermo Fisher Scientific GmbH, Dreieich, Germany, 

www.thermofisher.com). The Raman microscopic mapping images were 

obtained with an MPlan N 100'/0,90 BD objective (Olympus SE & Co. KG, 

Hamburg, Germany, www.olympus-europa.com). 

2.3. Aptasensor fabrication 

The aptasensor consisted of a glass slide covered with a thin gold layer 

and was functionalized with graphene to ensure the binding of the aptamer to 

the sensor surface. Two types of graphene were studied to carry out this binding, 

rGO, and CVD-graphene. Despite the graphene being directly deposited onto 

the sensor surface, a cleaning step must be introduced beforehand. The sensor 

surface formed by the gold-covered glass slides was thoroughly cleaned with 

ethanol and dried with a nitrogen stream.  
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The rGO was synthesized by a modified Hummers method and 

subsequent chemical reduction using hydrazine [25,26]. The gold-layer surface 

modification with rGO was developed by adapting a previously described 

method [27]. Gold surfaces were immersed in 16-mercaptohexadecanoic acid 

(MHA) before the rGO deposition to render the hydrophilic surface to improve 

their spreading adhesion to form a self-assembled monolayer (SAM) [28e30]. 

The slides have been immersed for a minimum of 20 h in an ethanolic solution 

of MHA (200 mmol L-1). At ambient conditions, drop-casting of 50 mL rGO (ß 

= 250 mg mL-1) dispersed in a 1:1 (v/v) water and isopropanol solution ensured 

a uniform film formation on top of the slides. 

CVD-graphene was grown by the direct deposition of gaseous reactants 

onto a substrate surface (Graphenea, Spain). For the modification with a 

monolayer of CVD-graphene, a wet transfer method was used [5,16]. CVD-

graphene, supported by a copper substrate and covered by protective 

polymethylmethacrylate (PMMA) layer (Graphenea, Spain), was floated for 30 

min on the surface of a solution of 400 mmol L-1 iron (III) chloride to etch the 

copper. After a thorough washing step, the CVD-PMMA-layer is deposited 

onto the slide, putting this one at the bottom of the solution and removing the 

solution to lower the film onto the gold slide. A thermal treatment consisted of 

heating at 70 °C in the air for 30 min flattened the CVD graphene film. The 

immersion of the slide into an acetone bath for 30 min is used to dissolve PMMA 

before the aptamer immobilization. The chips were rinsed with ethanol and 

dried with nitrogen. 

Once the gold film was covered by graphene, the surface was modified 

with 1-pyrenebutyric acid (PBA) via p-stacking to ensure the covalent binding 

of the aptamer. PBA consists of a pyrene group molecule with p-electrons and a 

carboxylic group that can be used to facilitate further functionalization [15]. The 

graphene-modified slides were assembled into the flow system of the SPR 

instrument and treated with PBA. First, a 5 mmol L_1 PBA solution in DMSO 
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was introduced into the system at a flow rate of 0.1mL min-1 for 30 min. A 

carbodiimide coupling reaction ensured the binding of aptamers. EDC and 

NHS activated the carboxyl groups of PBA and facilitated an amide binding 

with the aptamer [31]. The buffer containing 50 mmol L-1 EDC and 50 mmol L-

1 NHS was added at a flow rate of 0.2 mL min-1 for 10 min. The slide was 

incubated with 1 mmol L-1 antikanamycin aptamer dissolved in the 

immobilization buffer, containing 100 mmol L-1 NaCl and 4 mmol L-1 EDTA, 

for 30 min. Afterward, the slides were rinsed thoroughly with the buffer. 

2.4. Aptasensor characterization 

Besides the deposition of PBA, the quality of the deposited graphene 

films was monitored by Raman spectroscopy using a 532 nm laser excitation (10 

mW) and with a 50 mm slit. SPR monitored the deposition of PBA and the 

aptamer. Changes in the intensity of reflected light were recorded at a fixed 

angle. An F1-65° glass prism was installed on a swiveling carriage. A flow cell 

with two channels was placed on the slide. One channel was used as a reference 

and the other one for the sample. Only the buffer, without analyte or surface 

modifiers, passed through the reference channel. 

2.5. Kanamycin determination using the SPR based aptasensor 

The determination of kanamycin is based on the affinity interaction 

between the analyte and the immobilized aptamer, which provides changes in 

the refractive index at the near-field surface monitored by an SPR detector. The 

SPR instrument includes two monitoring cells (reference and sample) that 

provide continuous monitoring of the refractive index variations at the same 

incidence angle close to the active sensor surface. The corrected baseline was 

obtained by subtracting the reference channel signal from the sample channel 

signal to eliminate small fluctuations in laser intensity or temperature variations. 

Any changes can be related only to the binding events at the sensor surface. The 
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determination of kanamycin through the affinity interaction to the immobilized 

aptamer was studied at a concentration range between 1 and 100 mmol L-1 

prepared in phosphate buffer (25 mmol L-1, pH 7.4) at room temperature. 

The selectivity of the aptasensor has been tested using an 

aminoglycoside antibiotic (streptomycin) and others from another antibiotic 

family (penicillin). The cross-reactivity of these antibiotics was tested at two 

concentrations (50 and 100 mmol L-1) of each potential interferent. 

2.6. Application of the method 

The developed aptasensor was applied to determine different kanamycin 

concentrations in commercial cow milk samples (1.5% fat content) provided 

from a local commercial market. No sample pre-treatment was required to 

obtain the measurements, and samples were directly measured with the 

developed aptasensor. No kanamycin residues were found in previous studies 

performed with these milk samples. Therefore, a standard addition method was 

carried out with milk samples directly spiked with solid kanamycin to obtain a 

recovery study. Different kanamycin amounts were directly added to the 

samples to obtain known analyte concentration levels in samples ranged from 

the lowest concentration in the dynamic range to the middle of this range (1, 10, 

and 50 µmol L-1). When their signal difference in RIU of each spiked sample 

was obtained regarding blank samples and the calibration graph, the added 

kanamycin concentration was calculated. The relation between the obtained and 

the known concentrations were necessary to obtain the recovery data. 
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3. Results and discussions 

3.1. Aptasensor design and characterization 

Several steps have been studied to obtain the best aptasensor signal. The 

first step is to functionalize the gold surface with both graphene types (rGO and 

CVD-graphene). Figure 1 depicted the Raman spectroscopy characterization. 

As can be seen, three Raman bands at 1350 cm-1 (D-peak), 1600 cm-1 (G-peak), 

and 2690 cm-1 (2D-peak) were used to identify the graphene layers. Intensity 

ratios between the characteristic bands, such as ID/IG and I2D/IG ratios, were used 

to indicate the graphene deposition on the metal surface. The ratio I2D/IG ≈ 2 

reveals the monolayer CVD deposition, whereas the low intensity of the 2D-

peak of rGO shows stacked multilayers of graphene. The constant ID/IG ratio 

indicated the homogeneous distribution of reduced graphene oxide along the 

surface. This result was also attributed to the slide modified by CVD, as 

demonstrated by a constant I2D/IG ratio for CVD graphene due to the absence 

of a D-peak in CVD. The ID/IG ratio provides information about the flake size 

and some defects, involving the I2D/IG ratio with the number of layers [32,33]. 

 
Figure 1. Raman spectra of CVD-graphene and rGO modified slides normalized to 

the G-peak. 
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In the case of rGO immobilization, different amounts of graphene were 

drop cast. The functionalized surfaces were analyzed using Raman microscopy 

(Figure 2). The microscopic image with a 2D-intensity map of a characteristic 

peak (G-peak) (Figure 2.a) shown qualitative information about the film 

homogeneity. The continuous red color of the images indicates no variations in 

the layer thickness of the rGO deposited. Spectra of rGO (Figure 2.b) showed 

quantitative results with the typical features: broad peaks and, most importantly, 

an ID/IG ratio that is slightly higher than 1 [34]. The optimization of the influence 

of the amount of graphene used to perform the rGO deposition was supported 

on the ID/IG ratios obtained, shown in Table 1. The best results were achieved 

using 50 µL of a solution of 250 µg mL-1 rGO with 1:1 (v/v) isopropanol and 

water. 

 
Figure 2. Microscopic image (A) and Raman spectra (B) of a gold slide modified with 
100 µL rGO (b = 62 µg mL-1) (a), 50 µL rGO (b = 125 µg mL-1) (b), 30 µL rGO (b = 
250 µg mL-1) (c), and 50 µL rGO (b = 250 µg mL-1) (d). A 2D intensity map of the G-

peak is blended over the microscopic images. The scale bars are 100 µm. 

Regarding the immobilization of CVD graphene, Table 1 summarizes 

the intensity ratios studied. The presence of a small single 2D-peak with around 

double the G-peak intensity and an ID/IG ratio in the range of 0.05 to 0.3 is typical 

for CVD-derived monolayer samples [35]. These results indicate the successful 

transfer of CVD graphene onto the substrates. 

A) B)( (

( (
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Table 1. ID/IG and I2D/IG ratios of each type of graphene used (n = 3, r = 50). 

Type of graphene Case 
number ID/IG I2D/IG 

rGO    
100 µL (b = 62.5 µg mL-1) 1:4 (v/v) 
isopropanol and water 

1 
1.24 ± 0.28 0.39 ± 0.29 

50 µL (b = 125 µg mL-1) 1:2 (v/v) 
isopropanol and water 

2 1.12 ± 0.05 0.15 ± 0.07 

30 µL (b = 250 µg mL-1) 1:1 (v/v) 
isopropanol and water 

3 1.86 ± 0.51 0.67 ± 0.24 

50 µL (b = 250 µg mL-1) 1:1 (v/v) 
isopropanol and water 

4 1.14 ± 0.02 0.13 ± 0.03 

CVD  0.14 ± 0.04 2.19 ± 0.51 
 

The consecutive functionalization steps were monitored via Raman 

spectroscopy and SPR spectroscopy, depicted in Figures 3 and 4. The graphene 

surface was modified using PBA via π-stacking interactions to facilitate the 

immobilization of the biorecognition molecules. PBA provided enough 

superficial acid groups on the modified graphene surface to facilitate the 

aptamer covalent bound through its amino-derived functionalization. As shown 

in Figure 3, a small peak near the D-peak (1230 cm-1) appeared on Raman due 

to the PBA deposition (red line) and possible G-peak intensity changes due to 

multilayer conversions. The I2D/IG ratio decreases from 2.19 ± 0.51 to 1.42 ± 

0.23, keeping the ID/IG ratio constant in 0.18 ± 0.06. The SPR signal change 

expressed as refractive index units (RIU) has been used to monitor the SPR 

measurements. As shown in Figure 4.a, a change of 4·10-3 RIU with CVD-

graphene and 2.5·10-3 RIU with rGO was obtained due to the immobilization of 

PBA.  

The surface was modified with an EDC-NHS solution to activate the 

carboxyl groups and ensure binding to primary amines and the efficient coupling 

to the aptamer. After this modification, the Raman spectra remained constant. 

However, as shown in Figure 4.b, the SPR signal changed to 2·10-3 RIU using 

these EDC-NHS modified CVD-graphene surfaces and 1.6·10-3 RIU EDC-
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NHS rGO. The I2D/IG ratio decreases again (1.25 ± 0.36) after the coupling of 

the antikanamycin aptamer, keeping constant the ID/IG ratio (0.17 ± 0.09) (blue 

line in Figure 3). The refractive index changed to 1.8·10-3 RIU for the CVD-

graphene-based surface and 1.3·10-3 RIU for the rGO-based (Figure 4.b). All 

this information suggests the successful modification of the graphene sensor 

with the biorecognition elements. 

 
Figure 3. Raman spectra of CVD modified slides (black line), CVD treated with 1-

pyrenebutiric acid (PBA) (red line), and a CVD-PBA modified slide after the aptamer 
immobilization (blue line). 

 
Figure 4. SPR characterization of the gold surface with CVD-graphene (black line) 

and rGO (red line) after the immobilization of PBA (A) and the aptamer solution, with 
a previous modification with an EDC-NHS solution (B). 

A) B)

DMSO PBA PBS PBS EDC-NHS Aptamer PBS
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3.2. Analytical features of the method 

The calibration graphs of the method for determining kanamycin using 

the aptasensor under the optimum experimental conditions and monitoring the 

SPR signal expressed in RIU are shown in Figure 5. Figure 5.a shows the RIU 

change for different kanamycin concentrations obtained with deposited CVD-

graphene-based aptasensor. The SPR signal increased after the kanamycin 

binding, providing the immobilization of the antibiotic via the interaction with 

the specific aptamer, as evidenced in the calibration graphs in Figure 5.b, where 

the difference between the signal obtained when no kanamycin was bound to 

the aptasensor and the signal provided by different kanamycin concentration 

solutions has been represented. A linear relationship was found within the 

concentration mentioned above range, relating the difference signal with the 

kanamycin concentration logarithm. 

 
Figure 5. (A) Signal change in refractive index units (RIU) of aptasensor with CVD-

graphene with different kanamycin concentrations. (B) The derived relationship 
between the signal change in RIU of the aptasensor using CVD-graphene (black line) 
or rGO (red line) and the concentration of kanamycin. The inset indicates the linear 
relationship between the signal change in RIU and the logarithm of the kanamycin 

concentration for both types of graphene. 

Table 2 summarizes the features for the determination with rGO and 

CVD graphene, which include the equation parameters for the Hill relationship 

and the linearization of the representation, the dynamic range of the calibration 

A) B)
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graph, the limit of detection (LOD), and the limit of quantification (LOQ) 

established according to IUPAC recommendations [36], and the precision of the 

method expressed as RSD% values. LOD and LOQ were calculated from the 

standard deviation of the blanks. A high number of blanks (r = 28) were 

measured, and calculated the corresponding concentration for each calibration 

graph. Once concentrations were calculated, the mean and the standard 

deviation of the blank were obtained. LOD was defined by the mean value plus 

three times the standard deviation of the blank, and LOQ was obtained as the 

mean value plus ten times the standard deviation of the blank. The sampling 

frequency under the working conditions was estimated as 6 h-1. 

As can be seen, the LOD using CVD-graphene is round 0.28 µmol L-1, 

which is 7-fold lower than obtained with rGO. The precision values were also 

better in the chase of the CVD-graphene aptasensor. The selectivity was studied 

by assaying other antibiotics (streptomycin and penicillin) instead of kanamycin. 

The results showed in Figure 6 revealed that the kanamycin signal difference 

was significantly higher than other antibiotics. 

The developed method based on an aptasensor has been compared with 

other methods for kanamycin or other aminoglycoside antibiotics determination. 

Several methods for determining kanamycin based on aptasensors [12,37–39] 

or SPR detection [40] separately have been established. Even though combining 

both techniques in the same method has been reported for determining other 

analytes [41], this combination has not been used to date for determining 

kanamycin. The LOD was in the same order of magnitude [42] or higher [38] 

than other methods based on luminescence detection but lower than using other 

aptasensors [39]. Nevertheless, the proposed method showed advantages 

concerning portability, cost, and measurement time. Also, the use of aptamers 

interaction provided higher selectivity than others supported on chemical 

reactions. 
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Figure 6. Signal change in RIU for penicillin, streptomycin, and kanamycin at two 

concentration levels: 50 µmol L-1 (red columns) and 10 µmol L-1 (blue columns). 

3.3. Application of the method 

The developed aptasensor was applied to determine different kanamycin 

concentrations in commercial cow milk samples (1.5% fat content) from a local 

commercial market. No SPR signal response corresponding to kanamycin was 

observed when the milk samples were analyzed; thus, different kanamycin 

concentrations (1, 10, and 50 µmol L-1) were directly added to the samples to 

carry out the standard addition method. A recovery study was carried out by 

adding kanamycin to reach three milk sample concentrations, obtaining their 

signal difference in RIU regarding blank samples. Taking into account the 

calibration graph, this difference was related to the added kanamycin 

concentration. Known  the added concentration, the recovery values were 

calculated. As can be seen in Table 3, the recovery values obtained were 96.24 

± 7.55 %, 97.85 ± 5.91 %, and 94.53 ± 2.72 %, respectively for 1, 10, and 50 µmol 

L-1 kanamycin concentrations.  
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Table 3. Application of the method to the determination of kanamycin in milk 
Added, 
µmol L-1 

RIU signal a  Found a, 
µmol L-1 Recovery a, % RSD, % (n 

= 3) 
1 1.91·10-4 (± 1.44·10-5) 0.96 96.24 7.55 

10 1.06·10-3 (± 9.52·10-5) 9.78 97.85 5.91 

50 1.75·10-3 (± 4.71·10-5) 45.06 94.53 2.72 
a Mean value of three experiments 
 

4. Conclusions 

The development of SPR substrates based on graphene modified with 

aptamers has been carried out in this research and was applied to the 

determination of kanamycin residues. Comparing both types of graphene 

studied, rGO and CVD, the last one shows more homogeneous and reproducible 

graphene films, leading to a better immobilization of aptamers. Within SPR 

measurements, the highest surface sensitivity was achieved for those modified 

with CVD graphene, resulting in a 7-fold lower LOD for the kanamycin 

detection. Therefore, PBA can be attached to the 2D carbon nanomaterial via 

π-stacking and subsequently modified by the aptamer, leading to a universal 

approach for selective (bio)analysis. This feature represents an advantage in 

developing selective methods because just by changing the immobilized 

aptamer, the method can be adjusted to determine another analyte. The method 

has several advantages, such as portability, speed of measurement, and low cost. 

The applicability of the method was demonstrated by the determination of one 

aminoglycoside antibiotic in milk samples. Even though the sensibility of the 

method and the values of LOD and LOQ can be improved to reach the values 

obtained with other techniques, the selectivity of the method was significant due 

to the high affinity and sensibility of aptamers for the target molecule. 
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Abstract 

A new microfluidic approach using hybrid magnetoliposomes (h-MLs) 

containing hydrophobic magnetic NPs (Fe3O4@AuNPs-C12SH) and N-

acetylcysteine encapsulated has been developed in this research for the 

determination of aminoglycoside antibiotic (AAG) residues in food samples 

using o-phthalaldehyde. Four AAGs, kanamycin, streptomycin, gentamicin, and 

neomycin, have been used as model analytes. The h-MLs have been used for 

reagent preconcentration and were retained using an external electromagnet 

device in the reaction/detection zone in a microfluidic system, inserted into the 

sample chamber of a conventional fluorimeter. The formation of a fluorescent 

isoindole derivate caused an increase in the luminescence signal proportional to 

the analyte concentration. The dynamic range of the calibration graph was 0.1-

1000 µmol L-1, expressed as AAG concentration, with a limit of detection of 8.7 

nmol L-1 for kanamycin and a sampling frequency of 8 h-1. The method was 

applied to determining AAGs residues in milk and meat samples with recovery 

values between 87.2 and 107.4% 



Capítulo III.2. 
 

 
298 

Keywords: hybrid magnetoliposomes; microfluidic system; aminoglycoside 

antibiotic detection; spectrofluorometric 

Introduction 

The development of analytical methods using microfluidic systems has 

grown in the last years due to their system miniaturization characteristics, such 

as decreasing the reagent and sample volumes, decreasing the analysis time, or 

increasing portability. Microfluidic systems allow the integration of several 

stages of the analytical process. The maximum level of integration is the total 

microanalysis systems (µTAS) of “Lab-On-A-Chip” systems.1–3 

The evolution of these embedded systems passes through integrating 

different stages, such as the detection stage. Different platforms have been used 

to integrate this step, based on an “on-chip” or “off-chip” coupling. “On-chip” 

coupling was supposed to a high cost with a high level of the development 

process. Inside the “off-chip” coupling, several approaches have been described. 

Using bifurcated optical fiber guides or x-y-z alignment devices to place the 

microfluidic chip involved studying a high number of variables, apart from the 

requirement of voluminous and costly equipment for the coupling.4,5 An 

alternative is an “off-chip” option involving integrating the microfluidic chip 

focused on the optical pathway of a conventional detector thanks to 3D printed 

alignment devices.6 

The integration of sensing zones in the microfluidic system improved the 

sensitivity, selectivity, accuracy, and reliability of miniaturized biosensing 

systems. This integration has been one of the most critical tasks for the 

development of µTAS. For this purpose, the use of materials with magnetic 

properties to be retained in the reaction/detection zone of the microfluidic 

system has increased, such as materials deposited, aptamers, or enzymes 
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immobilized in magnetic nanoparticles or magnetoliposomes with encapsulated 

reagents. 

Regarding magnetoliposomes (MLs), they were a type of hybrid 

liposome loaded with magnetic nanoparticles. Liposomes were self-assembled 

bilayer vesicles formed by phospholipids and cholesterol, which were 

amphiphilic molecules that entrapped several compounds in different parts due 

to their nature. Hybrid MLs (h-MLs) can be used as analytical tools as 

microcontainers in which the entrapped reagents were protected and 

transported to the in-situ reaction/detection zone to start the reaction. The 

analytical usefulness of h-MLs as amplification systems has been shown to 

determine several compounds in foods.7–9 

The proposed analytical method has been described to determine 

aminoglycoside antibiotic (AAG) residues in food samples. Figure 1 shows the 

chemical structures of the four AAGs assayed in this study, kanamycin, 

streptomycin, gentamicin, and neomycin. Their antibacterial properties lied in 

their irreversible binding to the bacterial ribosomes. These compounds were 

highly polar and water-soluble, but they induced membrane disorder in 

liposomes due to their strong binding ability to phospholipids phosphate 

groups.10–12 Liposome disruption to release the encapsulated reagents was done 

mainly by changes in membrane structure, surfactants, or pH changes. The fact 

that AAGs bound to the phosphate group of liposomes caused their disruption, 

releasing the encapsulated reagent, joined to the fact that the pH in which the 

reaction took place caused the liposome lysis, was helpful in the development of 

the analytical method. 

In recent years, AAGs have been studied, and their use in veterinary 

medicine has been regulated due to the severe adverse effects in humans caused 

by their misuse and overdose, such as oto- and neurotoxicity, antibiotic 

resistance, and allergic reactions. Since residual AAGs can be found in animal-
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derived foods, the European Union has established maximum residue limits 

(MLRs) for these drugs; as shown in Table 1.13 Several methods have been 

described to determine AAGs in food, mainly using chromatography, capillary 

electrophoresis, and immunoassay.14–18 However, there are few methods using 

flow or microflow techniques.4,19–22 Fluorimetry is frequently used as a detection 

method, but these compounds do not present native fluorescence. Diverse 

derivative reagents have been used for this purpose.23 The most common 

derivative reagents used in AAGs are a mixture of a compound with a carboxyl 

group, such as o-phthalaldehyde (OPA), together with a compound with a 

sulfhydryl group, such as N-acetylcysteine (NAC). 

 
Figure 1. Chemical structures of the aminoglycoside antibiotics assayed. 

The method presented is based on the formation of a fluorescent derivate 

between OPA, NAC, and the AAG in the sensing detection zone, to form an 

integrated platform based on a microfluidic system fluorometric detection. 

 

 

Kanamycin

NeomycinGentamicin

Streptomycin
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Table 1. MRL of aminoglycoside antibiotics assayed in the studied animal-derived 
foods13 
Antibiotic Food origin (animal species) MRL, µg kg-1 Target 

Kanamycin All producing species 150 Milk 

  100 Muscle 

Streptomycin Bovine 200 Milk 

 Porcine 500 Muscle 

Gentamicin Bovine 100 Milk 

 Porcine 50 Muscle 

Neomycin All producing species 1500 Milk 

  500 Muscle 

Experimental 

Reagents and solutions. All chemicals used were of analytical grade. 1,2-

Diacylsn-glycerol-3-phosphatidylcholine (DSPC), 3-sn-phosphatidylethanol-

amine (DOPE), (type II-S from sheep brain), cholesterol (CH), 

tetrachloroauric acid (HAuCl4) trihydrate, 1-dodecylthiol (C12SH), boric acid, 

N-acetyl-L-cysteine (NAC), o-phthalaldehyde (OPA), kanamycin sulfate, 

streptomycin sulfate, gentamicin sulfate, and neomycin trisulfate and methanol 

were purchased from Sigma-Aldrich (Steinheim, Germany, 

www.sigmaaldrich.com). Iron (III) chloride and chloroform were purchased 

from Panreac (Montplet and Esteban SA, Barcelona-Madrid, 

www.panreac.es). Iron (II) chloride, disodium hydrogen phosphate, 

hydrochloric acid, and sodium hydroxide were purchased from Merck 

(Darmstadt, Germany, www.merckgroup.com). All solutions were prepared 

using deionized water purified with a Milli-Q system (Millipore S.A.S., 

Molsheim, France, www.millipore.com). The pH of the reaction was adjusted 

to 9.5, with a buffer containing 50 mmol L-1 boric acid. 

Apparatus and instruments. The measures were carried out in a Horiba 

Scientific Fluorolog-3P spectrofluorimeter (Horiba Scientific, France, 
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www.horiba.com/ scientific/). This spectrofluorimeter was equipped with two 

signal acquisition modes according to the type of sample used. When using a 

microfluidic system placed at the optical pathway of the spectrofluorimeter, the 

front-face operation mode acquired the emission signal with an angle of 22.5º 

concerning the excitation beam is recommended, which was adequate to 

measure with special optical cuvettes or solid-samples. All measurements were 

performed using FluoroScan application software (Horiba Scientific) 

compatible with Origin, Software for OriginPro 9.1.0 (OriginLab Co. 2013, 

Northampton, MA, USA). The flow was driven to the detector through the 

microfluidic reactor using a KDS220 syringe pump (KD Scientific Inc., MA, 

USA, www.kdscientific.com). A glass microreactor model FC_R150.676.2 with 

12 × 24 mm dimensions and an internal volume of 13 µl was assembled to a 

fluidic chip holder (FC-PRO-CH4515) (Micronit, The Netherlands, 

www.micronit.com). The beam was reduced with a pinhole located at 9 µL from 

the merging zone. Two Cheminert VA-CN2 injection valves (Valco, 

Teknokroma, Barcelona, Spain, www.teknokroma.es) were used to inject the h-

MLs, sample, and reagents solution. 

A Büchi rotavapor R-205 (Flawil, Switzerland, www.buchi.com) was 

used to evaporate the organic solvent to form the h-MLs. A VorTemp 56 LA-

S2056 shaking incubator (Labnet International, Woodbridge, NJ, USA) and 

an ultrasound bath were used. An MPW-350R centrifuge (MPW Med. 

Instrument, Warsaw, Poland, http://www.mpw.pl) with a cooling chamber of 

rotating, equipped with an angle rotor HSL-11199 (45°, 12 ´ 2.2/1.5 mL, max. 

speed = 18,000 rpm, 24,088 RCF, and rmax = 6.65 cm) was used for the MDGC 

separation of h-MLs. Transmission electron microscopy (TEM) images for h-

MLs characterization were obtained using a CM-10 Philips microscope (Philips 

Research, Eindhoven, The Netherlands; http://www.research. philips.com) with 

0.5 Å~ 0.34 nm resolution and equipped with a digital megaview III camera. 

Copper grids (200C-FC) coated with a Formvar carbon film 200 mesh supplied 



Usefulness of hybrid magnetoliposomes for the determination of aminoglycoside 
residues in food using an integrated microfluidic system with fluorometric detection

 

 
303 

by Aname (Madrid, Spain; http://www.aname.es) were used as support in TEM 

experiments. 

Synthesis of hybrid magnetoliposomes. The synthesis of h-MLs involved 

incorporating the structure of Fe3O4@AuNPs-C12SH and the encapsulation of 

NAC, which is required to obtain the analytical signal inside them. The NAC 

encapsulation in liposomes has been demonstrated previously.24-26 The h-MLs 

were carried out for the magnetic retention in the reaction/ detection zone. 

Hydrophobic magnetic-gold nanoparticles (Fe3O4@AuNPs-C12SH) were 

obtained using a procedure previously described, in which the first step was the 

synthesis of Fe3O4NPs by the co-precipitation method, and then the 

nanoparticles were coated with gold nanoparticles, and their surface was coated 

with C12SH.27 Briefly, 25 mL of an aqueous solution containing 0,4 mol L-1 iron 

(III) chloride, 0,4 mol L-1 iron (II) chloride, and 40 mmol L-1 hydrochloric acid 

was dropwise added into 250 mL of 1.5 mol L-1 sodium hydroxide solution under 

vigorous stirring using a non-magnetic stirrer. Black-brown Fe3O4NPs were 

immediately formed, separated using a commercial neodymium magnet 

(NdFeB), and washed 3-times with deionized water. The NPs were collected by 

centrifugation at 17920´g for 15 min and dispersed again in 100 mL deionized 

water. Then, 0.75 mL of this solution were added to a solution containing 2.5 

mL of HAuCl4·3H2O (2 mg mL-1) in 22.5 mL of deionized water, which was 

previously heated to boiling for 40 min, followed by the addition of 0.5 mL of 

sodium citrate (500 mmol L-1) and 5 mL of C12SH. The mixture was vigorously 

mixed and boiled under stirring for 15 min. The color of the solution gradually 

changed from brown to burgundy. 

The rapid solvent evaporation (RSE) method was used to synthesized 

h-MLs containing Fe3O4@AuNPs-C12SH and NAC.[49] Briefly, 100 µL of a 

lipid mixture containing DSPC, DOPE, and CH (75:12.5:12.5) was diluted to 

1 mL with a chloroform/methanol (880:120) mixture and was put into a 50 mL 

round-bottom flask. Then, a mixture containing 0.25 mL of about 20 mg mL-1 
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Fe3O4@AuNPs-C12SH suspension, 2 mL of 10 mmol L-1 NAC solution, and 

7.75 mL of phosphate buffer (10 mmol L-1, pH 7.4) was carefully added along 

the flask wall. The organic solvent was removed in the rotary evaporator at 40 

°C and 300 rpm under vacuum pressure. After 20 min, a pale brown opalescent 

fluid was obtained, which contained a wide variety of liposomes. The liposome 

population size was homogenized by sonication for 10 min, stopping each 2 min 

for 10 s. 

The separation of filled h-MLs from empty liposomes, untrapped NPs, 

and other residues was carried out using the MDGC system.[160] A sucrose 

gradient (10, 20, 30, 40, 50, 55, and 100 %) with ficoll (30 %) and percoll (15 

%) was preformed by centrifugation at a relative centrifuge force (RCF) value 

of 4480´g for 30 min. Then, 500 µL of h-MLs synthesized were added and 

centrifugated at an RCF of 2520´g for 20 min. The h-MLs with encapsulated 

NAC were located in the intermediate layers and were collected and washed 

four times with 100 mL of 10 mmol L-1 phosphate buffer (pH 7.4) to eliminate 

residues from layer components. These liposomes were stable for at least 30 

days, maintaining them refrigerated at 4 °C until use. 

Microfluidic system. Figure 2 depicts a scheme of the microfluidic system used, 

which was integrated by the microfluidic device with the magnet device in the 

optical luminescence detector. It was composed of the fluidic propel pumps, the 

injection valves, and the microfluidic platform, which was integrated by the 

chip-holder microfluidic devices with the microchip, the electromagnet, and the 

optical system. The fluidic propel pumps consisted of a syringe-driven system 

(SDS), which propelled all solutions from four 5 mL syringes (Terumo, Madrid, 

Spain, www.terumo.es), at a flow rate of 25 µL min-1. Polytetrafluoroethylene 

(PTFE) tubes (i.d. 0.25 mm) connected the different parts of the microfluidic 

system. Injection valves had loops of 150 and 50 µL to introduce h-MLs and 

reagent and analyte solution, respectively. The integration of the microfluidic 
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platform into a conventional spectrofluorimeter was performed as previous 

works,6 including the microfluidic device into the sample chamber through a 

"lab-built" 3D-printing alignment device to obtain the correct alignment of the 

microfluidic chip observation zone with the optical pathway of the 

spectrofluorimeter detector, performed at the front-face acquisition mode. This 

observation zone consisted of a "pinhole" located at 9 µL from the merging zone 

to observe the provided signal, which was enough to eliminate the laminar 

regime and facilitate diffusion between both fluids. The electromagnet device for 

the magnetic retention of h-MLs was coupled on the back of the "pinhole". 

 
Figure 2. Scheme of the microfluidic system. h-MLs: denotes liposome suspension 

with NAC, C1: carrier solution to introduce h-MLs (phosphate buffer), OPA/S: OPA 
2 mmol L-1 solution with AAG standards or sample solutions, C2: carrier solution to 

introduce reagents (borate buffer), SDS: syringe driven system, IV1, and IV2: injection 
valves, W1, W2, and W3: wastes, µFR: microfluidic reactor, EM: electromagnet device, 

FLD: fluorimetric detector, PC: computer control device and interfaces. 

Procedure for the AG antibiotics determination. The developed microfluidic 

system allows the preconcentration of h-MLs with NAC in the reaction zone 

using electromagnetic retention to minimize the reaction bolus dispersion, 

providing an effective reagents/analyte mixture in the observation zone of the 

microfluidic chip. A scheme of the potential reaction mechanism for the 

h-MLs

C1

OPA/S

C2

IV1
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W2
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determination of AAGs with the microfluidic system is shown in Figure 3. First, 

a suspension of h-MLs containing 2 mmol L-1 NAC, prepared in phosphate 

buffer (10 mmol L-1, pH 7.4) was injected through the injection valve IV1 and 

retained immediately before the pinhole, using an external electromagnet device, 

for a time (retention time, Dt1) of 300 s. A solution containing OPA (2 mmol L-

1) and the AAG standard, or the sample solution, prepared in borate buffer (50 

mmol L-1, pH 9.5), was then injected using the injection valve IV2. The AAG 

bound to phospholipids, as mentioned previously, favoring the binding of 

reagents with the encapsulated NAC, which promoted the reaction producing a 

fluorescence signal that was monitored at lex 345 nm and lem 445 nm, using a 

5/5 slit ratio and a detector gain of 950 V. The system takes about 150 s (release 

time, Dt2) to achieve the baseline. The difference in the peak area obtained in the 

absence and the presence of the analyte was used as the analytical parameter, 

which was plotted versus the AAG concentration to obtain the calibration graph. 

Each standard or sample solution was injected in triplicate. The AAG 

concentration in the samples was determined by interpolation in the calibration 

graph. 

 
Figure 3. Scheme of the reaction mechanism involved in the AAG determination, 

where AAG and OPA reached MLs with NAC encapsulated, a fluorescent isoindole 
derivate (IID) is formed and measured at its excitation and emission wavelengths (λexc 

= 345 nm, λem = 445 nm). 

EM EM
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Analysis of food samples. The method was applied to determining AAGs in 

whole milk and edible animal muscle samples obtained from local supermarkets. 

The milk samples were pretreated by mixing 20 mL of each sample with 20 mL 

of 20% trichloroacetic acid solution, stirring for 40 min, and centrifugation at 4 

°C for 15 min at 11830´g, collecting supernatants and filtering them through a 

0.2-µm membrane, followed by diluting them five-fold with borate buffer (50 

mmol L-1, pH 9.5).9,29 The edible pork and chicken muscles (5 g) were mixed 

with 10 mL of the extraction solution (8.3 g L-1 trichloroacetic acid, 0.0083 % 

Tween 20, 16.7 % methanol, and 0.05 % mercaptoethanol) and centrifugated at 

11830´g for 10 min, collecting the supernatant and diluting five-fold with borate 

buffer (50 mmol L-1, pH 9.5).30 The solutions acquired by pretreating foods were 

analyzed using the developed method. 

Results and discussion 

Synthesis and characterization of h-MLs. The variables affecting the synthesis 

of h-MLs containing hydrophobic magnetic NPs and NAC were studied using 

the univariate method. Hydrophobic magnetic NPs (Fe3O4@AuNPs-C12SH) 

were prepared using a previously described method.7,27 The use of magnetic NPs 

coated with AuNPs improves their chemical stability and allows their surface to 

be hydrophobic by modification with C12SH, required to increase their 

encapsulation efficiency in the liposomes phospholipid bilayer. The 

characterization of these NPs has been widely studied.7,27 TEM showed 

spherical structures with an average diameter of 30 ± 10 nm. Morphology and 

elemental composition were studied by scanning electron microscopy, equipped 

with an energy dispersive detector (SEM-EDX), infrared (FTIR), and X-ray 

photoelectron spectroscopy (XPS). 

The h-MLs containing Fe3O4@AuNPs-C12SH in the lipid bilayer and 

NAC in the aqueous phase were prepared using the rapid solvent evaporation 
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(RSE) method homogenized using agitation and ultrasonic treatments.7 The 

best results were obtained using a phospholipid mixture (100 µL) composed of 

DSPC (0.68 mmol L-1), DOPE (0.11 mmol L-1) and CH (0.11 mmol L-1) 

(72:12.5:12.5) diluted to 1 mL with chloroform/methanol (880:120) and mixed 

with a solution containing 0.5 mL of Fe3O4@AuNPs-C12SH (7 mg mL-1), 2 mL 

of NAC (10 mmol L-1), and 7.5 mL of phosphate buffer (10 mmol L-1, pH 7.4). 

The temperature at which there was the highest percentage of h-MLs formed 

was 40 °C, due to obtain the critical temperature to form liposomes.  

Filled h-MLs were separated from empty liposomes, un-trapped NPs, 

and residues from the synthesis by multiphase density gradient centrifugation 

(MDGC) system as described 

elsewhere.28[160][160][160][160][160][160][160] The h-MLs with NAC 

encapsulated were located in the intermediate layers, whereas non-encapsulated 

NPs and h-Ls with NAC stayed at the bottom layers and non-encapsulated 

NAC at the upper layer. The h-MLs were collected and washed with 100 mL of 

10 mmol L-1 phosphate buffer (pH 7.4) four times. The h-MLs suspension 

stability was increased maintained refrigerated at 4 °C until use. 

The h-MLs have been widely characterized by different techniques, 

such as TEM and asymmetric flow-field flow fractionation coupled with multi-

angle light scattering (AF4-MALS) in previous researches.8,28,31 The direct use 

of TEM for the liposome characterization was not possible because they were 

disrupted in the evaporation step required in the sample preparation. However, 

a procedure consisted of embedding the MLs into an epoxy resin, similar to that 

used for the characterization of cells in biological materials.32 Figure 4 shows a 

TEM image in which it can be seen that the hydrophobic magnetic-gold NPs 

were retained into the phospholipid bilayer of the h-MLs. The encapsulation 

efficiency (EE) of NAC in liposomes was determined by measuring using the 

fluorimetric method. Value ranges of EE from 60 to 70 % were found, with an 

estimated average value of 65 %. 
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Figure 4. TEM image of h-MLs containing Fe3O4@AuNPs-C12SH and NAC 

included in an epoxy-resin. 

Study of the variables affecting the developed method. As indicated above, 

an SDS was used to propel reagents into the microfluidic device to monitor the 

luminescence signal from NAC, OPA, and the AAG reaction. Kanamycin was 

chosen as a model analyte to follow the optimization of the system using the 

univariate method. Table 2 summarizes the hydrodynamic, instrumental, and 

chemical variables studied by applying the univariate method, range assayed, 

and chosen values. All the assays were carried out at 25 °C to avoid the 

degradation of h-MLs and using two different kanamycin concentrations: 0.1 

and 1 µmol L-1. 

The alignment of the “pinhole” with the incident beam to measure the 

signal from the microfluidic device was a critical variable to obtain the maximum 

signal.  A 1 mmol L-1 fluorescein solution was introduced into the system to 

obtain the rotation angle of the 3D-printing alignment device at which the signal 

was maximum. The excitation and emission wavelengths chosen corresponded 

to the isoindole derivate produced in the reaction. Regarding the hydrodynamic 

variables, the flow rate was chosen to introduce the h-MLs suspension and the 

reagent mixture using the injection valves IV1 and IV2, respectively, and buffers 

were 30 µL min-1. The distribution of the reactants and liposomes in the syringes 

was studied to ensure the maximum amount of luminescent product formation. 
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The reagent and analyte solutions were pre-mixed sequentially to select the best 

way to obtain the maximum signal difference in the absence and presence of the 

analyte. The results showed that the signal difference was slightly higher when 

OPA and AAG solutions were pre-mixed and injected into the flow system. This 

behavior can be ascribed to the fact that this distribution enhances the formation 

of the fluorescent reaction product. This fact supposed that NAC could be 

encapsulated in the liposomes without affecting the course of the reaction to 

improve the sensitivity of the proposed method. 

Table 2. Optimization of variables affecting the system 
Type of 
variable 

Variable Range studied Optimal 
value 

Instrumental Rotary angle, degree 30 – 60 45 

lexc, nm 200 – 800 345 

lem, nm 200 – 800 445 

Excitation slit, nm 1 – 10 5 

Emission slit, nm 1 – 10 5 

PMT gain, V 800 – 950 950 

Hydrodynamic Flow rate, µL min-1 10 – 100 25 

h-MLs injection, µL 1 – 250 150 

Reagent injection, µL 1 – 250 50 

Retention time, s 60 – 600 300 

Measurement time, s 60 – 600 150 

Microreactor volume, µL 6 – 13 13 

Chemical pH 7 – 10 9.5 

[Borate buffer], mmol L-1 10 – 250 50 

[OPA], mmol L-1 1 – 10 2 

[NAC], mmol L-1 1 – 10 2 

 

The first step of the method was the injection of h-MLs with NAC in 

phosphate buffer through the valve (IV1) to preconcentrate them before the 

observation zone and then inject the other reagents in borate buffer through the 
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other valve (IV2) to raise the contact between reactants and form the fluorescent 

isoindole derivate. The study of the injection volumes was studied, obtaining 

good results injecting 150 µL of h-MLs. This volume was enough to execute 

three sample injections without removing the power of the electromagnet or 

reintroducing liposomes into the system, but no affecting the repeatability of the 

method. Introducing 50 µL of OPA and AAG supposed a peak signal of 150 s. 

Figure 5a shows the influence of the ratio between the NAC and OPA 

concentration in a 2D-response chart. With both kanamycin concentrations 

assayed, the best response was obtained with 2 mmol L-1 NAC and 2 mmol L-1 

OPA. For this reason, h-MLs were synthesized, considering that the final 

concentration of NAC in them was this. The influence of the pH on the system 

is shown in Figure 5b, observing no signal variation at higher values than 9.5. 

A borate buffer was assayed to fit this pH with a concentration of 50 mmol L-1.  

 
Figure 5. Influence of experimental variables of the method: (a) surface response of 
the concentration ratio between NAC and OPA, and (b) pH of the reaction at two 

kanamycin concentrations, (1) 0.1 µmol L-1 and (2) 1 µmol L-1. 

Analytical features of the method. The calibration graphs of the method for 

the determination of four AAG were obtained under the optimum experimental 

conditions and using the difference in the peak area obtained in the absence and 

the presence of the analyte, measured at lexc 345 nm and lem 445 nm, as the 

analytical parameter (y). Table 3 summarizes the figures of merit of the method, 

a b
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including the equation parameters of the calibration graphs, dynamic ranges, 

limits of detection (LOD), calculated according to IUPAC recommendations,33 

and the precision of the method, expressed as a percentage of relative standard 

deviation (RSD%), studied at two concentrations levels, corresponding to the 

maximum and minimum error zones of the calibration graph. The estimated 

sampling frequency under the working conditions was about 8 h-1, which mean 

a measurement time of 7.5 min per sample. 

A comparison of the proposed method features with those of other 

previously reported methods for AAG determination is shown in Table 4. As 

can be seen, few methods used microfluidic systems4,19 or liposomes, 20,34 and no 

methods used the combination of both methods for the AAGs determination. 

The LOD reached using a microfluidic system with liposomes magnetically 

retained is lower than those obtained using these methodologies separately. The 

described method presented the same or lower LOD than other methodologies 

using luminescence detection, such as fluorimetry,4,19,30,34,35 colorimetry,16,20 or 

ultraviolet (UV)18 detection. The analysis time of this method was significant 

lower than those found in other previous cited methods in the literature (see the 

cited references in Table 4). 
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Application of the method. The method was applied to the determination of 

AAGs in foods, such as milk and animal muscles (pork and chicken), to establish 

the applicability of the microfluidic system developed using the procedure 

described above. The pretreated and diluted samples were first analyzed to 

verify the presence of AAGs. However, none of the samples studied contained 

analyte. Therefore, a recovery study was carried out by adding two different 

amounts of kanamycin to each sample so that the final analyte concentrations 

were 0.1 and 1 µmol L-1. Table 5 shows the recovery values obtained, which 

ranged between 87.2 and 107.4 %. The results confirmed that the developed 

method was highly reliable and applicable to kanamycin detection in real 

samples. 

Table 5. Application of the method to the determination of kanamycin in food samples 
Sample Added, µmol 

L-1 
Found a, 
µmol L-1 

Recovery a, % RSD, % (n = 
3) 

Milk 0.1 0.107 107.4 2.87 

1 0.998 99.8 3.21 

Chicken muscle 0.1 0.095 94.7 4.63 

1 0.954 95.4 5.21 

Pork muscle 0.1 0.087 87.2 4.12 

1 0.976 97.6 3.97 
a Mean value of three experiments 
 

The usefulness of h-MLs as amplification tools combined with a 

microfluidic system has been demonstrated to determine AAGs. The 

encapsulation of one reagent into h-MLs allows its preconcentration in the 

observation zone using an electromagnet device, reaching a very low LOD and 

increasing the sensitivity of the method. This reagent preconcentration, joined 

to using a microfluidic system, provides several advantages, such as low 

consumption of reagents and samples, cost-effective and straightforward 

equipment. 
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The method has been satisfactorily applied to the analysis of different 

food samples, obtaining similar results to those obtained using other methods, 

as shown in Table 4. 
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 n este apartado se aborda una discusión detallada y crítica de los 

resultados más relevantes obtenidos a lo largo de esta Tesis Doctoral. Dado que 

la Memoria es una recopilación de artículos (publicados o próximos a 

publicarse) y los resultados específicos de cada artículo han sido discutidos 

previamente, el objetivo de esta parte es poner de manifiesto las ventajas y 

limitaciones de las metodologías desarrolladas, así como la comparación con 

otras metodologías empleadas en el ámbito científico para dicha finalidad. Este 

apartado se divide en tres secciones, de acuerdo con los objetivos planteados: 

• Síntesis, separación y caracterización de las nanoestructuras utilizadas. 

Se presentan los métodos de síntesis de nanopartículas y liposomas, así como 

su separación y caracterización con diversas plataformas analíticas 

separativas basadas en la centrifugación en gradiente multifase de densidad 

acoplada a sistemas continuos de análisis y la técnica de fraccionamiento en 

flujo mediante campo de flujo asimétrico acoplada con detección de 

dispersión de la radiación multiángulo. 

• Propuesta de plataformas analíticas microfluídicas integradas en sistemas 

de detección convencionales. Se aborda el acoplamiento de un sistema 

microfluídico en un espectrofluorímetro convencional y la monitorización de 

la eficacia separativa utilizando un método previamente descrito, 

comparando los resultados obtenidos con ambos métodos. 

• Aplicación de plataformas analíticas para la determinación de residuos de 

antibióticos aminoglucósidos de utilidad en la evaluación de la seguridad 

agroalimentaria. Se estudian dos plataformas analíticas determinativas 

microfluídicas para la determinación de residuos de antibióticos 

aminoglucósidos como modelo de compuestos xenobióticos en alimentos.

E 
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1. Síntesis, separación y caracterización de las 

nanoestructuras utilizadas 

Como se ha comentado en la introducción, la síntesis de los 

nanomateriales (NMs) implica el uso de diferentes procedimientos que permiten 

obtener variabilidad en la forma, tamaño, polidispersidad, aunque también 

aparecen residuos de reactivos que interesa eliminar. Esta situación conlleva 

desarrollar nuevos métodos de separación y purificación posteriores a la síntesis 

de estos NMs. De esta forma se obtienen NMs con las características físicas y 

químicas adecuadas para su aplicación analítica. En esta sección se comentan las 

investigaciones realizadas para la propuesta de dos métodos de separación y 

caracterización de NMs posterior a su síntesis. Estos métodos se basan en el uso 

de plataformas analíticas separativas en las que se combinan las etapas de 

separación y detección en un mismo proceso analítico. El objetivo de estas 

metodologías es separar las nanoestructuras (NEs) para así aislar el tipo que se 

desee para su uso analítico y evitar que otras NEs presentes en el resultado de 

la síntesis interfieran en la reacción y/o en la señal analítica originada. 

Paralelamente, el acoplamiento de sistemas de detección a estas metodologías 

separativas permite obtener información adicional de las NEs sintetizadas. 

La primera de las plataformas de separación propuesta está basada en la 

centrifugación en gradiente multifase de densidad (MDGC) y se ha utilizado en 

la separación de dos tipos de NMs sintetizados: nanopartículas (NPs) (Capítulo 

I.1) y liposomas (Capítulo I.2). La distinta naturaleza de los NMs separados 

implica la adaptación del método para ambos NMs. También se ha propuesto 

otra metodología basada en la técnica de fraccionamiento en flujo mediante 

campo de flujo asimétrico (AF4) y se ha aplicado para la separación de diferentes 

poblaciones de liposomas originadas en un mismo proceso de síntesis (Capítulo 

I.3).  
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Esta sección se ha organizado en función del tipo de NMs separado, 

diferenciando entre NPs y liposomas, y se han comentado las ventajas e 

inconvenientes del empleo de las distintas plataformas de separación para cada 

uno de los NMs. A continuación, se discuten los resultados más relevantes 

obtenidos según las NEs sintetizadas. 

1.1. Síntesis, purificación y caracterización de nanopartículas 

La síntesis de NPs híbridas magnéticas hidrófobas (Fe3O4@AuNPs-

C12SH) se ha optimizado previa a su separación con la plataforma analítica de 

separación propuesta con fundamento en MDGC. Estas NPs híbridas han sido 

utilizadas en diversas determinaciones analíticas facilitando su incorporación 

dentro de la bicapa lipídica de liposomas, dando lugar a magnetoliposomas 

(MLs) [1–3]. Después del proceso de síntesis es necesaria una etapa de 

purificación, ya que durante este proceso también se pueden obtener otras NPs, 

como NPs de oro (AuNPs), de oro hidrofóbicas (AuNPs-C12SH), magnéticas 

(Fe3O4NPs) y tipo core-shell (Fe3O4@AuNPs), que no siempre son de utilidad en 

el proceso analítico. También se ha aplicado el método de separación a cada una 

de las NPs antes comentadas con el fin de comparar los resultados de la 

separación global de Fe3O4@AuNPs-C12SH. 

Previas a la metodología que aquí se presenta, y como ya se ha 

comentado, se han descrito otras metodologías para la separación y purificación 

de NPs. Estas se basan en distintas técnicas, incluyendo técnicas 

cromatográficas y no cromatográficas. Dentro de las técnicas cromatográficas, 

han sido extensivamente estudiadas la cromatografía de excusión por tamaño 

(SEC) y la cromatografía hidrodinámica (HDC). Sin embargo, estas técnicas 

presentan una baja resolución separativa y el rendimiento de la separación 

depende del tamaño de poro de la matriz de separación, por lo que su efectividad 

disminuye para mezclas multicomponentes de NPs. Por otro lado, la aplicación 

de estas técnicas es dependiente del tamaño de las NPs y además se pueden 
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producir interacciones inespecíficas con la fase estacionaria [4–7]. Las técnicas 

basadas en diálisis y filtración por membrana son aptas para eliminar disolventes 

y otros productos de la síntesis de los NMs [8]. Otra limitación que presentan 

es la posible obturación de la membrana o que las NPs queden adsorbidas en 

ella [9]. 

También se han descrito otras técnicas de separación aprovechando las 

propiedades magnéticas o la carga superficial de las NPs, como la cromatografía 

magnética, la separación magnética de alto gradiente (HGMS) y la electroforesis 

capilar (CE, CZE) [7,10–12]. Una técnica que aúna la capacidad de separación 

de NPs según su tamaño y según sus propiedades o composición es la técnica de 

fraccionamiento en flujo mediante campo (FFF). Sin embargo, su principal 

limitación es la necesidad de tiempos elevados, del estudio de gran cantidad de 

variables y no permite distinción entre NPs, agregados o aglomerados, o entre 

NPs con distintas formas de igual tamaño, ya que la información que se obtiene 

es de radio hidrodinámico [13]. 

Con objeto de abordar las limitaciones presentadas con estas técnicas, 

en esta investigación se ha propuesto la separación de NPs basada en la 

centrifugación en gradiente de densidad. Como se ha explicado, en esta técnica 

se crea un gradiente con disoluciones de densidad creciente dentro de un tubo 

de centrifugación, se añade la muestra a separar encima del gradiente y se somete 

a centrifugación. Si se usa la variante de centrifugación zonal, como es el caso 

de la investigación descrita, las NPs se separan según su tamaño, forma y 

densidad. Hasta la fecha se han descrito métodos para separar distintos tipos de 

NPs usando gradientes de sacarosa, glicerol o polímeros orgánicos [7,14–17]. 

Además, se ha evidenciado que la adición de ciertas sustancias al gradiente de 

densidad, coadyuvan a la estabilización de las capas del gradiente [18]. 

En esta investigación se destaca como novedad la elección de un 

gradiente multifase de densidad con el fin de conseguir capas del gradiente bien 



1. Síntesis, separación y caracterización de nanoestructuras utilizadas
 

 
329 

estabilizadas. Para ello, se ha realizado la separación de NPs con un gradiente 

de distintas concentraciones de sacarosa, al que se le han añadido 

concentraciones constantes de los agentes estabilizantes ficoll y percoll. Para la 

adecuada separación de las NPs híbridas, se ha estudiado la formación del 

gradiente, encontrando que la mejor separación de las NPs se obtiene con un 

gradiente en 7 capas de 150 µL cada una en concentraciones crecientes de 

sacarosa de 5 a 50 % (v/v), excepto la capa inferior que tiene un volumen de 100 

µL con una concentración de sacarosa de 55 % (v/v), alcanzando así un 

gradiente con un volumen de 1 mL. En todas las capas se han mantenido 

constantes las concentraciones de ficoll y percoll en 30 y 15 % (v/v), 

respectivamente. 

Otra de las novedades de esta metodología de separación es la aplicación 

de una etapa previa a la introducción de la muestra, en la que se preestablece la 

forma del gradiente multifase para asegurar la mayor estabilidad entre las capas 

del medio de centrifugación. De la optimización de esta etapa se obtiene que la 

mejor separación se consigue usando una fuerza centrífuga relativa (RCF) de 

4480´g durante 30 min. Una vez preformado el gradiente, se depositan 500 µL 

de la disolución resultante de la síntesis de NPs y se produce la separación final 

usando una RCF de 2520´g durante 40 min. En la Figura 1 se observan 

diferentes tubos de separación de los diferentes tipos de NPs estudiadas. 

Seguidamente, se ha caracterizado cada una de las NPs, tomando la fracción que 

corresponde a cada una y se han realizado estudios espectroscópicos (FTIR y 

XPS) y microscópicos (TEM y SEM-EDX). En la Figura 1 también se 

muestran imágenes TEM de las NPs estudiadas. 

Una vez realizada la separación y la caracterización de las fracciones 

separadas, se ha acoplado en continuo el tubo de separación a un sistema de flujo 

continuo (CFS) para monitorizar cada una de las fracciones separadas a su paso 

por un detector fluorimétrico. Como las NPs no exhiben fluorescencia nativa, 

este detector se ha utilizado para realizar medidas de dispersión de la radiación 
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resonante (RLS). Para realizar la monitorización, se aspira el contenido del tubo 

de separación entre dos burbujas de aire que delimitan el inicio y el fin del 

contenido del tubo y se bombea con un caudal de 0,5 mL min-1 hasta el detector. 

 
Figura 1. Fotografías de los tubos de centrifugación posterior a la separación de todos 
los tipos de NPs estudiados e imágenes TEM de ellas. Fotografías de la separación de a 
AuNPs, b AuNPs-C12SH, c Fe3O4NPs, d Fe3O4@AuNPs y e Fe3O4@AuNPs-C12SH. 

Imágenes TEM de f AuNPs, g AuNPs-C12SH, h Fe3O4NPs, i Fe3O4@AuNPs y j 
Fe3O4@AuNPs-C12SH 

Una vez estudiados los perfiles de separación obtenidos con las señales 

RLS, se evidencia no sólo la separación de Fe3O4@AuNPs-C12SH, sino también 

de otras NPs que han podido originarse en el proceso de síntesis. Se ha 

observado que las distintas NPs aparecen a diferentes tiempos: AuNPs en la 

última capa del gradiente (130 s), AuNPs-C12SH en la sexta capa (120 s), 

Fe3O4NPs en la quinta capa (100 s), Fe3O4@AuNPs en la tercera capa (50 s) y 

Fe3O4@AuNPs-C12SH en la segunda capa (30 s). Como la introducción del vial 

de separación ha sido por aspiración de abajo a arriba, se puede deducir que 

cuanto más grande es la NP, ésta queda retenida en las capas con más densidad 

del gradiente de separación. 

1.2. Síntesis, separación y caracterización de liposomas 

Como ya se ha indicado, es necesaria una etapa de separación de los 

liposomas posterior al proceso de síntesis. Esta separación se puede realizar 
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persiguiendo dos objetivos iniciales, bien conseguir la separación de los 

liposomas sintetizados del resto de ingredientes del proceso de síntesis, o separar 

las diferentes poblaciones de liposomas en función de su tamaño y estructura. 

En la investigación realizada se han propuesto dos plataformas de separación y 

caracterización de liposomas mediante el acoplamiento de una técnica de 

separación con otra de detección. Estas plataformas se basan en el acoplamiento 

del vial de separación MDGC a un CFS y el acoplamiento del resultado de la 

separación por AF4 con un detector de dispersión de luz multiángulo (MALS). 

Para la separación de los liposomas con aplicación en el desarrollo de 

métodos determinativos con respecto al resto de liposomas y reactivos, se ha 

desarrollado una modificación de la plataforma analítica MDGC-CFS aplicada 

a la separación y monitorización de Fe3O4@AuNPs-C12SH. La técnica de 

separación mediante centrifugación en gradiente de densidad ha sido usada 

previamente, por ejemplo, para la separación de exosomas con un gradiente 

salino en medio orgánico [19] o en la separación de liposomas con violeta de 

cresilo encapsulado utilizando un gradiente de sacarosa [20]. Para realizar la 

separación y caracterización de distintas poblaciones de liposomas según su 

tamaño, se ha propuesto un método AF4-MALS. Como se ha comentado, es una 

técnica en la que se necesita estudiar un gran número de variables, aunque se 

trata de una técnica con aplicaciones significativas en la separación de liposomas 

[21–23]. 

Teniendo en cuenta que los liposomas pueden considerarse como 

herramientas dentro del proceso analítico o como analitos cuyo objetivo es su 

caracterización, en este apartado se aborda esta segunda opción. Todos los 

liposomas utilizados en el desarrollo experimental se han sintetizado siguiendo 

el método de evaporación rápida de disolvente (RSE), que consiste en disolver 

una mezcla de fosfolípidos en un disolvente orgánico al que se le añade una fase 

acuosa y evaporar el disolvente orgánico a la temperatura de transición de los 

fosfolípidos, los cuales se asocian formando una doble capa lipídica para originar 
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vesículas de diferente estructura. Así, en la fase acuosa se atrapan diferentes 

compuestos, como por ejemplo fluoróforos, dando lugar a la formación de 

liposomas híbridos. Si durante el proceso de síntesis se incorporan compuestos 

de naturaleza hidrofóbica, como por ejemplo Fe3O4@AuNPs-C12SH, estos 

quedan retenidos en la bicapa lipídica dando lugar MLs. Cuando en una misma 

estructura liposomal se introducen tanto reactivos como NMs magnéticos se 

consiguen MLs híbridos (h-MLs). 

El sistema de separación basado en MDGC se ha aplicado en la 

separación de liposomas originados durante el proceso de síntesis de h-MLs, en 

los que se han encapsulado NPs previamente sintetizadas y distintos fluoróforos 

(HPTS, rodamina B, violeta de cresilo y naftofluoresceína). También se ha 

establecido un gradiente multifase de densidad formado por concentraciones 

crecientes sacarosa, a los que se les ha añadido concentraciones constantes de 

ficoll y percoll, de 30 y 15 % (v/v) respectivamente. El mejor resultado respecto 

a la separación se ha conseguido con un gradiente con un perfil similar al 

utilizado en la separación de NPs. Sin embargo, se diferencia en la concentración 

parcial de sacarosa en cada capa, resultando un gradiente de arriba a abajo de 

10 a 100 % (v/v). La etapa de preformación del gradiente de densidad se 

mantiene igual, centrifugando a una RCF de 4840´g durante 30 min. Sin 

embargo, la etapa de separación es sustancialmente diferente a la aplicada en el 

método anterior, ya que, aunque se realiza a la misma RCF de 2520´g, el tiempo 

se ha reducido a 20 min. De esta forma, se ha conseguido minimizar la posible 

lisis de los liposomas por centrifugación a altas velocidades si se mantiene 

durante un tiempo elevado. 

Una vez realizado el proceso de separación de los liposomas mediante 

MDGC, el tubo de separación se ha acoplado usando un sistema de aspiración 

al CFS con detección luminiscente, constituyendo así una plataforma separativa 

similar a la propuesta anteriormente para la monitorización de la separación de 

NPs. Mediante el acoplamiento en continuo del detector fluorimétrico es posible 
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medir tanto la dispersión debida a las NPs atrapadas, como la señal luminiscente 

debida a la presencia de los fluoróforos encapsulados. Para cada tipo de liposoma 

separado, las señales se recogen a las longitudes de onda de máxima excitación 

y emisión de cada fluoróforo encapsulado. En todos los casos, se ha facilitado la 

monitorización de la señal instrumental mediante la adición de un surfactante 

característico para cada fluoróforo, ya que este surfactante produce un doble 

efecto de lisis del liposoma y de aumento de luminiscencia del fluoróforo. Se ha 

realizado un estudio de diferentes surfactantes (catiónicos, aniónicos y no 

iónicos). Se ha encontrado que el surfactante no iónico Tritón X-100 produce el 

mayor aumento de la fluorescencia para los fluoróforos violeta de cresilo y 

rodamina B, produciendo similar efecto el surfactante catiónico CTAB para los 

fluoróforos HPTS y naftofluoresceína. Sin embargo, no se han encontrado 

mejoras significativas cuando se usan surfactantes aniónicos tipo SDS, 

posiblemente debido a que la carga superficial negativa del liposoma dificulta el 

efecto de lisis y liberación del fluoróforo. En este estudio, el efecto del aumento 

de la fluorescencia por la presencia del surfactante ocurre a concentraciones 

superiores a la concentración micelar crítica descrita para cada uno de ellos.  

Por un lado, tanto el flujo del contenido del vial de separación, como el 

flujo de surfactante, han sido introducidos a un caudal de 0,75 mL min-1. Por 

otra parte, se ha establecido una longitud del reactor de mezcla de 85 cm como 

compromiso entre la longitud mínima necesaria para la lisis de los liposomas con 

la mínima dispersión de los segmentos de la separación de liposomas. 

Como resultado de la monitorización de la separación se han observado 

5 zonas en la que aparecen los distintos tipos de liposomas según la especie 

encapsulada. Los MLs aparecen siempre en la zona 1 (10–20 s), correspondiente 

a la primera capa del gradiente. Los liposomas híbridos con distintos fluoróforos 

encapsulados aparecen en la zona 2 (18–42 s), que incluye la segunda y tercera 

capa del gradiente. Sin embargo, los h-MLs aparecen en distintas zonas, según 

el fluoróforo encapsulado. Así, los h-MLs con violeta de cresilo, rodamina B y 
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naftofluoresceína, se observan en la zona 3 (54–66 s); mientras que los h-MLs 

con HPTS, se observan en la zona 4 (66–90 s). En todos los casos, también 

aparece una señal en la zona 5 (90–130 s), que corresponde con la zona de 

muestra, la que se presupone que contiene la porción no encapsulada de los 

fluoróforos y/o restos de la síntesis. El resultado de la separación se ha 

confirmado mediante microscopía confocal tomando porciones de la zona en la 

que aparecen los h-MLs en cada vial. En las imágenes de microscopía confocal 

se observa que los liposomas presentan los fluoróforos descritos anteriormente 

y que las NPs hidrofóbicas aparecen en la bicapa lipídica. 

Respecto al segundo método de separación y caracterización de 

diferentes poblaciones de liposomas mediante el acoplamiento AF4-MALS, se 

ha estudiado la separación de distintos tipos de liposomas después de su síntesis, 

tales como liposomas vacíos (e-Ls), MLs y liposomas con violeta de cresilo (Ls-

CV). Una limitación del método propuesto presupone que no se pueden 

introducir liposomas de un tamaño relativamente grande, como es el caso de los 

unilamelares gigantes (GUVs) y multivesiculares (MVVs). Para ello, después 

del proceso de síntesis, las muestras se han sometido a un proceso de 

ultrasonidos para reducir las poblaciones a un tamaño acorde al intervalo de 

fraccionamiento de las NEs. Se han estudiado las variables más significativas en 

la separación por esta técnica, obteniendo los valores óptimos de separación que 

se muestran en la Tabla 1. Dada la influencia significativa del flujo cruzado en 

AF4, el desarrollo de esta parte del proceso se ha dividido en tres perfiles de 

gradiente de flujo, que suponen el uso de una primera etapa con un flujo 

constante a 2,5 mL min-1 durante 5 min, una segunda con un flujo linealmente 

decreciente de 2,5 a 1 mL min-1 durante 5 min y una tercera con un flujo cruzado 

exponencialmente decreciente de 1 a 0 mL min-1 con un exponente de 0,1 

durante 60 min. En la bibliografía se ha descrito que el uso de modificadores 

iónicos en la fase móvil facilita el proceso separativo [24]. En este método se ha 

utilizado una disolución reguladora HEPES (10 mmol L-1, pH 8) con 50 mmol 
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L-1 de NaCl, consiguiendo un efecto favorable en la separación sin producir la 

lisis de los liposomas. 

Tabla 1. Variables involucradas en la separación por AF4 para los distintos tipos de 
liposomas 
Etapa de la 
separación 

Variable Intervalo 
estudiado 

Valor 
elegido 

Etapa de 
inyección  

Modo de inyección Manual, 
automático 

Manual 

 Volumen de inyección, µL  1 – 100 21 

 Caudal de inyección, mL min-1 0,2 – 2 1 

 Tiempo de inyección, min 1 – 5 2 

Etapa de enfoque Caudal de enfoque, mL min-1 0,8 – 3 2 

 Tiempo de enfoque, min 1 – 15 4 

Etapa de elución Flujo cruzado isocrático   

 Caudal, mL min-1 0,1 – 3,5 2,5 

 Tiempo, min 1 – 50 5 

 Flujo cruzado linealmente decreciente    

 Caudal, mL min-1 0,1 – 3 2,5 a 1 

 Tiempo, min 1 – 100 5 

 Flujo cruzado exponencialmente decreciente    

 Caudal, mL min-1 0,15 – 1,5 1 a 0 

 Exponente 0,05 – 1,4 0,1 

 Tiempo, min 1 – 100 60 

 

La incorporación en línea del detector MALS facilita información que 

permite conocer los tamaños de las poblaciones de liposomas separadas 

mediante AF4. En general, se observan tres señales correspondientes a tres 

poblaciones de liposomas para cada una de las suspensiones de liposomas 

estudiadas (e-Ls, MLs y Ls-CV). Dos de estas tres poblaciones son similares en 

las tres suspensiones: una de 60 nm y otra de 250 nm. La primera población 

corresponde a vesículas unilamelares pequeñas (SUVs) y la segunda, vesículas 

unilamelares grandes (LUVs). Sin embargo, la tercera población tiene un 
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tamaño distinto según la suspensión de liposomas utilizada. En el caso de 

separación de e-Ls aparece una población de 350 nm, en la separación de MLs 

aparece una población de 150 nm, mientras que en la separación de Ls-CV, 

aparece una población de 550 nm. Estas diferencias en el tamaño de las 

poblaciones obtenidas para los diferentes tipos de suspensiones de liposomas 

ponen de manifiesto diferencias significativas en función de la zona en la que se 

atrapa el NM o el tipo de compuesto que se encapsula. Así, si se atrapa el NM 

hidrofóbico en la bicapa lipídica, se disminuye el tamaño hidrodinámico en 

comparación con e-Ls. Sin embargo, si determinados compuestos, como el 

violeta de cresilo, se encapsulan en la cavidad acuosa, se produce un aumento 

del tamaño hidrodinámico respecto al de e-Ls. Los resultados respecto a los 

tamaños obtenidos con MALS se comparan con los obtenidos con otras técnicas, 

tales como DLS y TEM. La consideración de los liposomas como estructuras 

esféricas permite la comparación del radio geométrico (RG) obtenido con AF4-

MALS, el radio hidrodinámico (RH) obtenido con DLS, y el radio medio medido 

en las imágenes de TEM. 

Con la técnica DLS también es posible medir la carga superficial, 

expresada por el potencial Z, y el índice de polidispersidad (PdI) de las NEs 

para realizar su caracterización. Se ha medido estos valores para las NEs 

implicadas, tanto NPs como los distintos tipos de liposomas, y los valores 

obtenidos se observan en la Tabla 2. Cuanto más negativo es el valor del 

potencial Z, es decir, cuanto mayor sea su valor absoluto, mayor será la 

estabilidad de la estructura y menor el tamaño de la vesícula [25]. Además, 

cuanto más próximo a cero sea el valor de PdI significa que la distribución de 

tamaños es más parecida y cuanto más se aproxime este valor a la unidad, más 

distribución de tamaños hay en la muestra. Por ejemplo, en la suspensión de 

MLs, las tres poblaciones que aparecen tienen unos tamaños parecidos, por lo 

que el valor de PdI será bajo; sin embargo, en la suspensión de Ls-CV aparecen 
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tres poblaciones con tamaños muy diferenciados por eso el valor de PdI 

aumenta. 

Tabla 2. Valores de potencial Z e índice de polidispersidad (PdI) de los NMs 
caracterizados 
Nanomaterial Potencial Z, mV PdI 

Fe3O4@AuNPs-C12SH - 30,8 0,101 

e-Ls - 58,7 0,688 

MLs - 61,4 0,579 

Ls-CV - 42,9 0,719 
 

Ambas plataformas separativas aportan resultados comparables 

respecto a la capacidad de separación de diferentes tipos de liposomas y su 

distribución por tamaños o estructuras, quedando demostrada su utilidad 

analítica en consonancia con los objetivos planteados. A pesar de que el 

desarrollo del método AF4-MALS requiere una mayor laboriosidad respecto a 

la optimización del proceso, ofrece más información sobre la separación de los 

liposomas siendo sus resultados más completos. Por su parte, la plataforma 

separativa basada en la integración de MDGC-CFS proporciona información 

relativa a la distribución en zonas de separación, aportando menos información 

numérica sobre los tamaños relativos de los liposomas. Sin embargo, esta última 

plataforma ofrece como ventajas el ser una metodología más rápida, ya que 

proporciona la separación de las vesículas lipídicas y la monitorización de sus 

señales instrumentales en un tiempo de 40 min, en comparación con los 80 min 

que se necesitan en AF4-MALS, aproximadamente en ambos casos. 

Al comparar los resultados de las separaciones con ambas plataformas, 

puede decirse que la distribución de tamaños encontrados con ambos métodos 

guarda relación. En el caso de e-Ls, sus tamaños son relativamente pequeños, ya 

que sólo contienen el disolvente acuoso en su interior. Se debe señalar que estos 

liposomas no se pueden monitorizar mediante la plataforma MDGC-CFS, ya 

que tras la lisis del liposoma por el surfactante no existe ninguna especie 
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susceptible de ser monitorizada. Por su parte, cuando se encapsulan diferentes 

compuestos en la cavidad acuosa, el tamaño del liposoma aumenta para poder 

alojar cada especie en función de las posibles interacciones hidrodinámicas que 

ocurren en esa cavidad. 

Otro factor que afecta al tamaño del liposoma es la densidad de carga 

superficial, expresada por el potencial Z, ya que, como se ha dicho, cuanto 

mayor sea su valor absoluto, mayor será su estabilidad y menor su tendencia a 

formar agregados [25]. Por otra parte, se ha demostrado que el atrapamiento de 

distintas especies en la estructura de la doble capa lipídica incide sobre la 

curvatura del liposoma, influyendo en su densidad, haciendo que cuanta más 

curvatura tenga la bicapa más densidad tiene el liposoma [26]. Si se encapsulan 

Fe3O4@AuNPs-C12SH, al ser NPs cuya carga superficial es negativa según los 

valores de sus potenciales Z, el liposoma adquiere mayor carga superficial 

negativa y mayor estabilidad, resultando en definitiva en liposomas más 

pequeños. Además, las NPs hidrofóbicas quedan atrapadas en la parte 

hidrofóbica de la bicapa lipídica, condicionando el umbral de unión de estas NPs 

con los fosfolípidos para que los liposomas sean termodinámicamente estables. 

El aumento de densidad de estos liposomas queda explicado por la zona del 

gradiente (zona 1) donde aparecen en la monitorización mediante MDGC-CFS. 

Sin embargo, cuando en el proceso de síntesis se encapsulan disoluciones 

acuosas que contienen fluoróforos solubles, estos quedan encapsulados en la 

cavidad acuosa del liposoma, no teniendo influencia sobre las interacciones de 

los fosfolípidos en la bicapa lipídica, por lo que no alteran la curvatura del 

liposoma y se pueden formar liposomas de tamaño más grande. Lo que sí puede 

alterar la carga superficial del fluoróforo encapsulado es el potencial Z de las 

vesículas, por lo que indirectamente influye en su tamaño. Por ejemplo, cuando 

se encapsula violeta de cresilo, que está cargado positivamente, hace que el 

potencial Z del liposoma sea más positivo, provocando una disminución en su 

estabilidad, lo que favorece el aumento de tamaño. Esta situación también se 
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observa en la monitorización mediante la plataforma MDGC-CFS, quedando 

estos liposomas retenidos en la zona 2 del gradiente de centrifugación. Cuando 

se sintetizan liposomas híbridos en los que se combina el atrapamiento de NPs 

y el encapsulamiento de fluoróforos, se origina una competencia entre la 

disminución relativa de la curvatura lipídica por efecto de las NPs y la variación 

del volumen de la cavidad acuosa por efecto de la carga del fluoróforo. Esto 

condiciona el tamaño final del liposoma sintetizado. La monitorización mediante 

la plataforma MDGC-CFS indica que estos liposomas híbridos aparecen entre 

las zonas 3 y 4 del gradiente de separación. 

1.3. Comparación del uso de separación MDGC para materiales 

nanoestructurados 

Como se ha indicado, se han desarrollado dos plataformas separativas 

basada en MDGC-CFS que se han aplicado a la separación de NPs y liposomas, 

respectivamente. En la Tabla 3 se muestran las características de ambas 

metodologías cuyas similitudes y diferencias se comentan a continuación. En 

ambas plataformas se ha realizado un proceso de separación mediante MDGC 

en el que se establece un gradiente multifase formado por sacarosa, ficoll y 

percoll, siendo similares las concentraciones de los agentes estabilizantes, ficoll 

y percoll, y variando las concentraciones de sacarosa en las diferentes capas del 

gradiente preformado para cada NM. Para la separación de NPs la 

concentración de sacarosa presenta un intervalo que varía entre 5 y 55 % (v/v), 

mientras que cuando se separan h-MLs sintetizados el intervalo del gradiente 

tiene una amplitud de 10 a 100 % (v/v) de concentración de sacarosa. Esto se 

justifica porque los liposomas son estructuras más densas que las NPs y se 

necesita una capa más densa en el gradiente para igualar su densidad y así 

mejorar la separación. Por esto, se añade una capa final de 100 % (v/v) de 

sacarosa sin ficoll ni percoll y además se elimina la capa del 5 % (v/v) de sacarosa 

para que el gradiente quede con el mismo número de capas. 
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Tabla 3. Comparación de las variables involucradas en la separación de Fe3O4@AuNPs-
C12SH y h-MLs 
Variable Separación de 

Fe3O4@AuNPs-C12SH 
Separación de h-MLs 

Gradiente de sacarosa, % (v/v) 5, 10, 15, 20, 30, 50 y 55 10, 20, 30, 40, 50, 55 y 100 

Agentes estabilizantes   

Ficoll, % (v/v) 30 30 
Percoll, % (v/v) 15 15 

Etapa de estabilización   

RCF, ´g 4480 4480 

Tiempo, min 30 30 

Etapa de separación   

RCF, ´g 2520 2520 

Tiempo, min 40 20 

 

Otra diferencia son los tiempos necesarios para la separación de ambos 

tipos de NEs sintetizadas. Puesto que los liposomas son estructuras más 

sensibles al efecto que originan las RCF, ofrecen una mayor labilidad frente al 

tiempo de centrifugación. Con iguales condiciones experimentales de 

centrifugación, las NPs requieren un tiempo de centrifugación óptimo de 40 min, 

pero los liposomas necesitan reducir el tiempo óptimo de separación a 20 min, 

ya que tiempos mayores conllevan su práctica destrucción. De esta forma, se 

establece un compromiso respecto al tiempo de centrifugación entre una mejor 

separación de las NEs y la integridad de estas. 

Las dos plataformas MDGC-CFS también se diferencian en la 

necesidad de incorporar un flujo de surfactante que facilite la lisis de los 

liposomas y el aumento de la intensidad de fluorescencia de los fluoróforos 

liberados cuando se alcanza la zona de detección. En la modalidad de separación 

de suspensiones de NPs no es necesaria esta incorporación de un flujo adicional 

en la configuración hidrodinámica del sistema. 
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2. Propuesta de plataformas analíticas microfluídicas 

integradas en detectores convencionales 

Un aspecto innovador en la propuesta de nuevas plataformas analíticas 

determinativas de interés en el ámbito del análisis agroalimentario supone la 

integración de sistemas de flujo a escala micrométrica con detectores 

convencionales. En este apartado se comentan los resultados obtenidos en la 

propuesta de una nueva plataforma analítica integrada en el propio detector 

(Capítulo II.1). Como ya se ha comentado en la introducción, existen diferentes 

formas de integración de sistemas microfluídicos en sistemas de detección entre 

las que se incluyen las opciones off-chip y on-chip. 

De forma general, en el caso de acoplamientos off-chip, se han usado 

dispositivos y aparatos que operan a escala macrométrica para proporcionar la 

infraestructura de acoplamiento con el sistema óptico. Por ejemplo, el uso de 

guías de fibra óptica bifurcadas que están focalizadas en la zona de 

reacción/detección y que conducen la radiación desde ese punto al detector. Otra 

opción es el uso de dispositivos de alineamiento x-y-z para situar los elementos 

de enfoque de la guía de fibra óptica en la zona adecuada del chip microfluídico, 

o bien, situar el propio chip microfluídico en la zona de focalización de un 

microscopio up-converted [27,28]. El empleo de estos dispositivos supone una 

mayor complejidad para conseguir el alineamiento del paso óptico en el sistema 

microfluídico, y además requiere el uso de equipamiento costoso y de mayor 

tamaño. La alternativa on-chip supone un mayor grado de integración y 

miniaturización del sistema, ya que incorpora los diferentes dispositivos en el 

propio chip microfluídico [29–31]. A pesar de representar la integración total 

entre sistemas de flujo y detector a escala micrométrica, supone el uso de 

dispositivos costosos con un alto grado de dependencia de las etapas de diseño 

y fabricación. Por ello, el acoplamiento desarrollado en esta investigación 
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supone un paso intermedio que trata de resolver algunas de las limitaciones 

encontradas en los acoplamientos previamente descritos. 

Esta investigación se ha focalizado en el desarrollo de un dispositivo de 

acoplamiento del chip microfluídico en un detector convencional diseñado por 

el grupo de investigación. Este dispositivo de acoplamiento se obtiene mediante 

el uso de la técnica de impresión 3D. Se ha fabricado un dispositivo de anclaje 

que incluya el chipholder y el chip microfluídico en el compartimento de muestra 

de un espectrofluorímetro convencional. Este dispositivo, provisto con una 

unidad giratoria, permite el alineamiento del sistema microfluídico en el punto 

de enfoque del paso óptico del detector luminiscente. 

La ventaja que se obtiene con el uso de estos dispositivos es el 

aprovechamiento de todo el potencial de las características instrumentales de 

estos detectores convencionales, integrando de forma asequible el sistema 

microfluídico. Para asegurar la adecuada focalización del haz de radiación sobre 

el canal microfluídico, se hace uso de un pinhole. Por su parte, el 

espectrofluorímetro Horiba Fluorolog-3P posee dos modos de adquisición de la 

señal instrumental, registrando el haz de emisión con un ángulo de 90° respecto 

del haz de excitación (modo right-angle) o con una diferencia de 22,5° entre 

ambos haces (modo front-face), como se observa en la Figura 2. El modo front-

face se utiliza cuando se realizan medidas de suspensiones de muestras turbias, 

ópticamente densas, sólidas o muy absorbentes, ya que los fenómenos de 

reabsorción limitan la capacidad de respuesta del detector en el modo right-angle. 

El chip microfluídico es una superficie que refleja la luz, lo que podría interferir 

en una adecuada adquisición de señal instrumental. La unidad giratoria del 

dispositivo de acoplamiento de impresión 3D facilita la optimización del ángulo 

de rotación del sistema microfluídico que proporcione la máxima señal 

instrumental. El máximo valor corresponde a un ángulo de rotación de 45° 

respecto del haz incidente. 
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Figura 2. Esquema de los modos de medida usados en el espectrofluorímetro y 

explicación de la colocación del dispositivo de alineamiento fabricado con tecnología de 
impresión 3D y focalizado del haz de emisión en el pinhole en ambos modos: a right-

angle y b front-face. 

Para evaluar la utilidad de esta plataforma analítica integrada, se ha 

adaptado la plataforma separativa basada en MDGC-CFS para la separación de 

h-MLs previamente descrita, sustituyendo el sistema de flujo continuo a escala 

convencional por un sistema microfluídico. Por tanto, todos los dispositivos y 

aparatos usados en el sistema de flujo convencional han sido sustituidos por 

elementos similares que permiten trabajar a escala micrométrica, lo que ha 

supuesto una modificación de las características hidrodinámicas del sistema y el 

modo de introducción del contenido del vial de separación que incluye los h-

MLs separados mediante MDGC. Respecto al caudal de trabajo del sistema, se 

ha producido una drástica reducción debido a las dimensiones de los canales más 

estrechos, pasando de un caudal de 500 µL min-1 a un caudal de 25 µL min-1. Por 

otra parte, este bajo caudal también favorece una mayor difusión entre los dos 

canales con flujo laminar que confluyen en el reactor microfluídico. 

Al ser un sistema de impulsión, el contenido del tubo de separación no 

puede ser aspirado, por lo que se ha implementado un dispositivo de 

desplazamiento positivo disolvente orgánico/acuoso (O/W). El disolvente 

orgánico elegido ha sido hexano, ya que debe ser un disolvente inmiscible con 
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las disoluciones acuosas y menos denso que ellas. Este dispositivo, como se 

observa en la Figura 3, está constituido por dos agujas, una corta por la que se 

introduce el disolvente orgánico que queda por encima de la disolución 

contenida en el vial de separación y una aguja larga que llega hasta el fondo del 

vial, por la que se va desplazando el contenido hacia el reactor de mezcla 

microfluídico al ser empujado por el disolvente orgánico.  

 
Figura 3. Esquema del sistema microfluídico integrado desarrollado para la 

monitorización de la separación de h-MLs. SDS: sistema de impulsión de jeringas, 
FLD: detector fluorimétrico, W: desecho 

Como se ha comentado, los canales del sistema microfluídico son más 

estrechos (aproximadamente 250 µm), por lo que, además de los problemas 

derivados de la difusión en sistemas de flujo laminar, pueden ocasionarse 

problemas de obturación al paso de disoluciones muy densas. Esta situación 

obliga a tener que realizar una nueva optimización en la composición del 

gradiente de separación, de tal manera que se han readaptado los niveles de 

concentración de sacarosa en la séptima capa, reduciéndola hasta un 65 % (v/v), 

y reduciendo también la concentración de los agentes estabilizantes ficoll y 

percoll a 20 y 10 % (v/v), respectivamente, para obviar posibles problemas de 

obturación. Al igual que en la plataforma separativa de flujo convencional en la 

que se ha basado esta investigación, se ha incluido un flujo de surfactante para 
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romper los liposomas, liberar su contenido y monitorizar los fluoróforos 

encapsulados. Se ha mantenido el mismo surfactante, Tritón X-100, para la 

monitorización de suspensiones de h-MLs en los que se encapsularon por 

separado violeta de cresilo y rodamina B. 

Los resultados de la monitorización de la señal instrumental en el sistema 

separativo integrado a escala microfluídica coinciden con los obtenidos con la 

monitorización a escala convencional, lo que pone de manifiesto la utilidad del 

acoplamiento desarrollado. Como se observa a continuación, los perfiles de 

separación coinciden respecto al tipo de liposomas separados en las diferentes 

zonas, pero varían respecto al tiempo en que se localizan cada una de las 

fracciones separadas. La señal instrumental proporcionada por los MLs se ha 

obtenido en la zona 1 de separación (6,7–11,3 min), correspondiente con la capa 

inferior del gradiente; los liposomas híbridos con ambos fluoróforos se han 

encontrado en la zona 2 (11,3–22,7 min), la segunda y tercera capa del gradiente; 

los h-MLs se han encontrado en la zona 4 (34,7–40,7 min), la sexta capa; y la 

señal de fluoróforos que quedan sin encapsular y restos del proceso de síntesis 

aparecen en la zona 5 (46,7–66,7 min), que se corresponde con la zona de 

muestra. 

Estos resultados permiten ampliar el ámbito de aplicación de estas 

plataformas analíticas integradas a escala micrométrica para la propuesta de 

nuevas metodologías determinativas para la evaluación de la seguridad 

agroalimentaria. Sin embargo, también conviene destacar algunas limitaciones 

surgidas en esta aplicación concreta de plataformas analíticas microfluídicas 

integradas: 

- Tiempos de monitorización más elevados derivados de la introducción al 

completo del vial de separación (1,5 mL). En una plataforma analítica 

microfluídica el volumen de muestra a introducir sería del orden de nL o 

µL. 
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- Problemas derivados de la posible obstrucción de los canales consecuencia 

de la alta densidad de las disoluciones introducidas. Posiblemente, en otras 

aplicaciones este problema podría obviarse. 

- Requerimiento de un sistema de desplazamiento O/W para la introducción 

de la muestra. También podría obviarse en otras aplicaciones.

3. Aplicación de plataformas analíticas para la evaluación 

de la seguridad agroalimentaria 

En el último bloque de la parte experimental de la Tesis Doctoral se 

explica el desarrollo de dos plataformas analíticas determinativas que permiten 

expandir su aplicabilidad en la evaluación de la seguridad agroalimentaria. Estas 

dos plataformas se fundamentan en el uso de dos sistemas de flujo en escala 

micrométrica con detección óptica para la determinación de residuos de 

antibióticos aminoglucósidos (AAGs) en diferentes muestras alimentarias. 

Ambas plataformas constituyen también un ejemplo de aplicación de 

metodologías analíticas microfluídicas para la tipificación de compuestos 

xenobióticos en alimentos. Las dos plataformas analíticas propuestas se 

fundamentan en el desarrollo de sistemas (bio)sensores integrados en la zona de 

reacción/detección, localizada en un dispositivo microfluídico integrado con 

detectores ópticos no espectroscópicos o espectroscópicos.  

Para obtener la zona de reconocimiento biomolecular de los sensores, se 

han inmovilizado NMs bidimensionales de carbono o magnetoliposomas 

híbridos en la zona de reacción/detección dependiendo del tipo de plataforma 

analítica desarrollada. Como sistemas de detección, se ha utilizado un detector 

de plasmón de resonancia superficial (SPR) en la primera plataforma biosensora 

y un detector espectrofluorimétrico en la segunda. Se han desarrollado las 

siguientes plataformas analíticas biosensoras: 
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- Un aptasensor basado en la inmovilización del aptámero sobre una 

superficie activa de grafeno depositado sobre una monocapa de oro 

metálico colocado sobre la superficie de un detector de plasmón de 

resonancia superficial para la determinación de residuos de kanamicina 

en alimentos (Capítulo III.1). 

- Una plataforma microfluídica sensora con detección fluorimétrica 

usando magnetoliposomas híbridos retenidos en la zona de 

reacción/detección del sistema microfluídico para la determinación de 

residuos de antibióticos aminoglucósidos en muestras alimentarias 

(Capítulo III.2). 

3.1. Desarrollo de un aptasensor para la determinación de residuos de 

kanamicina en alimentos mediante medida de plasmón de 

resonancia superficial 

La propuesta de nuevos biosensores basados en el uso de aptámeros para 

la determinación de antibióticos presenta un interés creciente debido 

especialmente a las ventajas que presenta su producción y características en 

comparación con el uso de inmunosensores, como ya se ha comentado en la 

introducción [32]. En la bibliografía se han descrito diferentes sistemas para la 

determinación de kanamicina basados en el uso de aptámeros con detección 

voltamétrica o luminiscente [33,34]. Sin embargo, no se han descrito 

aplicaciones con detección SPR para la determinación de kanamicina mediante 

el uso de aptasensores. 

La fácil adaptación de la técnica SPR a sistemas miniaturizados permite 

el desarrollo de sensores en flujo de respuesta rápida, fáciles de usar, económicos 

y que ofrecen características adicionales, tales como escaso efecto matriz, bajo 

consumo de muestra y reactivos y portabilidad. La consecuencia más ventajosa 

de este tipo de sensores se traduce en que el tratamiento de muestra sea 
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innecesario. Sin embargo, presenta inconvenientes derivados de ser un detector 

que responde a cambios en su superficie, por lo que su sensibilidad depende de 

la distancia de la unión específica, el transporte de los analitos y la superficie 

específica de interacción. 

Se han descrito diferentes aptasensores para la determinación de otros 

compuestos mediante detección SPR en los que la inmovilización del aptámero 

sobre la superficie activa del detector se realiza con diferente fundamento 

químico. Una de estas formas de inmovilización se fundamenta en la activación 

del aptámero con grupos tiólicos para así aprovechar la fuerte interacción Au-S 

para formar monocapas autoensambladas en la zona de reacción/detección del 

detector SPR. Sin embargo, conlleva la formación de capas muy densas de 

aptámeros produciéndose impedimentos estéricos y electrostáticos que impiden 

la interacción con el analito y por tanto afectan a la sensibilidad. 

Por otra parte, una alternativa para la inmovilización del aptámero es su 

deposición por interacción con una lámina de grafeno previamente depositada 

sobre la superficie del detector SPR, siendo esta la modalidad seleccionada en 

esta investigación. Las estructuras basadas en grafeno presentan una serie de 

propiedades, tales como biocompatibilidad, alta relación superficial, 

interacciones p entre moléculas, facilidad en la modificación de su superficie e 

hidrofobicidad, que favorecen la aplicabilidad de estos NMs en el diseño de 

aptasensores. Con el objetivo de obtener la superficie de grafeno más adecuada 

para el aptasensor, en esta investigación se han comparado dos tipos de grafeno 

obtenidos por dos procedimientos distintos de síntesis. Así, se han comparado 

óxido de grafeno reducido (rGO) y grafeno obtenido por deposición química de 

vapores (CVD). La novedad del método propuesto reside en que por primera 

vez se ha utilizado láminas de grafeno CVD para la inmovilización del aptámero 

selectivo a kanamicina. Hasta la fecha sólo se habían inmovilizado aptámeros 

sobre láminas de rGO [35,36].  
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Se ha realizado un estudio sistemático de las etapas necesarias para la 

fabricación del aptasensor. En primer lugar, se ha llevado a cabo la limpieza de 

la superficie de la lámina de oro con etanol y el secado con un corriente de 

nitrógeno. Se han realizado dos procedimientos para la modificación de esta 

superficie de oro con los dos tipos de grafeno. Para la modificación con rGO, la 

superficie de oro debe hacerse más hidrofóbica, para lo que se ha sumergido 

durante 20 h en una disolución de ácido 16-mercaptohexadecanoico para 

favorecer la difusión y la adhesión del grafeno. Después se ha establecido la 

cantidad óptima de rGO depositado, realizando medidas mediante 

espectroscopía Raman para evaluar el resultado. La mayor adhesión se consigue 

por adición 50 µL (ß = 250 µg mL-1) dispersado en una disolución 1:1 (v/v) de 

agua e isopropanol, observando en los espectros Raman la proporción entre las 

bandas ID/IG características del grafeno es próxima a 1, lo que conlleva una capa 

homogénea de rGO. 

Para la modificación con grafeno CVD, se parte de una lámina comercial 

de grafeno CVD sobre Cu a la que se le ha realizado una etapa de transferencia 

por vía húmeda para depositar el grafeno CVD sobre la lámina de oro del 

detector. En primer lugar, se elimina el Cu, seguido de la deposición del grafeno 

en la superficie de oro con un tratamiento térmico a 70 °C y posteriormente se 

elimina la capa superficial protectora de PMMA con acetona. La eficacia del 

proceso de deposición de grafeno CVD también se ha caracterizado con 

espectroscopía Raman, observando una proporción I2D/IG próxima a 2 y una 

proporción ID/IG entre 0,05 y 0,3, que son típicas de monocapas de grafeno. 

Una vez depositado el grafeno, se procede a su modificación con ácido 

1-pirenobutírico (PBA) para facilitar la inmovilización del aptámero por unión 

covalente a través de los grupos amino con los que se ha funcionalizado. Se 

añade una disolución de EDC-NHS para asegurar la unión eficiente del 

aptámero y finalmente, se añade una disolución del aptámero antikanamicina. 
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Las sucesivas modificaciones de la superficie se han caracterizado con 

espectroscopía Raman y la técnica SPR. 

En la Tabla 3 se muestran las características analíticas de la 

determinación de kanamicina con el aptasensor desarrollado, usando tanto rGO, 

como grafeno CVD.  Se ha encontrado que la relación que hay entre la señal 

analítica, definida como el cambio en la respuesta expresada en unidades de 

índice de refracción (RIU), y la concentración de kanamicina presenta un ajuste 

sigmoideo, siguiendo un modelo similar a la ecuación de Hill (y = RIUmax·x/(KD 

+ x)). Para facilitar los cálculos se ha realizado un ajuste lineal del modelo, 

representando la señal instrumental (RIU) frente al logaritmo de la 

concentración de kanamicina. Como se observa en la Tabla 3, se ha obtenido un 

intervalo dinámico de 1 – 1000 µmol L-1, con un LOD de 0,28 µmol L-1 en el caso 

del uso de grafeno CVD. Para el aptasensor con superficie de rGO, el intervalo 

dinámico varía en 5,88 – 1000 µmol L-1 y un LOD de 1,79 µmol L-1. Por tanto, 

se observa que los valores de LOD son inferiores en el primer caso, debido a 

que la homogeneidad de la lámina de grafeno CVD es mayor, favoreciendo una 

mayor deposición del aptámero y, por tanto, una mayor interacción 

bioespecífica. 

Se ha establecido una comparación de los resultados obtenidos con el 

aptasensor propuesto con los de otras técnicas. Si se comparan los resultados 

expresados en términos de LOD, se observa una diferencia significativa, ya que 

los alcanzados con este método son elevados, del orden de µmol L-1, en 

comparación con otras metodologías que emplean aptasensores para la 

determinación de kanamicina, que están por debajo de nmol L-1 [32,34–36]. Esta 

menor sensibilidad se explica en base al sistema de detección utilizado, ya que 

han primado características analíticas complementarias, como facilidad de 

manejo, rapidez y portabilidad. 
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Por otra parte, se ha realizado un estudio de la selectividad del método, 

comparándolo con otros antibióticos (penicilina y estreptomicina), no 

encontrando diferencias significativas en la señal instrumental para ninguno de 

los antibióticos estudiados en comparación con el antibiótico kanamicina. El 

método se ha aplicado a la determinación de residuos de kanamicina en leche, 

mediante introducción directa de la muestra en la plataforma biosensora. Puesto 

que no se han detectado señales instrumentales correspondientes a la presencia 

de kanamicina en leche, se procede a realizar un estudio de recuperación a dos 

niveles de concentración de kanamicina, obteniéndose unos valores de 

porcentaje de recuperación entre 94,53 y 96,24 %. 

3.2. Plataforma microfluídica basada en el uso de magnetoliposomas 

híbridos retenidos para la determinación de residuos de 

antibióticos aminoglucósidos con detección fluorimétrica  

En esta sección de la Memoria se realiza una aplicación de la plataforma 

analítica previamente desarrollada en el Capítulo II.1 para la determinación de 

residuos de AAGs como modelo para la evaluación de la seguridad 

agroalimentaria. Para ello, en la configuración de la plataforma analítica 

microfluídica se ha introducido una zona sensora dentro del reactor basada en 

la retención magnética de h-MLs con reactivos encapsulados involucrados en la 

reacción. El uso de h-MLs conlleva un aumento en la sensibilidad del método, 

ya que constituyen un ejemplo clásico de sistemas de amplificación de la señal al 

limitar el volumen de reacción al volumen de la cavidad acuosa del liposoma. 

Adicionalmente, el empleo de h-MLs ejerce un efecto protector de los 

componentes de la reacción analítica hasta su traslado a la zona de 

reacción/detección, donde tiene lugar o bien la lisis del liposoma para liberar su 

contenido, o la creación de canales que permitan la incorporación de otros 

componentes de la reacción teniendo lugar el desarrollo de esta en el interior de 

la vesícula. En esta investigación se ha llevado a cabo la determinación de 
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residuos de AAGs (kanamicina, estreptomicina, gentamicina y neomicina) en 

muestras alimentarias, aprovechando que este tipo de compuestos son capaces 

de inducir un desorden en la bicapa lipídica, para así favorecer el trascurso de la 

reacción analítica. De esta forma, se puede obviar la necesidad de incorporar 

agentes surfactantes que provoquen la lisis del liposoma en la zona de 

reacción/detección, utilizado en aplicaciones anteriormente descritas. 

El sistema químico propuesto se basa en la reacción de derivatización de 

AAGs con o-ftalaldehído (OPA) y N-acetilcisteína (NAC), dando lugar a un 

derivado fluorescente y que se monitoriza a las longitudes de onda máximas de 

excitación y emisión de 345 y 445 nm, respectivamente. Al igual que la 

plataforma analítica separativa ya descrita con anterioridad, hay que destacar la 

importancia del acoplamiento realizado mediante la incorporación de un 

dispositivo de alineamiento fabricado por impresión 3D que conlleva la 

integración del chip microfluídico en el compartimento de muestra de un 

espectrofluorímetro convencional. En la bibliografía se han descrito otras 

metodologías basadas en detección fluorescente para la determinación de AAGs 

en sistemas de análisis separativos/determinativos convencionales [37–41]. 

También se han descrito algunas aplicaciones de sistemas microfluídicos para la 

determinación de estos antibióticos con detección fotométrica y fluorimétrica 

[27,42–45]. 

Se ha realizado la síntesis de h-MLs, en los que se incluyen NPs 

magnéticas hidrofóbicas, Fe3O4@AuNPs-C12SH, y se ha estudiado el 

encapsulamiento de alguno de los reactivos involucrados en la reacción analítica. 

Para decidir qué compuesto se incorpora en el liposoma, se ha estudiado el orden 

de adición de los reactantes. Por una parte, se ha observado que los liposomas 

más estables se corresponden con el encapsulamiento de NAC. Por otra parte, 

se obtienen mejores señales instrumentales cuando se realiza una mezcla previa 

del analito con una disolución de OPA y posteriormente la mezcla confluye en 

la zona de reacción/detección con la disolución de NAC. Previa a la 
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incorporación de los h-MLs en la plataforma microfluídica determinativa, la 

suspensión de liposomas se separa mediante MDGC para obtener la porción 

separada de h-MLs que interesa. 

La plataforma microfluídica incluye un sistema SDS para la 

introducción de las disoluciones en el sistema de flujo que opera a un caudal de 

25 µL min-1. En una primera etapa se introducen los h-MLs a través de una 

válvula de inyección con un bucle de 150 µL y se retienen magnéticamente en la 

zona de reacción/detección del reactor microfluídico, donde se encuentra el 

electroimán. Como se ha comentado, el reactor se encuentra dentro de la cámara 

de muestra de un espectrofluorímetro convencional, con la zona de observación 

alineada con el paso óptico del detector gracias al dispositivo de alineamiento 

fabricado por impresión 3D. En esta aplicación también se han realizado 

medidas de la señal luminiscente utilizando el modo de adquisición front-face del 

detector. Una vez se han retenido los h-MLs, se introduce por una segunda 

válvula de inyección con un bucle de 50 µL una disolución que contiene una 

mezcla del analito o la muestra con una disolución de OPA. 

Una desventaja que puede presentar el método es la necesidad de 

realizar un pretratamiento de la señal, ya que, al introducir el electroimán dentro 

del compartimento de muestra del propio detector, se produce una deriva en la 

señal instrumental que se debe corregir. Esta deriva no influye en la señal 

analítica tenida en cuenta para la realización de la calibración del método 

propuesto si se realiza este pretratamiento de señal. Además, la señal adquirida 

presenta también bastante ruido, por lo que hay que realizar un proceso de 

suavizado de señal y así obviar el ruido aleatorio del instrumento. Para realizar 

el suavizado de la señal se ha usado el método de medias adyacentes, realizando 

la media de ventanas adyacentes de 21 puntos, que consigue este suavizado sin 

perder información de la señal instrumental. 
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Paralelamente al desarrollo del método basado en la plataforma analítica 

microfluídica, se ha desarrollado una metodología similar, pero sin hacer uso del 

sistema de amplificación con h-MLs para la determinación de los cuatro AAGs. 

En la Tabla 4 se muestran las características analíticas encontradas con ambas 

metodologías. Como se puede observar, se obtienen mejores resultados en la 

modalidad que hace uso del sistema de amplificación con h-MLs si comparamos 

los parámetros de sensibilidad (pendiente de la ecuación de la recta de calibrado 

y valores de LOD). 

También se ha realizado una comparación con otros métodos descritos 

de determinación de AAGs en los que se utilizan sistemas microfluídicos o 

liposomas como dispositivo de amplificación descritos en la bibliografía. Esta 

comparación se muestra en la Tabla 5. En primer lugar, no se han encontrado 

metodologías que aúnen ambas características, por lo que el método propuesto 

supone una novedad en el desarrollo de estas plataformas analíticas. La mayoría 

de los métodos descritos en la bibliografía describen metodologías 

determinativas para un único AAG o un grupo muy reducido de ellos, por lo que 

hay pocas técnicas que hagan uso de técnicas separativas para llevar a cabo la 

separación de los distintos tipos de AAG previa a su determinación.  El AAG 

más estudiado para realizar su determinación es el antibiótico kanamicina, 

normalmente usado como modelo para la posterior aplicación del método 

determinativo a otros antibióticos. La plataforma analítica microfluídica 

determinativa propuesta facilita la determinación de AAGs en un intervalo lineal 

más amplio. Con esta plataforma se obtiene un intervalo lineal que contiene 

cinco órdenes de magnitud, en comparación con los dos o tres órdenes que 

permiten las demás técnicas. Además, los valores de LOD obtenidos haciendo 

uso de detección fluorimétrica han sido inferiores a aquellos que hacen uso de 

otras técnicas de detección [27,42,44]. La precisión, medida en términos de la 

desviación estándar relativa (DER%), de todos los métodos presenta valores 

similares, entrando dentro de los límites aceptados. 
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Pocas técnicas hacen uso de metodologías basadas en medidas cinéticas 

[39], por lo que la mayoría de las metodologías requieren de un tiempo para 

realizar la reacción analítica y la señal producida sea monitorizada en el detector. 

Dentro de las metodologías que no hacen uso de metodologías cinéticas, la 

plataforma propuesta permite la monitorización de la señal instrumental para la 

determinación de los analitos en un tiempo inferior a otras establecidas con 

anterioridad [38,42,47]. Esto se debe a que al tratarse de una plataforma basada 

en el uso de sistemas microfluídicos, no es necesario el uso de volúmenes de 

muestra y reactivos muy elevada y los flujos llegan antes al reactor, 

produciéndose antes la detección de la señal instrumental. Además, la reacción 

analítica se produce con mucha rapidez, no siendo necesario el uso de tiempos 

elevados para la obtención del producto fluorescente, proporcional a la 

concentración de AAG. 

El método se ha aplicado a la determinación de residuos de los AAGs en 

diferentes muestras alimentarias, como leche y músculos animales (de pollo y 

cerdo), pretratando y analizando dichas muestras, sin observar la presencia de 

dichos antibióticos. Por ello, se realizó un estudio de recuperación, añadiendo 

dos cantidades de uno de los antibióticos, kanamicina, obteniendo valores entre 

el 87,2 y el 107,4 %. La mayoría de los métodos de determinación de AAGs 

descritos en la bibliografía se han aplicado a la determinación de éstos en 

muestras alimentarias o farmacológicas, por lo que estos métodos precisan de 

una etapa previa de tratamiento de estas muestras. Los porcentajes de 

recuperación obtenidos en todos los métodos descritos se encuentran dentro de 

los límites permitidos. 

3.3. Comparación general de las dos metodologías propuestas para la 

determinación de antibióticos aminoglucósidos 

El objetivo final de los métodos desarrollados ha sido proponer 

alternativas basadas en sistemas microfluídicos a los métodos que hay en la 
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actualidad de determinación de este tipo de analitos. Aunque ambas plataformas 

analíticas desarrolladas se basen en el uso de sistemas microfluídicos y se usa la 

inmovilización de especies en la zona de reacción/detección, se han abordado 

distintas opciones para conseguir dicho objetivo. En el primer método se hace 

uso de la capacidad de reconocimiento de moléculas de los aptámeros, 

inmovilizados formando un biosensor con monitorización del cambio en el 

plasmón de resonancia de la superficie al interaccionar los analitos. El segundo 

método se basa en la medida de fluorescencia originada al derivatizar los 

analitos, inmovilizando uno de los reactivos derivatizantes con el uso de MLs 

para amplificar la señal. 

A continuación, se comparan las principales características analíticas 

que presenta cada plataforma analítica desarrollada. En la Tabla 6 se muestran 

las características analíticas obtenidas para cada uno de los antibióticos 

ensayados usando el aptasensor (plataforma 1) y los MLs retenidos 

magnéticamente (plataforma 2). Como puede observarse, los valores de LOD 

alcanzados con la segunda plataforma son más bajos a los conseguidos con la 

primera. Esto es debido al detector utilizado y a las propiedades analíticas 

consideradas importantes en cada plataforma. En la primera plataforma prima 

más la portabilidad y en la segunda, la sensibilidad. En lo referente al intervalo 

dinámico ensayado, también es superior en la segunda plataforma. Sin embargo, 

los valores de precisión, expresada en DER%, son ligeramente mejores en la 

primera plataforma, aunque las diferencias no pueden considerarse 

significativas.  

La frecuencia de muestreo es ligeramente superior con la primera 

plataforma, con un valor de 6 h-1 frente a 8 h-1 de la segunda. Aunque es de 

destacar que la plataforma 1 no precisa de tratamiento de muestra, a diferencia 

de la plataforma 2, que sí la necesita. 
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Tabla 6. Comparación de las características analíticas de las plataformas analíticas 
desarrolladas para la determinación de antibióticos aminoglucósidos 

Plataforma 
analítica 

Analitos 
determinados 

LOD, 
µmol L-1 

Intervalo 
dinámico, 
µmol L-1 

Tiempo de 
medida, 
min 

DER% d 

A B 

Plataforma 1 
(CVD) a 

Kanamicina 0,28 1 – 100 10 3,89 1,49 

Plataforma 1 
(rGO) b 

Kanamicina 1,79 5,88 – 1000 4,55 1,26 

Plataforma 2 c Kanamicina 0,009 0,03 – 1000 7,5 5,47 0,95 

Estreptomicina 0,012 0,04 – 1000 4,04 1,18 

Gentamicina 0,014 0,05 – 1000 6,98 1,25 

Neomicina 0,008 0,03 – 1000 5,26 1,01 
a Resultados del uso de grafeno CVD para inmovilizar el aptámero y usando el modelo 
de ajuste que sigue la ecuación de Hill 
b Resultados del uso de rGO para inmovilizar el aptámero y usando el modelo de ajuste 
que sigue la ecuación de Hill 
c Resultados del uso de MLs con ajuste lineal 
d Desviación estándar relativa a dos concentraciones de analito: próxima al límite de 
cuantificación (A) y en el centro del intervalo dinámico (B) 

4. Ventajas y limitaciones de las plataformas analíticas 

separativas/determinativas desarrolladas 

Como resumen de las investigaciones descritas en esta Memoria, en la 

Tabla 7 se relacionan las principales ventajas y limitaciones de las plataformas 

analíticas desarrolladas. 

Tabla 7. Ventajas y limitaciones de las plataformas analíticas propuestas 
Ventajas Limitaciones 

Síntesis, separación y caracterización de las nanoestructuras utilizadas 

Separación, purificación y caracterización de nanopartículas usando MDGC-CFS 

P Técnica sencilla, rápida y económica 
P Separación de distintas 

nanopartículas obtenidas en el mismo 
proceso de síntesis 

 
 

O Necesidad de una etapa de 
preformación del gradiente 
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Separación y caracterización de liposomas usando MDGC-CFS 

P Técnica sencilla, rápida y económica 
P Separación de MLs, h-Ls y h-MLs 

obtenidos en el mismo proceso de 
síntesis 

P Establecimiento de diferencias de 
tamaño, forma y densidad entre MLs, 
h-MLs y h-MLs 

O Necesidad de una etapa de 
preformación del gradiente 

O Limitación en la separación de h-MLs 
o h-Ls con diferentes fluoróforos 
encapsulados de forma conjunta 

O Limitaciones en la monitorización la 
separación de e-Ls 

Separación y caracterización de liposomas usando AF4-MALS 

P Establecimiento de diferencias de 
tamaño entre liposomas con distintas 
especies encapsuladas: e-Ls, MLs y 
Ls-CV 

O Necesidad de estudio de múltiples 
variables 

O Tiempos elevados de medida 

Propuesta de plataformas analíticas microfluídicas integradas en detectores 
convencionales 

P Aprovechamiento de las 
características instrumentales de los 
detectores convencionales 

P Acoplamiento basado en el uso de 
dispositivos económicos y sencillos de 
obtener 

O Tiempos de monitorización elevados 
debidos al gran volumen introducido 

O Uso de disolventes orgánicos para el 
desplazamiento del contenido del tubo 
de separación 

O Obstrucción de los canales del sistema 
microfluídico con disoluciones muy 
densas, lo que conlleva tiempos 
elevados de medida 

Aplicación de plataformas analíticas para la evaluación de la seguridad 
agroalimentaria 

Desarrollo de un biosensor con detección SPR basado en el uso de aptámeros para 
determinación de kanamicina 

P Sistema portable, económico y de fácil 
manejo  

P Elevada selectividad del método 
gracias al aptámero inmovilizado 

P Bajo consumo de reactivos gracias a 
su inmovilización  

P Determinación de kanamicina en 10 
min 

P Análisis directo de muestras sin 
tratamiento previo 

O Determinación de un único analito, 
debido a la selectividad del aptámero 

O Baja sensibilidad, debida al detector 
seleccionado 
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Uso de magnetoliposomas híbridos para la determinación de antibióticos 
aminoglucósidos usando un sistema microfluídico con detección luminiscente 

P Mejores valores de LOD que en 
ausencia de liposomas 

P Bajo consumo de reactivos y muestras 
gracias al uso de sistemas 
microfluídicos y la inmovilización de 
uno de los reactivos 

P Determinación de los analitos en 7,5 
min 

O Limitación en el análisis multianalito 
simultáneo 

O Necesidad de pretratamiento de señal 
por el ruido aleatorio instrumental y 
por la aparición de deriva en la señal 
debido al electroimán  
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 detailed and critical discussion of the most relevant results obtained 

throughout this Doctoral Thesis is addressed in this section. Although the Thesis 

Book is a compilation of articles (published or about to be published) and the 

specific results of each article have been previously discussed, the objective of 

this part is to highlight the advantages and limitations of the methodologies 

developed, as well as the comparison with other methodologies used in the 

scientific field for this purpose. Therefore, this section is divided into three 

sections, according to the stated objectives: 

• Synthesis, separation, and characterization of the used 

nanomaterials. The synthesis methods of nanoparticles and liposomes 

are presented. Their separation and characterization with various 

separative analytical platforms are based on the multiphase density 

gradient centrifugation coupled to continuous analysis systems and the 

asymmetric flow-field flow fractionation technique coupled to 

multiangle light scattering detection. 

• Proposal of microfluidic analytical platforms integrated into 

conventional detection systems. The coupling of a microfluidic system 

in a conventional spectrofluorimeter and the monitoring of the 

separative efficiency using a previously described method are addressed, 

comparing the results obtained with both methods. 

• Application of the analytical platforms to the aminoglycoside 

antibiotic residues determination useful in the agri-food evaluation. 

Two determinative microfluidic analytical platforms have been studied 

to determine aminoglycoside antibiotic residues as models of xenobiotic 

compounds in food. 

A 
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1. Synthesis, separation, and characterization of the used 

nanomaterials 

As mentioned in the introduction, the synthesis of nanomaterials (NMs) 

involves using different procedures that allow obtain variability in shape, size, 

and polydispersity, although reagents residues to be eliminated also appear. This 

situation entails developing new separation and purification methods after the 

NMs synthesis. In this way, NMs with physical and chemical characteristics 

adequate for their analytical application have been obtained. In this section, the 

research carried out to propose two NMs separation and characterization 

methods after their synthesis has been addressed. These methods are based on 

separative analytical platforms in which separation and detection steps are 

combined in the same analytical process. The objective of these methodologies 

is the separation of nanostructures (NEs) to isolate the desired type for 

analytical use and avoid that other NEs present in the synthesis result interfere 

in the reaction and/or in the analytical signal originated. At the same time, the 

coupling of detection systems to these separative methodologies allows obtaining 

additional information from the synthesized NEs. 

The first of the proposed separation platform is based on the multiphase 

density gradient centrifugation (MDGC). Although it has been used in the 

separation of two types of synthesized NMs: nanoparticles (NPs) (Chapter I.1) 

and liposomes (Chapter I.2). the different nature of the separated NMs implies 

the adaptation of the method for both NMs. Furthermore, another methodology 

based on the asymmetric flow-field flow fractionation (AF4) technique has also 

been proposed and applied to the separation of different liposome populations 

originated in the same synthesis process (Chapter I.3). 

This section has been organized according to the type of separated NMs, 

differentiating between NPs and liposomes, and the advantages and weaknesses 

of using the different separation platforms of each of the NMs have been 
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discussed. The most relevant results obtained according to the synthesized NEs 

are discussed below. 

1.1. Synthesis, purification, and characterization of NPs 

The synthesis of hybrid magnetic hydrophobic NPs (Fe3O4@AuNPs-

C12SH) has been optimized previously to their separation with the separative 

analytical platform proposed with an MDGC basis. These hybrid NPs have 

been used in various analytical determinations facilitating their incorporation 

into the lipid bilayer of liposomes, leading to magnetoliposomes (MLs) [1–3]. 

After the synthesis process, a purification step is necessary, since, during this 

process, other NPs can also be obtained, such as gold NPs (AuNPs), 

hydrophobic gold (AuNPs-C12SH), magnetic (Fe3O4NPs), and a core-shell 

(Fe3O4@AuNPs), which are not always helpful in the analytical process. 

Therefore, the separation method has also been applied to each NPs mentioned 

above to compare the results of the global separation of Fe3O4@AuNPs-C12SH. 

Before the methodologies presented here, and as already mentioned, 

other methodologies have been described for NPs separation and purification. 

These have been based on distinct techniques, including chromatographic and 

non-chromatographic techniques. Within chromatographic techniques, size 

exclusion chromatography (SEC) and hydrodynamic chromatography (HDC) 

have been extensively studied. However, these techniques have a low separative 

resolution, and the separation performance depends on the pore size of the 

separation matrix, so their efficiency decreases for multicomponent mixtures of 

NPs. On the other hand, the application of these techniques depends on the NPs 

size, and, in addition, nonspecific interactions with the stationary phase can 

occur [4–7]. The techniques based on dialysis and membrane filtration are 

suitable for removing solvents and other products of the NMs synthesis [8]. 

Another restriction they present is the possible clogging of the membrane or the 

possible adsorption of the NPs in it [9]. 
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Other separation techniques have also been described taking advantage 

of magnetic properties of the superficial charge of NPs, such as magnetic 

chromatography, high gradient magnetic separation (HGMS), and capillary 

electrophoresis (CE, CZE) [7,10–12]. A technique that combines the ability to 

separate NPs according to their size and their properties or composition is the 

flow field fractionation (FFF) technique. However, its main limitation is the 

need for long times, the study of a large number of variables and does not allow 

a distinction between NPs, aggregates, and agglomerates, or between NPs with 

different shapes but with the same size, since the information obtained is of 

hydrodynamic radius [13]. 

In order to address the drawbacks presented with these techniques, the 

separation of NPs based on density gradient centrifugation has been proposed 

in this research. As mentioned, in this technique, a gradient is created with 

increasing density inside a centrifugation tube, the sample to be separated is 

added to the top of the gradient, and the tube is subjected to centrifugation. If 

the zonal centrifugation variant is used, as is the case of the described research, 

NPs have been separated according to their size, shape, and density. To date, 

methods to separate different NPs types have been described using sucrose, 

glycerol, or organic polymers gradients [7, 14–17]. Furthermore, it is evidenced 

that adding certain substances to the density gradient contributes to the gradient 

layers stabilization [18]. 

In this research, the choice of a multiphase density gradient stands out 

as a novelty to obtain gradient layers well stabilized. NPs were separated with a 

gradient with different sucrose concentrations, to which constant concentrations 

of stabilizing agents, ficoll and percoll, have been added. For the adequate 

separation of the hybrid NPs, the formation of the gradient has been studied, 

obtaining the best NPs separation with a gradient in 7 layers of 150 µL each in 

increasing sucrose concentrations from 5 to 50 % (v/v), except the lower layers 

which have a volume of 100 µL with a sucrose concentration of 55 % (v/v), thus 
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reaching a gradient with 1 mL volume. In all the layers, concentrations of ficoll 

and percoll have been kept constant to 30 and 15 % (v/v), respectively. 

Another novelty of this separation methodology is applying a step before 

the sample introduction, in which the shape of the multiphase gradient is preset 

to ensure significant stability between the layers of the centrifugation medium. 

The best separation is achieved from the optimization of this step using a relative 

centrifugal force (RCF) of 4480´g for 30 min. Once the gradient is preformed, 

500 µL of the solution from the NPs synthesis is deposited, and the final 

separation occurs using an RCF of 2520´g for 40 min. In Figure 1, different 

separation tubes of the different NPs types studied are shown. Subsequently, 

each one of the NPs has been characterized, taking the corresponding fraction 

and spectroscopic (FTIR and XPS) and microscopic (TEM and SEM-EDX) 

studies have been carried out. Figure 1 also shows TEM images of the studied 

NPs. 

 
Figure 1. Images of the centrifugation tubes after separating all types of studied NPs 

and TEM images of them. Separation images of a AuNPs, b AuNPs-C12SH, c 
Fe3O4NPs, d Fe3O4@AuNPs, and e Fe3O4@AuNPs-C12SH. TEM images of f AuNPs, 

g AuNPs-C12SH, h Fe3O4NPs, i Fe3O4@AuNPs, and j Fe3O4@AuNPs-C12SH 

Once the separation and characterization of the separated fractions have 

been carried out, the separation tube has been coupled online to a continuous 

flow system (CFS) to monitor each of the separated fractions through a 
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fluorimetric detector. As NPs do not exhibit native fluorescence, this detector 

has been used to perform resonant light scattering (RLS) measurements. The 

content of the separation tube has been aspirated between two air bubbles that 

delimit the beginning and the end of the tube content to carry out the 

monitoring, pumping the solutions at a flow rate of 0.5 mL min-1 to the detector. 

Once the obtained separation profiles with RLS signals have been 

studied, the separation of Fe3O4@AuNPs-C12SH is evidenced, and the signal 

from other NPs originated in the synthesis process. Thus, different NPs appear 

at different times: AuNPs in the last gradient layer (130 s), AuNPs-C12SH in 

the sixth layer (120 s), Fe3O4NPs in the fifth layer (100 s), Fe3O4@AuNPs in 

the third layer (50 s), and Fe3O4@AuNPs-C12SH in the second layer (30 s). the 

introduction of the separation vial content has been carried out by aspiration 

from bottom to top, and it can be deduced that the larger the NP, it is retained 

in the layers with more density of the separation gradient. 

1.2. Synthesis, separation, and characterization of liposomes 

As already mentioned, a step for the liposome separation after their 

synthesis process is necessary. This separation can be carried out pursuing two 

initial objectives: to separate the synthesized liposomes from the rest of the 

ingredients of the synthesis process or to separate different liposome populations 

according to their size and structure. In the research, two liposome separation 

and characterization platforms have been proposed by coupling a separation 

technique with a detection one. These platforms are based on coupling the 

MDGC separation vial to a CFS and the coupling of the separation result by 

AF4 with a multiangle light scattering (MALS) detector. 

For the liposome separation with application in the development of 

determinative methods regarding the rest of liposomes and reagents, a 

modification of the analytical platform MDGC-CFS applied to the 
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Fe3O4@AuNPs-C12SH separation and monitoring has been developed. The 

separation technique by density gradient centrifugation has been used 

previously, for example, for the separation of exosomes with a saline gradient in 

organic medium [19] or in separating liposomes with cresyl violet encapsulated 

using a sucrose gradient [20]. In addition, an AF4-MALS method has been 

proposed to perform the separation and characterization of different liposome 

populations according to their size. As mentioned, it is a technique in which a 

large number of variables need to be studied, although it is a technique with 

significant applications in liposome separation [21–23]. 

Considering that liposomes can be considered tools within the analytical 

process or as analytes whose objective is their characterization, this second 

option is addressed in this section. All liposomes used in the experimental 

development have been synthesized following the rapid solvent evaporation 

(RSE) method, which consists of dissolving a mixture of phospholipids in an 

organic solvent to which an aqueous phase is added and evaporating the organic 

solvent at the phospholipid transition temperature, which associate to form a 

double lipid layer to produce vesicles with a different structure. Thus, different 

compounds, such as fluorophores, remain encapsulated in the aqueous phase, 

leading to hybrid liposomes. If hydrophobic compounds, such as 

Fe3O4@AuNPs-C12SH, have been included during the synthesis process, they 

are entrapped in the lipid bilayer, giving rise to MLs. When both reagents and 

magnetic NMs are introduced in the same liposomal structure, hybrid MLs (h-

MLs) are achieved. 

The separation system based on MDGC has been applied in the 

separation of liposomes originated during the h-MLs synthesis process, in which 

the NPs previously synthesized and different fluorophores (HPTS, rhodamine 

B, cresyl violet, and naphtofluorescein) have been encapsulated. A multiphase 

density gradient has also been established with increasing sucrose 

concentrations, to which constant concentrations of ficoll and percoll, 30 and 15 



Discussion of the results
 

 
378 

% (v/v), respectively, have been added. The best result regarding the separation 

has been achieved with a gradient with a profile similar to the NPs separation. 

However, it differs in the partial sucrose concentration in each layer, resulting 

in a gradient from top to bottom of 10 to 100 % (v/v). The density gradient 

preformation step remains equal, centrifuging at an RCF of 4840´g for 30 min. 

However, the separation step is substantially different from the applied in the 

previous method since, although the same RCF of 2520´g is used, the time has 

been reduced to 20 min. In this way, the minimization of the possible liposome 

lysis by centrifugation at high rates, if kept for a long time, has been achieved. 

Once the separation process of the liposomes by MDGC has been 

completed, the separation tube has been coupled using an aspiration system to 

the CFS with luminescent detection, constituting a separative platform similar 

to the one previously monitoring of NPs separation. Both the measurement of 

the dispersion due to the entrapped NPs, and the luminescent signal due to the 

presence of encapsulated fluorophores is possible by a continuous coupling of 

the fluorimetric detector. The signals are collected at the maximum excitation 

and emission wavelengths of each encapsulated fluorophore for each liposome 

type separated. In all cases, the monitoring of the instrumental signal has been 

facilitated by adding a surfactant characteristic for each fluorophore since this 

surfactant produces a dual effect of liposome lysis and fluorophore luminescence 

increase. A study with different surfactants (cationic, anionic, and non-ionic) 

has been carried out. The non-ionic surfactant Triton X-100 has been found to 

produce the most significant fluorescence increase for cresyl violet and 

rhodamine B fluorophores, producing a similar effect to the cationic surfactant 

CTAB for HPTS and naphtofluorecein. However, no significant improvements 

have been found when using anionic surfactants such as SDS, possibly because 

the negative, superficial charge of liposomes hinders the lysis and fluorophore 

release effect. In this study, the increasing effect of the fluorescence due to the 
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presence of the surfactant occurs at concentrations higher than the critical 

micellar concentration described for each of them. 

On the one hand, both the flow from the separation vial content, as well 

as the surfactant flow, have been introduced at a flow rate of 0,75 mL min-1. On 

the other hand, a mixture reactor length of 85 cm has been established as a 

compromise between the minimum length necessary for liposome lysis with the 

minimum dispersion of the liposome separation segments. 

As the result of monitoring the separation, 5 zones in which different 

types of liposomes appear according to the encapsulated species have been 

observed. MLs always appear in zone 1 (10–20 s), corresponding to the first 

layer of the gradient. Hybrid liposomes with different encapsulated fluorophores 

appear in zone 2 (18–42 s), including the second and third layers of the gradient. 

However, h-MLs appear in different zones, according to the encapsulated 

fluorophore. Thus, h-MLs with cresyl violet, rhodamine B, and 

naphtofluorescein are observed in zone 3 (54–66 s), while h-MLs with HPTS 

are observed in zone 4 (66–90 s). In all cases, a signal also appears in zone 5 

(90–130 s), corresponding to the sample zone, which is assumed to contain the 

non-encapsulated portion of the fluorophores and/or residues of the synthesis. 

The result of the separation has been confirmed by confocal microscopy, taking 

portions from the area where h-MLs appear in each vial. Two items are observed 

in the confocal microscopy images: liposomes present the fluorophores 

described above, and hydrophobic NPs appear in the lipid bilayer. 

Regarding the second method for separation and characterization of 

different liposome populations by AF4-MALS coupling, the separation of 

different types of liposomes after their synthesis has been studied, such as empty 

liposomes (e-Ls), MLs, and cresyl violet liposomes (Ls-CV). A limitation of the 

proposed method assumes that liposomes of a relatively large size, like giant 

unilamellar ones (GUVs) and multivesicular ones (MVVs), cannot be 
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introduced. After the synthesis process, the samples have been subjected to an 

ultrasound process to reduce the populations to size according to the 

fractionation interval of the NEs. The most significant variables in the 

separation with this technique have been studied, obtaining the optimal values 

for the separation shown in Table 1. Given the significant influence of the cross-

flow in AF4, the development of this part of the process has been divided into 

three flow gradient profiles that suppose the use of the first step with a constant 

flow at 2.5 mL min-1 for 5 min, a second one with a linearly decreasing flow from 

2.5 to 1 mL min-1 for 5 min and the third one with an exponentially decreasing 

cross flow from 1 to 0 mL min-1 with a 0.1 exponent for 60 min. The use of ionic 

modifiers in the mobile phase has been described in the literature to facilitate the 

separative process [24]. A HEPES buffer solution (10 mmol L-1, pH 8) with 50 

mmol L-1 NaCl has been used in this method, achieving a favorable effect in the 

separation without producing liposome lysis. 

The online incorporation of the MALS detector provides information 

that allows knowing the sizes of the liposome populations separated by AF4. In 

general, three signals corresponding to three liposome populations for each of 

the studied liposome suspensions (e-Ls, MLs and Ls-CV) have been observed. 

Two of these three populations are similar in the three suspensions: one of 60 

nm and another of 250 nm. The first population corresponds to small unilamellar 

vesicles (SUVs) and the second one, large unilamellar vesicles (LUVs). 

However, the third population has a different size according to the liposome 

suspension used. In the case of the e-Ls separation, a population of 350 nm 

appears. In the MLs separation, a population of 150 nm appears, while in the 

Ls-CV separation, a population of 550 nm appears. These differences in the size 

of the populations obtained for the different types of liposome suspensions reveal 

significant differences according to the zone in which the NM is entrapped, or 

the compound encapsulated. Thus, the hydrodynamic size is decreased if the 

hydrophobic NM is entrapped in the lipid bilayer, compared to e-Ls. However, 
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an increase in the hydrodynamic size relative to e-Ls is produced if certain 

compounds, such as cresyl violet, are encapsulated in the aqueous cavity. The 

results regarding sizes obtained with MALS are compared with those obtained 

with other techniques, such as DLS and TEM. The consideration of liposomes 

as spherical structures allows the comparison of geometric radius (RG) obtained 

by AF4-MALS, the hydrodynamic radius (RH) obtained by DLS, and the mean 

radius measured in TEM images. 

Table 1. Variables involved in the separation by AF4 for the different types of liposomes 
Separation 
step 

Variable Range studied Selected 
value 

Injection step  Injection mode Manual, automatic Manual 

 Injection volume, µL  1 – 100 21 

 Injection flow-rate, mL min-1 0.2 – 2 1 

 Injection time, min 1 – 5 2 

Focus step Focus flow-rate, mL min-1 0.8 – 3 2 

 Focusing time, min 1 – 15 4 

Elution step Isocratic cross-flow   

 Flow-rate, mL min-1 0.1 – 3.5 2.5 

 Time, min 1 – 50 5 

 Lineal decreasing cross-flow    

 Flow-rate, mL min-1 0,1 – 3 2,5 a 1 

 Time, min 1 – 100 5 

 Exponential decreasing cross-flow    

 Flow-rate, mL min-1 0,15 – 1,5 1 a 0 

 Power 0,05 – 1,4 0,1 

 Time, min 1 – 100 60 

 

With the DLS technique, the measure of the superficial charge 

expressed as Z potential and polydispersity index (PdI) of the NEs is also 

possible to carry out their characterization. These values have been measured 

for the involved NEs, either NPs or the different types of liposomes, and the 
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values obtained are shown in Table 2. The more negative the Z potential value, 

the higher its absolute value, the more excellent stability of the structure, and 

the smaller the vesicle size [25]. Furthermore, the closer to zero of the PdI value, 

the more similar is the size distribution, but the closer to the unity, the higher 

the size distribution has the sample. For example, in the MLs suspension, the 

three appeared populations have similar sizes, so the PdI value is low; however, 

in the Ls-CV suspension appears three populations with very different sizes; 

therefore the PdI is higher. 

Table 2. Z potential values and polydispersity index (PdI) of the characterized NMs. 
Nanomaterial Z potential, mV PdI 

Fe3O4@AuNPs-C12SH - 30,8 0,101 

e-Ls - 58,7 0,688 

MLs - 61,4 0,579 

Ls-CV - 42,9 0,719 
 

Both separative platforms provide comparative results regarding the 

capacity to separate different types of liposomes and their distribution by size or 

structure, demonstrating their analytical utility in line with the objective set. 

Despite the development of the AF4-MALS method requires a higher 

laboriousness regarding the process optimization, this method offers more 

information about the liposome separation, and its results are more 

comprehensive. For its part, the separative platform based on the MDGC-CFS 

integration provides information about the distribution in separation zones, 

providing less numerical information about the liposome relative sizes. 

However, this last platform offers the advantages of being a faster methodology 

since it provides the separation of lipid bilayers and monitors their instrumental 

signals in 40 min, compared to the 80 min required in AF4-MALS, 

approximately in both cases. 
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When comparing the separations results with both platforms, the size 

distribution found with both methods is related. In the case of e-Ls, their sizes 

are relatively small because they only contain aqueous solvent. It should be 

noted that these liposomes cannot be monitored by the MDGC-CFS platform 

since there are no species capable of being monitored after the liposome lysis by 

the surfactant. On the other hand, the liposome size increases when different 

compounds are encapsulated in the aqueous cavity to host each specie according 

to the possible hydrodynamic interactions in that cavity. 

Another factor affecting the liposome size is the surface charge density, 

expressed as Z potential, since, as has been said, the higher its absolute value, 

the greater its stability, and the lower its tendency to form aggregates [25]. On 

the other hand, the incidence of the different species entrapment in the lipid 

bilayer structure in the curvature of the liposome has been demonstrated, 

affecting their density because the more curvature in the curvature of the 

bilayer, the higher density in the liposomes [26]. Fe3O4@AuNPs-C12SH 

encapsulation, since they are NPs with a negative superficial charge according 

to their Z potential values, the liposome acquires more negative superficial 

charge, and their stability increases, ultimately resulting in smaller liposomes. 

Furthermore, the hydrophobic NPs remain entrapped in the hydrophobic part 

of the lipid bilayer, conditioning the binding threshold of these NPs with 

phospholipids to form thermodynamically stable liposomes. The increase in the 

density of these liposomes is explained by the gradient zone (zone 1), where they 

appear in the monitoring by MDGC-CFS. 

However, when aqueous solutions containing soluble fluorophores are 

encapsulated in the synthesis process, they remain encapsulated in the aqueous 

cavity of the liposome, not influence the interactions of the phospholipids in the 

lipid bilayer, so the curvature of the liposome has not been altered, and higher 

liposomes can be formed. What can alter the surface charge of the vesicles, and 

so their Z potential is the fluorophore encapsulated; thus, it indirectly influences 
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the size of the vesicles. For example, when cresyl violet is encapsulated, 

positively charged, the Z potential of the liposome becomes more positive, 

causing a decrease in the liposome stability, which favors the size increase. This 

situation can also be observed in the monitoring by the MDGC-CFS platform, 

being these liposomes retained in zone 2 of the centrifugation gradient. When 

hybrid liposomes, in which the entrapment of NPs is combined with the 

encapsulation of fluorophores, are synthesized, a competition arises between the 

relative decrease in lipid curvature by the NPs effect and the variation of the 

aqueous cavity volume by the fluorophore charge effect. This determines the 

final size of the synthesized liposome. The monitoring by the MDGC-CFS 

platform indicates that these hybrid liposomes appear between zone 3 and 4 of 

the separation gradient. 

1.3. Comparison in the use of MDGC for the separation of 

nanostructured materials 

As indicated, two separative platforms based on MDGC-CFS have been 

developed and applied to the separation of NPs and liposomes, respectively. The 

characteristics of both methodologies are shown in Table 3, which similarities 

and differences are discussed below. A separation process by MDGC has been 

carried out in both platforms in which a multiphase gradient formed by sucrose, 

ficoll, and percoll has been established, being similar to the concentrations of the 

stabilizing agents, ficoll and percoll, varying the concentrations of sucrose in the 

different layers of the preformed gradient for each NM. For the separation of 

NPs, the sucrose concentration presents a range varying from 5 to 55 % (v/v), 

while the range of the gradient has an amplitude from 10 to 100 % (v/v) in 

sucrose concentration when synthesized h-MLs are separated. This is justified 

because liposomes are structures with a higher density than NPs and a denser 

layer in the gradient is necessary to equalize the density and thus improve the 

separation. For this, a final layer with a 100 % (v/v) sucrose concentration 
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without ficoll and percoll is added, so the layer with a 5 % (v/v) sucrose 

concentration is removed, so the gradient remains with the same number of 

layers. 

Table 3. Comparison between the variables involved in the separation of 
Fe3O4@AuNPs-C12SH and h-MLs 
Variable Fe3O4@AuNPs-C12SH 

separation 
h-MLs separation 

Sucrose gradient, % (v/v) 5, 10, 15, 20, 30, 50 y 55 10, 20, 30, 40, 50, 55 y 100 

Stabilizing agents   

Ficoll, % (v/v) 30 30 
Percoll, % (v/v) 15 15 

Stabilization step   

RCF, ´g 4480 4480 

Time, min 30 30 

Separation step   

RCF, ´g 2520 2520 

Time, min 40 20 

 

Another difference is the time required to achieve the separation of both 

types of synthesized NEs. Since liposomes are structures more sensitive to the 

effect originated by RCF, they offer higher lability against the centrifugation 

time. Thus, with the same experimental centrifugation conditions, the NPs 

require an optimal centrifugation time of 40 min, but liposomes require a 

reduction of the optimal separation time to 20 min because longer times involve 

their practical destruction. In this way, a compromise regarding the 

centrifugation time is established between a better separation of the NEs and 

their integrity. 

Both MDGC-CFS platforms also differ in need to incorporate a 

surfactant flow that facilitates the liposome lysis and increases the fluorescence 

intensity of the released fluorophores when they reach the detection zone. 

However, this incorporation of an additional flow in the hydrodynamic 
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configuration of the system is not necessary for the method for NPs suspensions 

separation. 

2. Proposal of microfluidic analytical platforms integrated 

into conventional detectors 

An innovative aspect in the proposal of new determinative analytical 

platforms of interest in agri-food analysis involves integrating flow systems at a 

micrometric scale with conventional detectors. In this section, the results 

obtained in the proposal of a new analytical platform integrated into the detector 

are discussed (Chapter II.1). As already mentioned in the introduction, 

different forms for integrating microfluidic systems into detection systems are 

available, including off-chip and on-chip options. 

In general, in the case of off-chip couplings, devices and apparatus 

operating on a macrometric scale have been used to provide the infrastructure 

of the coupling with the optical system. For example, bifurcated optical fiber 

guides focused on the reaction/detection zone and in which the radiation is 

carried from this point to the detector. Another option is using x-y-z alignment 

devices to place the focusing elements of the optical fiber in the appropriate area 

of the microfluidic chip, or else, to place the microfluidic chip itself in the 

focusing area of an up-converted microscope [27,28]. The use of these devices 

supposes a greater complexity to achieve the alignment of the optical pathway 

in the microfluidic system and requires more expensive and larger equipment. 

The on-chip alternative supposes a higher integration and miniaturization grade 

in the system since the different devices are incorporated in the microfluidic chip 

itself [29–31]. Despite representing the total integration between flow systems 

and detectors at a micrometric scale, it involves using expensive devices with a 

high degree of dependence on the design and manufacturing stages. For this 
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reason, the coupling developed in this research represents an intermediate step 

trying to resolve some limitations found in the previously described couplings. 

This research has focused on developing a device designed by the 

research group to couple the microfluidic chip with a conventional detector. This 

coupling device is obtained by the use of the 3D printing technique. An 

anchoring device including the chipholder and the microfluidic chip has been 

manufactured to be inserted in the sample compartment of a conventional 

spectrofluorimeter. This device, provided with a rotary unity, allows the 

alignment of the microfluidic system in the focus point of the luminescent 

detector optical pathway. 

The advantage obtained using these devices is the efficient use of the full 

potential of the instrumental features of these conventional detectors, affordably 

integrating the microfluidic system. A pinhole has been used to ensure the 

adequate focusing of the radiation beam on the microfluidic channel. For its 

part, the Horiba Fluorolog-3P spectrofluorimeter has two modes to acquire the 

instrumental signal, recording the emission beam with a 90° angle from the 

excitation beam (right-angle mode) or with a 22.5° difference between both 

beams (front-face mode), as can be seen in Figure 2. The front-face mode is used 

when the measurement of cloudy suspensions, optically dense, solid, or highly 

absorbent samples are carried out since reabsorption phenomena limit the 

responsiveness of the detector using the right-angle mode. The microfluidic chip 

is a surface that reflects light, which could interfere with adequate instrumental 

signal acquisition. The rotary unity of the 3D printed coupling device enables 

the optimization of the rotary angle of the microfluidic system that provides the 

maximum instrumental signal. The maximum value corresponds to a rotation 

angle of 45° regarding the incident beam. 
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Figure 2. Scheme of the measurement modes used in the spectrofluorimeter and 

explain the location of the alignment device manufactured with 3D printed technology 
and focusing on the emission beam in the pinhole in both modes: a right-angle and b 

front-face. 

The separative platform based on MDGC-CFS for the separation of h-

MLs previously described has been adapted to assess the utility of this integrated 

analytical platform, replacing the continuous flow system on a conventional 

scale with a microfluidic system. Therefore, all devices and apparatus used in 

the conventional flow system have been replaced by similar elements that allow 

working at a micrometric scale, which has supposed a modification of the 

hydrodynamic features of the system and the mode to introduce the separation 

vial content, which include the h-MLs separated by MDGC. Regarding the 

working flow rate of the system, a drastic reduction has been produced due to 

the dimensions of the narrower channels, going from a flow rate of 500 µL min-

1 to a flow rate of 25 µL min-1. On the other hand, this low flow also favors 

greater diffusion between channels with a laminar flow that converges in the 

microfluidic reactor. 

Being an impulsion system, the content of the separation tube cannot be 

aspirated, so an organic solvent/aqueous (O/W) positive displacement system 

has been implemented. The organic solvent chosen has been hexane since it must 

be an immiscible solvent with aqueous solutions and less dense. This device, as 
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shown in Figure 3, is made up of two needles, a short one through the organic 

solvent is introduced above the solution contained in the separation vial and a 

long needle that reaches the bottom of the vial, through which the content moves 

towards the microfluidic mixing reactor as the organic solvent pushes it. 

 
Figure 3. Scheme of the integrated microfluidic system developed for the monitoring 

of the h-MLs separation. SDS: syringe driven solution, FLD: fluorimetric detector, W: 
waste 

As mentioned, the channels of the microfluidic system are narrower 

(approximately 250 µm), so, in addition to the problems from the diffusion in 

laminar flow systems, clogging problems can be caused by the passage of very 

dense solutions. This situation forces to carry out a new optimization in the 

composition of the separation gradient in such a way that the concentration 

levels of sucrose in the seventh layer have been readapted, reducing it to 65 % 

(v/v), and the concentration of the stabilizing agents ficoll and percoll has also 

been reduced to 20 and 10 % (v/v), respectively, to obviate the possible clogging 

problems. Similar to the separative platform working at a conventional flow in 

which this research has been based, a surfactant flow has been introduced to 

disrupt the liposomes, release their content and monitor the encapsulated 

fluorophores. The same surfactant, Triton X-100, has been kept to monitor the 

h-MLs suspension in which cresyl violet and rhodamine B were encapsulated 

separately. 
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The results of the instrumental signal monitoring in the integrated 

separative system at a microfluidic scale accord with those obtained with the 

monitoring at a conventional scale, highlighting the utility of the developed 

coupling. As seen below, the separation profiles match the different zones 

regarding the type of separated liposomes, but the time at which each of the 

separate fractions is located varies. The instrumental signal provided by the MLs 

has been obtained in zone 1 of the separation (6.7–11.3 min), corresponding to 

the lower layer of the gradient; hybrid liposomes with both fluorophores 

encapsulated have been found in zone 2 (11.3–22.7 min), the second and third 

layer; h-MLs have been found in zone 4 (34.7–40.7 min), the sixth layer; and 

the signal from the fluorophores not encapsulated and residues from the 

synthesis process appear in zone 5 (46.7–66.7 min), the sample zone. 

These results allow broadening the scope of these integrated analytical 

platforms at a micrometric scale to propose new determination methodods for 

evaluating agri-food safety. However, it is also worth highlighting some 

limitations that have arisen in this specific application of integrated microfluidic 

analytical platforms: 

- Higher monitoring times derived from the introduction of the whole 

separation vial (1.5 mL). Therefore, the sample volume to be introduced in 

a microfluidic analytical platform would be of the nL or µL order. 

- Problems derived from the possible clogging of the channels due to the high 

density of the introduced solutions. Possibly, this can be avoided in other 

applications. 

- Requirement of an O/W displacement device to introduce the sample. This 

can also be ignored in other applications. 
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3. Application of the analytical platforms for the evaluation 

of the agri-food safety 

The last block of the experimental part of the Doctoral Thesis explains 

the development of two determinative analytical platforms that allow expanding 

their applicability in evaluating agri-food safety. These two platforms are based 

on two flow systems at a micrometric scale with optical detection to determine 

aminoglycoside antibiotic (AAG) residues in different food samples. Both 

platforms also constitute an example of applying microfluidic analytical 

methodologies to classify xenobiotic compounds in food. Both analytical 

platforms proposed are based on the development of (bio)sensor systems 

integrated into the reaction/detection zone, located in a microfluidic device 

integrated with spectroscopic or non-spectroscopic optical detectors. 

Regarding the developed analytical platform, bidimensional NMs or 

hybrid magnetoliposomes have been immobilized in the reaction/detection zone 

to obtain the biomolecular recognition zone of the sensors. Furthermore, a 

surface plasmon resonance (SPR) detector in the first biosensor platform and a 

spectrofluorimetric detector in the second one have been used as detection 

systems. As a result, the following biosensor analytical platforms have been 

developed: 

- An aptasensor based on the immobilization of the aptamer on an active 

surface of graphene deposited on a metallic gold monolayer placed on the 

surface of a surface plasmon resonance detector to determine kanamycin 

residues in food (Chapter III.1). 

- A microfluidic sensor platform with fluorimetric detection using hybrid 

magnetoliposomes retained in the reaction/detection zone of the 

microfluidic system to determine aminoglycoside antibiotic residues in food 

samples (Chapter III.2). 
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3.1. Development of an aptasensor to determine kanamycin residues 

in food by surface plasmon resonance measurement 

The proposal of new biosensors based on the use of aptamers to 

determine antibiotics is of growing interest, mainly due to the advantages of their 

products and features compared to the use of immunosensors, as already 

mentioned in the introduction [32]. Different systems to determine kanamycin 

based on aptamers with voltametric or luminescent detection have been 

described in the literature [33,34]. However, applications with SPR detection 

for the kanamycin determination by using aptasensors have not been described. 

The easy adaptation of the SPR technique to miniaturized systems 

allows the development of flow sensors with fast response, easy to use, 

inexpensive, and additional features, such as low matrix effect, low sample, and 

reagents consumption and portability. The most advantageous consequence of 

this type of sensor results in unnecessary sample treatment. However, it has 

drawbacks derived from being a detector that responds to surface changes, so 

its sensitivity depends on the distance of the specific union, the transport of the 

analytes, and the specific interaction surface. 

Different aptasensors have been described to determine other 

compounds by SPR detection in which the aptamer immobilization on the active 

surface of the detector is carried out with different chemical principles. One of 

these immobilization forms is based on the activation of the aptamer with thiolic 

groups to leverage the strong interaction Au-S to form self-assembled 

monolayers in the reaction/detection zone of the SPR detector. However, this 

involves forming very dense layers with aptamers, which produces steric and 

electrostatic hindrance, blocking the interaction with the analyte and affecting 

the sensitivity. 

On the other hand, an alternative to immobilize the aptamer is its 

deposition by interaction with a graphene layer, previously deposited on the 
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SPR detector surface, being this mode selected in this research. The structures 

based on graphene offer a series of properties, such as biocompatibility, high 

surface ratio, π interactions between molecules, easy modification of the surface, 

and hydrophobicity, which favor the applicability of these NMs in the design of 

aptasensors. Two types of graphene obtained by two different synthesis 

procedures have been compared in this research to obtain the most suitable 

graphene surface. Thus, reduced graphene oxide (rGO) and graphene obtained 

by chemical vapor deposition (CVD) have been compared. The novelty of the 

proposed method lies in the use of CVD graphene layers for the first time to 

immobilize the aptamer selective to kanamycin. Until now, the immobilization 

of the aptamers was carried out only on rGO layers [35,36]. 

A systematic study of the previous steps needed for the fabrication of the 

aptasensor has been carried out. First, the surface of the gold layer is cleaned 

with ethanol and rinsed with a nitrogen stream. Then, two procedures for 

modifying this gold surface with two types of graphene have been carried out. 

For the modification with rGO, the gold surface has to be more hydrophobic, 

for which it has been immersed for 20 h in a 16-mercaptohexadecanoic acid 

solution to facilitate the diffusion and the adhesion of graphene. Afterward, the 

optimal amount of rGO deposited has been established, measuring by Raman 

spectroscopy to evaluate the result. Finally, the higher adhesion is achieved by 

adding 50 µL (ß = 250 µg mL-1) dispersed in a 1:1 (v/v) water and isopropanol 

solution, obtaining in Rama spectra the ratio between ID/IG characteristic bands 

of graphene with a value close to 1, which leads to a homogeneous layer of rGO. 

For the modification with CVD graphene, the starting point is a 

commercial layer of CVD graphene on Cu foil that has undergone a wet transfer 

step to deposit CVD graphene on the detector gold surface. First, the Cu foil is 

removed, followed by the deposition of the graphene on the gold surface with a 

thermal treatment at 70 °C, and then the protective PMMA superficial layer is 

etched with acetone. The efficiency of the deposition process of CVD graphene 
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has also been characterized by Raman spectroscopy, obtaining an I2D/IG ratio 

close to 2 and an ID/IG ratio between 0.05 and 0.3, which are typical from 

graphene monolayers. 

Once the graphene is deposited, the modification with 1-pyrenebutyric 

acid (PBA) has been carried out to facilitate the aptamer immobilization by 

covalent binding through the amino groups with which it has been 

functionalized. Next, an EDC-NHS solution is added to ensure the efficient 

binding of the aptamer, and finally, a solution with the antikanamycin aptamer 

was added. The successive surface modifications have been characterized by 

Raman spectroscopy and the SPR technique. 

Table 3 shows the analytical features of the kanamycin determination 

with the developed aptasensor, using both rGO and CVD graphene. The 

relation between the analytical signal, defined by the change in response 

expressed in refractive index units (RIU), and the kanamycin concentration 

shows a sigmoidal fit, following a model similar to the Hill equation (y = 

RIUmax·x/(KD + x)). In addition, a linear fit has been carried out to facilitate the 

calculations, plotting the instrumental signal (RIU) versus the logarithm of the 

kanamycin concentration. As shown in Table 3, a dynamic range of 1 – 100 µmol 

L-1, with a LOD of 0.28 µmol L-1 in the case of CVD graphene, has been 

obtained. On the other hand, for the aptasensor with rGO in its surface, the 

dynamic range varies in 5.88 – 100 µmol L-1, with a LOD of 1.79 µmol L-1. 

Therefore, the LOD values are lower in the first case due to the higher 

homogeneity of the CVD graphene layer, favoring a greater aptamer deposition 

and a more significant biospecific interaction. 
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A comparison between the results obtained with the proposed 

aptasensor and other techniques is established. A significant difference is shown 

if the results expressed in LOD terms are compared since those achieved with 

this method are high, in the µmol L-1 order, compared with other methodologies 

using aptasensors kanamycin determination are below nmol L-1 [32,34–36]. This 

lower sensitivity is explained based on the detection system used since 

complementary analytical features have prevailed, such as ease of use, fast and 

portability. 

On the other hand, a selectivity study of the method has been carried 

out, comparing the results with other antibiotics (penicillin and streptomycin), 

finding no significant differences in the instrumental signal for any of the 

antibiotics studied compared with kanamycin antibiotic. The method has been 

applied to kanamycin residues determination in milk by directly introducing the 

sample in the biosensor platform. Since no instrumental signals corresponding 

to the kanamycin presence in milk have been detected, a recovery study has been 

carried out at two kanamycin concentration levels, obtaining percentage 

recovery values between 94,53 and 96,24 %. 

3.2. Microfluidic platform based in the use of hybrid 

magnetoliposomes retained to determine aminoglycoside 

antibiotics with fluorimetric detection 

In this section of the Thesis Book, an application of the analytical 

platform previously developed in Chapter II.1 is carried out to determine AAG 

residues as a model for evaluating agri-food safety. For that, a sensor zone has 

been introduced in the configuration of the microfluidic analytical platform 

inside the reactor, based on the magnetic retention of h-MLs with encapsulated 

reagents involved in the reaction. The use of h-MLs involves an increase in the 

sensitivity of the method since they constitute a classic example of signal 
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amplification systems because they limit the reaction volume to the available in 

the aqueous cavity of liposomes. Additionally, the use of h-MLs exerts a 

protective effect on the components of the analytical reaction until their transfer 

to the reaction/detection zone, where either the lysis of liposomes or the creation 

of channels that allows the incorporation of other reagents taking place the 

reaction within the vesicle. In this research, the determination of AAGs 

(kanamycin, streptomycin, gentamicin, and neomycin) has been carried out in 

food samples, taking advantage of the fact that this type of compound can lead 

to a lipid bilayer disorder, to favor this way the analytical reaction process. This 

has led to the need to obviate the introduction of surfactant agents to produce 

the liposome lysis in the reaction/detection zone used in previously described 

applications. 

The chemical system proposed is based on the derivatization reaction of 

AAGs with o-phthalaldehyde (OPA) and N-acetylcysteine (NAC), giving rise 

to a monitored fluorescent derivate at the maximum excitation and emission 

wavelengths of 345 and 445 nm, respectively. Like the separative analytical 

platform already described previously, the importance of the coupling by 

incorporating an alignment device manufactured by 3D printing has to be 

highlighted, integrating the microfluidic chip in the sample compartment of a 

conventional spectrofluorimeter. Other methodologies based on fluorescent 

detection to determine AAGs in conventional separative/determinative 

analytical systems have been described in the literature [37–41]. In addition, 

some applications of microfluidic systems have also been described to determine 

these antibiotics with photometric and fluorimetric detection [27,42–45]. 

The synthesis of h-MLs, including hydrophobic magnetic NPs, 

Fe3O4@AuNPs-C12SH, has been carried out, and the encapsulation of some of 

the reagents involved in the analytical reaction has been studied. To decide 

which compound is incorporated into the liposome, the order of addition of the 

reactants has been studied. On the one hand, the most stable liposomes are 
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formed with NAC encapsulated. On the other hand, better instrumental signals 

are obtained when the analyte is pre-mixed with an OPA solution, and the 

mixture subsequently flows to into the reaction/detection zone with the NAC 

solution. Before incorporating h-MLs in the determinative microfluidic 

platform, the liposome suspension is separated by MDGC to obtain the 

separated portion of h-MLs of interest. 

The microfluidic platform includes an SDS system to introduce the 

solutions in the flow system operating at a flow rate of 25 µL min-1. The 

introduction of h-MLs through an injection valve with a 150 µL loop is carried 

out in a first step, followed by their magnetic retention in the reaction/detection 

zone of the microfluidic reactor, where the electromagnet is located. As already 

mentioned, the reactor is located inside the sample chamber of a conventional 

spectrofluorimeter, with the observation zone aligned with the optical pathway 

of the detector, thanks to the alignment device manufactured by 3D printing. 

Luminescent signal measurements have also been carried out in this application 

using the front-face acquisition mode of the detector. Once retained h-MLs, a 

solution containing a mixture of the analyte or the sample with the OPA solution 

is introduced by a second injection valve with a 50 µL loop. 

One drawback that the method can present is the need to carry out a 

signal pretreatment, since, when the electromagnet is inserted into the sample 

chamber of the detector itself, a drift in the instrumental signal has been 

produced, and it must be corrected. However, this drift does not influence the 

analytical signal taken into account for the calibration of the proposed method 

if this signal pretreatment is carried out. Furthermore, the acquired signal also 

present noise, so signal smoothing has to be carried out to obviate the random 

noise from the instrument. An adjacent average method has been used to carry 

out the signal smoothing, taking the mean of every 21 points, which achieves 

this smoothing without losing information about the instrumental signal. 
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Parallel to the development of the method based on the microfluidic 

analytical platform, a similar methodology has been developed, but without 

using the amplification system with h-MLs to determine the four AAGs. Table 

4 shows the analytical features found with both methodologies. As can be 

observed, better results are obtained in the mode using the amplification system 

with h-MLs, if the sensitivity parameters (slope of the calibration curve and 

LOD values) are compared. 

A comparison with other described methods has also been carried out 

for AAGs determination in which microfluidic systems or liposomes as 

amplification devices described in the literature have been used. This 

comparison is shown in Table 5. In the first place, no methodologies have been 

found that combine both characteristics, so the proposed method supposes a 

novelty in developing these analytical platforms. Most of the methods described 

in the literature describe determination methods for a single AAG or a 

significantly reduced group from them, so few techniques are using separative 

techniques to carry out the separation of the different AAG types previous to 

their determination. The most studied AAG to determine is kanamycin 

antibiotic, commonly used as a model for applying the determinative method to 

other antibiotics. The microfluidic analytical platform proposed facilitates the 

AAGs determination in a more comprehensive linear range. Five orders of 

magnitude linear range are obtained with this platform, compared with the two 

or three orders of magnitude allowed by other techniques. Furthermore, the 

LOD values obtained using fluorimetric detection have been lower than those 

using other detection techniques [27,42,44]. The precision, measured in terms 

of relative standard deviation (RSD%), of all the methods have similar values, 

being within the accepted limits. 
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Few techniques use methodologies based on kinetic measurements [39], 

so most of the methodologies require time to carry out the analytical reaction 

and monitor the produced signal in the detector. However, within the 

methodologies that do not use kinetic methodologies, the proposed platform 

allows monitoring of the instrumental signal to determine the analytes in a 

shorter time than others previously established [38,42,47]. This is because the 

platform is based in the use of microfluidic systems and the use of a high volume 

of sample and reagents is not necessary and the flows reach the detector earlier, 

detecting the instrumental signal earlier. Furthermore, the analytical reaction 

occurs quickly, not being necessary to use high times to obtain the fluorescent 

product, proportional to the AAG concentration. 

The method has been applied to determine aminoglycoside antibiotic 

residues in different food samples, such as milk and animal muscles (from 

chicken and pork), pretreating and analyzing those samples without observing 

the presence of mentioned antibiotics. Therefore, a recovery study was carried 

out, adding two antibiotic concentrations, kanamycin, obtaining values between 

87.2 and 107.4 %. Most of the AAGs determination methods described in the 

literature have been applied to their determination in food and pharmaceuticals, 

so these methods require a previous step to treat these samples. Nevertheless, 

the recovery percentages obtained in all described methods are within the 

permitted limits. 

3.3. General comparison of both proposed methodologies to determine 

aminoglycoside antibiotics 

The final aim of the developed methods has been proposing alternatives 

based on microfluidic systems to the methods that currently exist to determine 

this type of analytes. Different options have been approached to reach this 

objective, although both analytical platforms developed are based on 

microfluidic systems and immobilization of species in the reaction/detection 
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zone. In the first method, the molecular recognition ability of the immobilized 

aptamers is used to form a biosensor monitoring the change in the resonance 

plasmon of the surface when the analytes interact. The second method is based 

on the measurement of the fluorescence originating when the analytes are 

derivatizated, immobilizing one of the derivatizing agents with MLs to achieve 

a signal amplification. 

The main analytical features of each analytical platform developed are 

compared below. Table 6 shows the analytical features obtained for each 

assayed analyte using the aptasensor (platform 1) and the magnetically retained 

MLs (platform 2). As can be observed, the LOD values achieved with the 

second method are lower than the ones achieved with the first method. This is 

due to the used detector and the analytical features considered necessary in each 

method. In the first method, portability is more important, but in the second, 

sensitivity is. Regarding dynamic range assayed, this feature is higher in the 

second method. However, the precision values expressed in RSD% are slightly 

better in the first method, although the differences cannot be considered 

significant. 

The sampling frequency is slightly higher with the first platform, with a 

6 h-1 compared to the 8 h-1 of the second one. Although it is noteworthy that 

platform 1 does not require sample treatment, unlike platform 2, which does 

require it. 
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Table 6. Comparison of the analytical features of the analytical platforms developed to 
determine aminoglycoside antibiotics 

Analytical 
platform 

Determined 
analytes 

LOD, 
µmol L-1 

Dynamic 
range, 
µmol L-1 

Measurement 
time, min 

RSD% d 

A B 

Plataform 1 
(CVD) a 

Kanamycin 0.28 1 – 100 10 3.89 1.49 

Plataform 1 
(rGO) b 

Kanamycin 1.79 5.88 – 1000 4.55 1.26 

Plataform 2 c Kanamycin 0.009 0.03 – 1000 7,5 5.47 0.95 

Estreptomycin 0.012 0.04 – 1000 4.04 1.18 

Gentamicin 0.014 0.05 – 1000 6.98 1.25 

Neomycin 0.008 0.03 – 1000 5.26 1.01 
a Results for the use of CVD graphene to immobilize the aptamer and using the fit model 
with the Hill equation 
b Results for the use of rGO to immobilize the aptamer and using the fit model with the 
Hill equation 
c Results for the use of MLs with a linear fit 
d Relative standard deviation at two analyte concentrations: close to the limit of 
quantification (A) and y the center of the dynamic range (B) 

4. Advantages and constraints of the developed methods 

As a summary of the research described in this Thesis Book, Table 7 

lists the main advantages and constraints of the analytical methodologies 

developed. 

Table 7. Advantages and constraints of the proposal platforms 
Advantages Constraints 

Synthesis, separation, and characterization of the used nanostructures 

Separation, purification, and characterization of nanoparticles using MDGC-CFS 

P Simple, fast, and inexpensive 
technique 

P Separation of different nanoparticles 
obtained in the same synthesis 
process 

 
 

O Need for a gradient preform step 
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Separation and characterization of liposomes using MDGC-CFS 

P Simple, fast, and inexpensive 
technique 

P Separation of MLs, h-Ls, and h-MLs 
obtained in the same synthesis 
process 

P Establishment of differences in size, 
shape, and density between MLs, h-
MLs, and h-MLs 

O Need for a gradient preform step 
O Limit in the separation of h-MLs or h-

Ls with different fluorophores jointly 
encapsulated 

O Limit in monitor of the separation of e-
Ls 

Separation and characterization of liposomes using AF4-MALS 

P Establishment of differences in size 
between liposomes with different 
encapsulated species: e-Ls, MLs, and 
Ls-CV 

O Need for study high number of 
variables 

O High measurement times 

Proposal of microfluidic analytical platforms integrated into conventional 
detectors 

P Taking advantage of the instrumental 
features of conventional detectors 

P Coupling based on the use of 
inexpensive and easy to obtain 
devices 

O High monitoring times due to the high 
volume introduced 

O Use of organic solvents for the 
displacement of the content of the 
separation tube  

O Clogging of the channels of the 
microfluidic system with very high 
dense solutions, which leads to high 
measurement times 

Application of analytical platforms for the evaluation of the agri-food safety 

Development of a biosensor with SPR detection based on the use of aptamers to 
determine kanamycin 

P Portable, inexpensive, and easy to use 
system  

P High selectivity of the method thanks 
to the immobilized aptamer 

P Low reagents consumption due to 
their immobilization  

P Kanamycin determination in 10 min 
P Direct analysis of samples without 

previous pretreatment 
 

O Determination of an only analyte, due 
to the high selectivity of the aptamer 

O Low sensitivity due to the selected 
detector  
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Use of hybrid magetoliposomes to determine aminoglycoside antibiotics using a 
microfluidic system with luminescence detection 

P Better LOD values than in the 
absence of liposomes 

P Low reagents and samples 
consumption thanks to the use of 
microfluidic systems and the 
immobilization of one of the reagents 

P Determination of the analytes in 7.5 
min 

O Limit in the simultaneous multianalyte 
analysis  

O Need for signal pretreatment due to 
the random instrumental noise and 
due to the appearance of a drift in the 
signal for the electromagnet 
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 n la presente Memoria se han desarrollado diferentes plataformas 

analíticas separativas y/o determinativas con diferente grado de integración con 

sistemas dinámicos de flujo convencional o desarrollados a escala microfluídica, 

para la monitorización de la eficacia en la separación de los nanomateriales 

híbridos sintetizados, así como para la determinación de residuos de antibióticos 

aminoglucósidos en alimentos. A continuación, se resumen las conclusiones más 

relevantes de las investigaciones realizadas:  

1. Se han sintetizado y caracterizado diferentes tipos de nanomateriales 

híbridos, mediante modificaciones innovadoras de métodos clásicos. Cabe 

destacar los siguientes nanomateriales: 

- Nanopartículas (NPs) híbridas con estructura core-shell con un núcleo 

de magnetita recubiertas con NPs de oro y haciendo su superficie 

hidrofóbica (Fe3O4@AuNPs-C12SH), que se han utilizado para su 

incorporación en la bicapa lipídica para formar magnetoliposomas 

(MLs). 

- Liposomas híbridos sintetizados mediante la metodología de 

evaporación rápida de disolvente (RSE), permitiendo la incorporación 

de materiales con diferente funcionalidad a lo largo del proceso analítico. 

El encapsulamiento de estos materiales diversos dentro de los liposomas 

ha aportado aspectos innovadores en las metodologías desarrolladas, 

aportando una gran utilidad como contenedores analíticos: a) como 

dispositivos de transporte y de protección del material encapsulado a lo 

largo del proceso analítico, especialmente de compuestos involucrados 

en las reacciones analíticas, b) como dispositivos con capacidad 

magnética que facilita su retención en zonas claves de reacción/detección 

del proceso (bio)analítico, y c) como dispositivo con funciones de 
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amplificación de la señal instrumental, ya que permiten el 

atrapamiento/liberación  de reactivos preconcentrados en el interior de 

la vesícula lipídica. 

- Nanomateriales de carbono bidimensional (grafeno) utilizados como 

estructura base para la inmovilización de aptámeros selectivos en el 

diseño de un sensor aptamérico en continuo con detección mediante 

plasmón de resonancia superficial (SPR). 

2. Se han desarrollado diferentes plataformas analíticas separativas que 

permiten monitorizar el rendimiento de la eficacia en la separación de los 

nanomateriales sintetizados y de los residuos originados después de los 

procesos de síntesis. El proceso de separación se ha llevado a cabo mediante 

el uso de la metodología de centrifugación en gradiente multifase de 

densidad (MDGC). Se ha estudiado el empleo de diferentes materiales con 

capacidad separativa en base a su efecto sobre la velocidad de 

sedimentación, así como el establecimiento de diferentes perfiles en el 

gradiente de centrifugación. Se han desarrollado dos tipos de plataformas 

separativas basadas en el empleo de sistemas dinámicos de flujo continuo a 

escala convencional y a escala micrométrica. Se han empleado diferentes 

sistemas de monitorización de la señal instrumental con diferente 

fundamento en función del tipo de nanomaterial separado, ya sea mediante 

medida de la dispersión de la radiación o mediante medida de la emisión 

luminiscente de los fluoróforos involucrados. 

3. Se han separado diferentes poblaciones de liposomas híbridos mediante el 

uso de la técnica de fraccionamiento en flujo mediante campo de flujo 

asimétrico con detección de dispersión de la radiación multiángulo acoplada 

en línea (AF4-MALS). 

4. Se ha establecido por primera vez una plataforma analítica integrada 

mediante el acoplamiento de un sistema microfluídico en el compartimento 
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de muestra de un espectrofluorímetro convencional mediante el uso de un 

dispositivo de anclaje y focalización fabricado mediante tecnología de 

impresión 3D. Esta plataforma analítica se ha utilizado para la 

monitorización del resultado de la separación mediante MDGC de 

diferentes tipos de liposomas híbridos sintetizados. 

5. Se ha desarrollado una plataforma analítica fundamentada en un biosensor 

aptamérico para la determinación de kanamicina en leche mediante la 

integración de nanomateriales de carbono bidimensional de grafeno 

depositado en la monocapa de oro situada en la superficie sensora del 

sistema de flujo acoplado en un detector de plasmón de resonancia 

superficial. 

6. Se ha demostrado la utilidad de una plataforma analítica microfluídica 

integrada mediante tecnología 3D dentro de detectores luminiscentes 

convencionales en la que se han incorporado MLs híbridos (que contienen 

Fe3O4@AuNPs-C12SH y N-acetilcisteína) para la determinación de 

residuos de antibióticos aminoglucósidos en muestras de alimentos, 

utilizando a su vez o-ftalaldehído como reactivo derivatizante. 

 



 

 

 

  



Conclusions
 

 
421 

 In this Thesis Book, different separative and/or determinative analytical 

platforms have been developed with different degrees of integration with the 

conventional dynamic flow or microfluidic systems to monitor the efficiency of 

the synthesized hybrid nanomaterials separation as for determining 

aminoglycoside antibiotic residues in food. The most relevant conclusions of the 

research carried out are summarized below: 

1. Different types of hybrid nanomaterials have been synthesized and 

characterized through innovative modifications of classical methods. The 

following nanomaterials should be highlighted: 

- Core-shell hybrid nanoparticles (NPs) with a magnetite core coated 

with gold NPs and a hydrophobic surface (Fe3O4@AuNPs-C12SH) 

have been used for their incorporation into the lipid bilayer to form 

magnetoliposomes (MLs). 

- Hybrid liposomes synthesized using the rapid solvent evaporation 

(RSE) methodology, allowing the incorporation of materials with 

different functions throughout the analytical process. Furthermore, the 

encapsulation of these different materials within liposomes has provided 

innovative aspects in the developed methodologies, giving great 

usefulness as analytical containers: a) as transport and protection 

devices for encapsulated material through the analytical process, 

especially of compounds involved in the analytical reactions, b) as 

containers with magnetic properties that allow their retention in key 

reaction/detection areas of the (bio)analytical process, and c) as devices 

with amplification of the instrumental signal functions, since they allow 

the entrapment/release of pre-concentrated reagents inside the lipid 

vesicle. 
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- Two-dimensional carbon nanomaterials (graphene) are used as a base 

structure for the immobilization of selective aptamers to design a 

continuous aptameric sensor with surface resonance plasmon detection 

(SPR). 

2. Different separative analytical platforms to monitor the efficiency of the 

synthesized nanomaterials separation and the residues originated after the 

synthesis process have been developed. The separation process has been 

carried out by the multiphase density gradient centrifugation (MDGC) 

method. Different materials with separative capacity related to their effect 

in the sedimentation rate and the different separation profiles establishment 

in the centrifugation gradient have been studied. Two types of separative 

platforms based on dynamic continuous flow systems at conventional and 

microfluidic scales have been developed. In addition, different instrumental 

signal monitoring systems with different bases depending on the separated 

nanomaterial have been used, either by measuring the resonance light 

scattering or the luminescent emission of the involved fluorophores. 

3. Different liposome populations using the asymmetric field flow field 

fractionation with online coupled detection multi-angle light scattering 

detection (AF4-MALS) techniques have been separated. 

4. An integrated analytical platform has been established for the first time by 

coupling a microfluidic system in the sample compartment of a conventional 

spectrofluorimeter using an anchoring and targeting device manufactured 

by 3D printing technology. This analytical platform has been applied to 

monitor the MDGC separation result of different synthesized hybrid 

liposomes. 

5. An analytical platform based on an aptameric biosensor to determine 

kanamycin in milk has been developed by integrating graphene two-

dimensional carbon nanomaterials deposited in the gold monolayer of the 
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sensor surface of the flow system coupled in a surface plasmon resonance 

detector. 

6. The usefulness of a microfluidic analytical platform integrated by 3D 

technology into conventional luminescent detectors in which hybrid MLs 

(containing Fe3O4@AuNPs-C12SH and N-acetylcysteine) have been 

incorporated for the determination of aminoglycoside antibiotic residues in 

food samples has been demonstrated, using o-phthalaldehyde as 

derivatization reagent. 
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Abstract The authors describe a multiphase density gradient
centrifugation method for the separation and purification of
hybrid nanoparticles (NPs). The method was applied to the
purification of NPs consisting of magnetite gold NPs of type
Fe3O4@Au and coated with 1-dodecylthiol. A density gradi-
ent has been established by forming cushions of a multicom-
ponent solution composed of (a) a nonlinear gradient of su-
crose in the of 5–50 % concentration range, (b) a constant
concentration of ficoll (a neutral, highly branched,
high-mass, hydrophilic polysaccharide; 30 % w/w), and
(c) a constant concentration of percoll (colloidal silica
particles coated with polyvinylpyrrolidone; 15 % w/w).
The final separation profiles are adjusted via dynamic
differential centrifugation at 4480×g for 30 min. The
mixture of NPs to be separated is added and centrifuged
at 2520×g for 40 min. This will separate the NPs into
five fractions together with other secondary components.
The fractions were characterized by FTIR, XPS, and
SEM-EDX techniques. Finally, a continuous flow system
with resonance light scattering detection was established and
coupled to the separation system in order to monitor the
separated fractions.

Keywords Nanomaterial separation . Density gradient . Rate
zonal method . Sucrose . Continuous flow system . Light
scattering

Introduction

The fast expansion of nanotechnology in a wide range of areas
has given rise to significant efforts in the last years directed to
optimize the synthesis of nanoparticles (NPs). A general feature
of NPs is their polydispersity in shape and size and the presence
of secondary components. Thus, there is a growing interest in
the availability of separation and purification methods for post-
preparative processing because, as it is known, the physical and
chemical properties and applications of NPs are critically con-
trolled by their dimension, shape and purity.

A variety of separation techniques have shown their useful-
ness to obtain purified NP fractions with narrow shape and size
distributions. Size exclusion chromatography has been widely
used for this purpose but some inherent problems such as deg-
radation or losses by irreversible adsorption can be a limitation.
Although the addition of surfactants in the mobile phase can
reduce adsorption processes, they can negatively affect the
separation resolution [1]. Capillary electrophoresis is another
option, but it can be only applied to the separation of charged
NPs and, also, it is limited to relatively small sample amounts.
For instance, gold and silver NPs have been separated accord-
ing to their size and shape by agarose gel electrophoresis after
coating them with a charged polymer layer [2]. Ultrafiltration,
which involves the use ofmembraneswith very low pore sizes,
in the nm range, is a fast technique that allows the separation of
NPs of different sizes. Several ultrafiltration procedures have
been described for the separation of AuNPs [3] and AgNPs [4].
However, a potential limitation of this technique is the interac-
tion of the membrane with the NPs, giving rise to the blocking
and the adsorption of NPs on the membrane surface and pore
walls. Field-flow fractionation is a powerful technique that has
been used to separate several NPs, including Ag, Au, Pd, and
Pt, and also to evaluate the factors that influence retention
behaviour [5, 6], although it is time consuming and laborious.
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Luminescence continuous flow system for monitoring the efficiency of 
hybrid liposomes separation using multiphase density 
gradient centrifugation 
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Keywords: 
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A B S T R A C T   

A method for monitoring the efficiency of the hybrid magnetoliposomes (h-MLs) separation using multiphase 
density gradient centrifugation (MDGC) coupled with a continuous flow system (CFS) is described. Several h-MLs 
suspensions containing hydrophobic magnetic gold nanoparticles (Fe3O4@AuNPs-C12SH) and different fluo-
rophores encapsulated have been synthesized using the rapid solvent evaporation (RSE) method. The MDGC 
system was prepared using a non-linear multiphase density gradient formed with a bottom layer with 100% (v/v) 
sucrose solution and six layers containing a mixture of sucrose solution (with concentrations ranged between 10 
and 55% v/v), and fixed concentrations of ficoll (30% v/v) and percoll (15% v/v) solutions. The density gradient 
profile was previously stabilized using a relative centrifugal force (RCF) of 4480×g for 30 min. The synthesized 
h-MLs were added to the density gradient profile and separated by centrifugation at 2520×g for 20 min. The 
efficiency of the separation procedure was tested, aspirating the separated extract into the CFS and lysing li-
posomes before their translation to the detector introducing surfactant solutions. The luminescence signals 
provided by the release of the encapsulated fluorophores and other materials provided the distribution status of 
the liposomes in each density gradient stage. The monitoring of the different samples revealed four different 
fractions (MLs, h-Ls, h-MLs, and non-encapsulated fluorophores) for each separated h-MLs. Additional infor-
mation on the h-MLs has also been acquired by confocal microscopy.   

1. Introduction 

The extensive use of nanomaterials (NMs) in different areas, 
including biomedicine, food technology, cosmetics, electronics, and 
analytical applications, among others, have given rise to significant ef-
forts in the last years directed to improve the synthesis and purifications 
methods to obtain nanomaterials. Liposomes are bilayer vesicles formed 
by phospholipids dispersed in water, which can be seen as a type of NMs 
as some of them reach sizes from nm to μm levels. As known, liposomes 
have been useful as microcontainer tools with an aqueous compartment 
surrounded by one or more lipid bilayers. This structure allows the 
entrapping of hydrophobic substances within the acyl chains of the 
bilayer and hydrophilic molecules in the aqueous cavity and the inser-
tion of amphiphilic contents in the polar head groups. The resulting 
nanomaterials usually named hybrid liposomes (h-Ls), provides a high 
number of applications in a variety of areas such as food, 

pharmaceutical, and cosmetic industries, medical imaging, and gene 
therapy, mainly as delivery systems [1–7]. Also, hybrid liposomes have 
been described as amplification systems to improve the sensitivity of 
analytical methods [8]. 

A particular type of liposomes, magnetoliposomes (MLs), are usually 
loaded with magnetic iron oxide nanoparticles (Fe3O4NPs). They have 
been used as a drug delivery system for cancer or heart treatments using 
entrapped drugs or as multimodal contrast agents for molecular imaging 
[9–11]. The analytical usefulness of MLs as an amplification system has 
been shown using hybrid magnetoliposomes (h-MLs), liposomes con-
taining magnetic nanoparticles, and other reagents. For instance, 
loading 4-methylumbelliferyl-phosphate for the fluorimetric determi-
nation of alkaline phosphatase in milk samples [12]. Literature also 
provides additional information about the use of h-MLs loaded with 
compounds that exhibit optical properties that facilitates signal moni-
toring. Some strategies have been based on the absorption measurement 
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Abstract
Auseful 3D printed device for the insidemicrofluidic integration into a conventional optical detector has been developed. The coupling
system supposes the complete integration of amicrofluidic device inside the sample compartment of a conventional spectrofluorimeter.
For this purpose, a commercial chip-holder, including a microfluidic chip, was anchored inside the detector using a “lab-built” 3D
printing alignment prototype. The variables affecting the position of the 3D printed device, such as horizontal and vertical and rotary
angles, were optimized. The usefulness of the microfluidic integration system has been tested using an organized suspension of
separated hybrid magnetoliposomes containing nanomaterials that were previously separated using a multiphase density gradient
centrifugation (MDGC) method. The whole integration system consists of three well-established parts: the impulsion unit, the dis-
placement unit, and the microfluidic chip. The impulsion unit is formed by two syringe pumps, which propel under microflow-rate
regime the solutions through to the microfluidic system. The first fluid incorporates an immiscible solution that provides the solution
which fills positive oil/water (O/W) displacement unit. In this unit, the previously organized MDGC suspension, which includes
different liposome populations, was layer-by-layer displaced to a y-mixer microfluidic chip. The separation content merges with the
second solution propelled by the other syringe pump. This solution incorporates a surfactant that promotes the liposome lysis. The
novelty supposes the easy incorporation of a 3D printer alignment device, which facilitates the incorporation of the microfluidic
channel focused into the optical pathway of the luminescence detector.

Keywords Integrated microfluidic/luminescence detector . 3D printing alignment device . Multidensity gradient centrifugation
(MDGC) . Hybridmagnetoliposomes

Introduction

In the last decades, microscale dynamic systems have
brought enormous interest as useful new tools in a wide
range of appl icat ions supported in automation/
miniaturization in different areas such as material synthe-
sis, chemical and biochemical reactivity and detection,
drug delivery systems, and biotechnology process control.
The incorporation of microfluidic systems into analytical
processes constitutes a clear example of the advances in
analytical chemistry. The development of microscale dy-
namic systems involves manipulating fluids in channels
with dimensions of tens of micrometers and postulates
several variations in physical, physicochemical, and
chemical behaviors providing significant changes between
the material interactions at microscale in comparison with
those that occur on a larger scale. This paradigm shift
conditions fluid dynamics processes, surface interactions,
changes in chemical reactivity, among others.

Highlights
• The use of a 3D printed device is proposed for integrating microfluidic
systems with conventional optical detectors.
•Materials were separated by a multiphase density gradient centrifugation
(MDGC) system.
• A positive O/W displacement unit transfers the vial content into the
integrated system.
• The system utility was demonstrated monitoring different MDGC sep-
arated materials.
• Hybrid magnetoliposomes with Fe3O4@AuNPs-DT and different
fluorophores were studied.
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a  b  s  t  r  a  c  t  

Liposomes,  mainly  formed  by  phospholipids  and  cholesterol  that  entrapped  different  compounds,  were  
separated  and  characterized  using  asymmetric  flow  field-flow  fractionation  (AF4)  coupled  with  a  multi-  
angle  light  scattering  detector  (MALS).  AF4  allows  the  separation  of  liposomes  according  to  their  hydro-  
dynamic  size,  and  the  particle  size  can  be  estimated  directly  by  their  elution  time.  Besides,  different  
synthesized  liposome  suspensions  of  liposomes  with  different  species  encapsulated  in  different  places  in  
liposomes  were  prepared  with  analytical  purposes  to  be  studied.  These  liposomes  were:  empty  liposomes  
(e-Ls),  magnetoliposomes  (MLs)  with  Fe  3  O  4  @AuNPs-C12SH  inside  the  lipid  bilayer,  and  long-wavelength  
fluorophores  encapsulated  into  the  aqueous  cavity  of  liposomes  (Ls-LWF).  The  optimization  process  of  the  
variables  that  affect  the  fractionation  has  been  established.  The  separation  effectiveness  has  been  com-  
pared  with  the  results  achieved  with  a  photon-correlation  spectroscopy  analyzer  based  on  dynamic  light  
scattering  (DLS)  and  transmission  electron  microscopy  (TEM),  used  in  self-assembly  structures  character-  
ization.  In  all  cases,  three  different  classes  of  liposomes  have  been  obtained;  two  are  commonly  appaired  
in  all  studied  samples,  while  only  a  third  class  is  characteristic  for  each  of  the  liposomes.  This  mean  
that  the  proposed  methodology  could  be  used  for  identifying  liposomes  according  to  the  encapsulated  
material.  

© 2020  Elsevier  B.V.  All  rights  reserved.  

1.  Introduction  

Liposomes  are  self-assembled  structures  and  are  presented  in  

nature  as  microscopic  vesicles  formed  from  a  dispersion  of  phos-  

pholipids  and  cholesterol  in  an  aqueous  solution,  easily  synthe-  

sized  in  the  laboratory.  The  amphiphilic  character  of  phospho-  

lipids,  with  their  typical  double  structure  of  the  polar  head  and  

hydrophobic  tail  means  that,  when  suspended  in  an  aqueous  so-  

lution,  they  spontaneously  associate,  forming  aqueous  vesicles  sur-  

rounded  by  a  double  lipid  layer  [1]  .  One  of  the  species  encapsu-  

lated  in  this  research  was  long-wavelength  fluorophores  (LWFs).  
The  encapsulation  of  these  compounds  helps  amplify  their  fluo-  

rescence  intensity  or  study  non-fluorescent  reactions  when  some  

compound  involved  in  the  reaction  interferes  with  the  LWF  [2–
4]  .  The  LWF  chosen  to  be  encapsulated,  cresyl  violet,  is  a  water-  

∗ Corresponding  author.  
E-mail  address:  qa1feroj@uco.es  (J.M.  Fernández-Romero).  

soluble  compound,  so  this  compound  should  be  found  in  the  

aqueous  cavity  [  3  ,  5  ].  The  encapsulation  of  hydrophobic  magnetic  

nanoparticles  (Fe  3  O  4  @AuNPs-C12SH),  obtaining  magnetoliposomes  

(MLs),  was  also  chosen.  This  type  of  encapsulation  is  useful  to  ob-  

tain  drug  delivery  systems  in  cancer  treatment  and,  in  this  way,  
bring  drugs  to  the  specific  site  with  an  external  magnetic  field  or  

like  imaging  agents  in  diagnosis  [  6  ,  7  ].  These  nanoparticles  could  be  

anchored  to  the  lipid  bilayer  due  to  their  hydrophobicity  provided  

by  the  1-dodecylthiol  [  3  ,  4  ].  
The  knowledge  of  the  morphologic  and  structural  liposome  

features,  such  as  size,  polydispersity,  and  homogeneity  distribu-  

tion,  is  essential.  For  this  purpose,  different  microscopic  or  dis-  

persive  techniques  have  been  used.  Thus,  for  example,  the  su-  

perficial  and  morphological  information  acquired  through  micro-  

scopic  techniques,  such  as  transmission  (TEM),  scanning  (SEM)  or  

atomic  force  (AFM)  microscopy,  implied  sample  treatment  influ-  

ence,  difficulty  in  recognition  of  structures  manually,  lack  of  rep-  

resentativeness,  and  in  general,  they  are  expensive  techniques.  For  

https://doi.org/10.1016/j.chroma.2020.461798  
0021-9673/© 2020 Elsevier B.V. All rights reserved.  
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INNOVATION IN THE SEPARATION OF HYBRID NANOPARTICLES 
BY USING SUCROSE/FICOLL/PERCOLL DENSISTY GRADIENT 

CENTRIFUGATION SYSTEMS 
 

J.M. Fernández Romero, A. Écija Arenas, V. Román Pizarro y A. Gómez Hens 
 

Department of Analytical Chemistry. Marie Curie Building (Annex). Institute of Fine Chemistry 
and Nanochemistry (IQFN-UCO). Campus of Rabanales. University of Córdoba. E-14071 

Córdoba, Spain 
 
A methodology for rapid and economical separation and subsequent spectroscopic and 
microscopic characterization of several mixtures of nanoparticles using different formats of 
synthesis and functionalization techniques is described. The density gradient centrifugation is 
used as an effective technique for separating nanomaterials with small differences in their sizes 
and shapes. To this goal, we have established various density gradients using sucrose, ficoll 
and percoll cushions with nonlinear gradients in concentration ranges of sucrose (5-50 %), ficoll 
(0-30 %) and percoll (0-30 %). The final separation profiles are set in preparation conditions 
using dynamic differential centrifugation through 8000 rpm for 30 min, followed by addition of 
the sample to be separated, using a separation profile of 6000 rpm for 20 min. This procedure 
has been applied to carry out the complete separation of five types of nanomaterials and their 
various components, obtaining then the following order of downstream separation: (1) AuNPs 
doped with 1- dodecanethiol, (2) AuNPs, (3) MNPs, (4) AuMNPs and (5) AuMNPs doped with 
dodecanethiol.  
 

 
 
The nanoplarticles fractions have been characterized using different spectroscopy (NMR, XPS, 
NIR/FTIR) and microscopic (TEM, SEM-EDX) techniques. In the future it is intended to use this 
methodology for the discrimination between the different components used in the synthesis of 
other larger structures, such as liposomes and their components. 
 
POSTER COMUNICATION 
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Innovaciones nanotecnológicas en el desarrollo de plataformas analíticas para la 
evaluación de la seguridad agroalimentaria 

Ángela Écija Arenas 

 Universidad de Córdoba. Facultad de Ciencias. Departamento de Química Analítica. E-
mail: q92ecara@uco.es 

 

Summary  

The evolution of Nanoscience and Nanotechnology, as well as the progress in 
automation, simplification and micro fabrication, justify that the purpose of the research carried 
out until now, and that planned for the development of the Doctoral Thesis, is the innovation 
in: 1) the synthesis of nanomaterials (NMs), and 2) the development of dynamic and 
microfluidic devices and systems to propose safe analysis in the agro-food field. 

New nanoparticles (NPs) and hybrid liposomes (LPs) have been until now synthesized 
with the aim of developing chemical-analytical reactions in macro and microfluidic analysis 
systems. The new synthesized NPs are magnetic type (Fe3O4), which have been coated with 
gold and dodecylthiol to modify their properties. A method for the purification of these NPs 
has been developed, which is based on the use of a multiphase density gradient centrifugation 
system. The gradient used consists of sucrose and stabilizing substances such as ficoll and 
percoll. Also, different approaches for the integration of microfluidic systems in the 
conventional analytic instrumentation are being developed for the evaluation of agro-food 
safety. 

 

Resumen 

La evolución de la Nanociencia y la Nanotecnología, así como el avance alcanzado en 
automatización, simplificación y microfabricacion, justifican que la finalidad de las 
investigaciones realizadas hasta la fecha, y que se pretenden realizar durante el desarrollo de la 
Tesis Doctoral, sea la innovación en: 1) la síntesis de nuevos nanomateriales (NMs) y 2) el 
desarrollo de dispositivos y sistemas dinámicos y microfluídicos para proponer análisis seguros 
dentro del ámbito agroalimentario. 

Hasta ahora se han sintetizado nuevas nanopartículas (NPs) y liposomas (LPs) híbridos 
con objeto de utilizarlos en el desarrollo de reacciones químico-analíticas llevadas a cabo en 
sistemas de análisis a escala macro y microfluídica. Las NPs sintetizadas son de tipo magnético 
(Fe3O4), las cuales se han recubierto con oro y dodecanotiol (DT) para modificar sus 
propiedades. Se ha desarrollado un método para la purificación de estas NPs mediante un 
sistema de centrifugación en gradiente multifase de densidad. Este gradiente está formado por 
sacarosa y sustancias estabilizadoras tales como ficoll y percoll. También se están desarrollando 
diferentes formas de integración de los sistemas microfluídicos en la instrumentación analítica 
convencional de utilidad en la evaluación de la seguridad agroalimentaria. 
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SEPARACIÓN Y CARACTERIZACIÓN DE LIPOSOMAS HÍBRIDOS 
MEDIANTE CENTRIFUGACIÓN EN GRADIENTE MULTIFASE DE 

DENSIDAD ACOPLADO CON UN SISTEMA CONTINUO DE ANÁLISIS 
 

Ángela Écija-Arenas, Vanesa Román-Pizarro, Juan Manuel Fernández-Romero 
Departamento de Química Analítica. Instituto de Química Fina y Nanoquímica (IUQFN-UCO) Campus de 

Rabanales. Marie Curie (Anexo) Universidad de Córdoba, E-14071, Córdoba, España. 
email: q92ecara@uco.es 

 
La evolución de la Nanociencia y la Nanotecnología, así como el avance alcanzado en 
automatización, simplificación y microfabricación, justifican que la finalidad de las 
investigaciones realizadas hasta la fecha, y que se pretenden continuar sea la innovación en: 
1) la síntesis de nuevos nanomateriales (NMs) y 2) el desarrollo de dispositivos y sistemas 
dinámicos para proponer análisis seguros que den respuesta rápida dentro del ámbito 
agroalimentario. 
 
Con este fin, se han sintetizado nuevos NMs, entre los que están los liposomas (LPs) híbridos 
con objeto de utilizarlos en el desarrollo de reacciones químico-analíticas llevadas a cabo en 
sistemas de análisis continuos. En los LPs híbridos sintetizados se han encapsulado 
nanopartículas (NPs) magnéticas recubiertas con oro y dodecanotiol (Fe3O4@AuNPs-DT) y 
distintos fluoróforos de larga longitud de onda, que dotan al sistema de propiedades ópticas y 
magnéticas de utilidad para el desarrollo del proceso analítico. 
 
 

     
 
 
 
Se ha establecido un método para la separación y purificación de estos LPs del resto de 
productos de su síntesis, mediante un sistema de centrifugación en gradiente multifase de 
densidad (MDGC). Este gradiente está formado por sacarosa y sustancias estabilizadoras y 
que mejoran la resolución de la separación tales como ficoll y percoll. La eficacia de la 
separación se ha evaluado mediante el acoplamiento del vial de centrifugación con un sistema 
continuo de análisis que ha puesto de manifiesto la utilidad del sistema separativo. 
 
 
 



Presentación de comunicaciones a congresos
 

 447 

 

 

 
 

 

 

 
 

  
  

 

 

 

 

 

 



Anexo B
 

 

 448 

 

| CREANDO REDES DOCTORALES 
 
 

249 
 
 

 

Innovaciones nanotecnológicas en el desarrollo de plataformas analíticas 
para la evaluación de la seguridad agroalimentaria 

Ángela Écija Arenas 
 Universidad de Córdoba. Facultad de Ciencias. Departamento de Química Analítica. 

E-mail: q92ecara@uco.es 

 
Summary 

The research which is included in the development of the Doctoral Thesis looks for 
innovation within the field of Nanoscience and Nanotechnology. The following investigations 
are found: 1) the synthesis of new nanomaterials (NMs), 2) their purification and separation 
after their synthesis, and 3) the development of dynamic devices and systems to propose 
agro-food analysis methodologies. 

New nanoparticles (NPs) and hybrid liposomes (h-LPs) have been synthesized until 
now, with the aim of developing chemical-analytical reactions. Magnetic NPs, which improve 
the preconcentration, and long-wavelength fluorophores, useful to improve selectivity by 
avoiding matrix signal interferences, have been encapsulated in h-LPs. A method for the 
purification of these NMs has been developed, which is based on the use of a multiphase density 
gradient centrifugation system. The gradient used consists of sucrose and stabilizing substances 
such as ficoll and percoll. 

A new method for the separation of h-LPs with Asymmetric Flow Field Flow 
Fractionation (AF4) technique is being developed nowadays, obtaining good separations after 
the synthesis. 

 
Resumen 

Las investigaciones que se engloban dentro del desarrollo de la Tesis Doctoral buscan 
la innovación dentro del ámbito de la Nanociencia y la Nanotecnología. Dentro de éstas, se 
encuentran: 1) la síntesis de nuevos nanomateriales (NMs), 2) su purificación y separación 
posterior a la síntesis, y 3) el desarrollo de dispositivos y sistemas dinámicos para proponer 
metodologías de análisis agroalimentarias. 

Hasta ahora se han sintetizado nuevas nanopartículas (NPs) y liposomas híbridos (h-
LPs) con objeto de utilizarlos en el desarrollo de reacciones químico-analíticas. Dentro de los 
h-LPs se han encapsulado NPs magnéticas, con las cuales se podría mejorar la 
preconcentración, y fluoróforos de larga longitud de onda, útiles para mejorar la selectividad al 
evitar interferencias de señal con la matriz de la muestra. Se ha desarrollado un método para la 
purificación de estos NMs mediante un sistema de centrifugación en gradiente multifase de 
densidad. Este gradiente está formado por sacarosa y sustancias estabilizadoras tales como 
ficoll y percoll. 

En la actualidad se está desarrollando un método nuevo de separación de h-LPs con la 
técnica Asymmetric Flow Field Flow Fractionation (AF4), consiguiendo buenas separaciones 
de los componentes tras la síntesis. 



Presentación de comunicaciones a congresos
 

 449 

 



Anexo B
 

 

 450 

 

 

 

 

 

New contributions of nanotechnology, biosensors 

and miniaturization to bioanalysis 
 

V. Román Pizarro, Á. Écija Arena, M.V. Zurita Lozano, M.P. 
Aguilar Caballos and J.M. Manuel Fernández Romero 

 
Department of Analytical Chemistry, Institute of Fine Chemistry 

and Nanochemistry (IUQFN-UCO), Rabanales Campus, Annex 

to "Marie Curie" building. University of Córdoba, E-14071, 

Córdoba Spain.  
 

Abstract 
 
In the last five years, several research lines based on the use of nanotechnology, 
bioaffinity interactions and miniaturized systems have been implemented for the 
development of undergraduate theses in bioanalytical chemistry. This project is 
supported by the use of new strategies incorporating nanomaterials, bioaffinity 
interactions and miniaturized flow systems for monitoring biocatalysts, 
substrates, inhibitors / activators, and the application of nanotechnology to the 
development of biosensors and new nanosorbents for the determination of 
allergenic proteins. 
The strategies implemented to achieve these investigations were based on: 

- The implementation of automatic continuous analysis systems with a different 
degree of miniaturization (lateral-flow, continuous-flow and microfluidics).  

- Design of dynamic analysis approaches that allow the "in situ" assessment of 
the kinetic parameters of enzymes. The graphical interpretation of enzymatic 
activation/inhibition processes has also been proposed. 

- Synthesis and characterization of different nanomaterials such as magnetic 
nanoparticles (MNPs), silver-coated magnetic nanoparticles (Ag-MNPs), and 
gold nanoparticles (AuNPs). It also includes different ways to immobilize the 
bio-reagent onto the synthesized nanomaterials. 

- Use of nanomaterials for the retention of the allergenic proteins, the enzymes 
involved or for the derivatization of anti-analyte antibodies, enzymatic 
substrates, inhibitors, and activators. 
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SEPARACIÓN DE LIPOSOMAS MEDIANTE LA TÉCNICA DE 
FRACCIONAMIENTO EN FLUJO MEDIANTE CAMPO DE FLUJO 
ASIMÉTRICO CON DETECCIÓN DISPERSIVA MULTIANGULO 

 
Ángela Écija-Arenas, Vanesa Román-Pizarro, Juan Manuel Fernández-Romero 

Departamento de Química Analítica. Instituto Universitario de Nanoquímica (IUNAN). Campus de 
Rabanales. Marie Curie (Anexo). Universidad de Córdoba, E-14071, Córdoba, España. 

Email: q92ecara@uco.es 
 
Se ha descrito un método para la separación de poblaciones recién sintetizadas de liposomas 
(LPs) mediante la técnica de fraccionamiento en flujo mediante campo de flujo asimétrico (AF4) 
acoplado a un detector de dispersión de luz multi-ángulo (MALS). Esta técnica de 
fraccionamiento permite separar poblaciones de liposomas en base a su tamaño. 
 

   
 

Se ha llevado a cabo la optimización de las variables que afectan al fraccionamiento, tales 
como la composición de la fase móvil desplazante, el volumen de muestra inyectado y las 
condiciones de separación. La fase móvil desplazante utilizada es una disolución reguladora 
HEPES (10 mM, pH 8) y con un contenido salino de 50 mM en NaCl. Se ha inyectado un 
volumen de 21 µL de suspensión de LPs, previamente diluidos 1:10 en la fase móvil descrita. 
La separación se ha llevado a cabo mediante un gradiente de flujo perpendicular decreciente, 
desarrollado en dos etapas: una primera, en la que el caudal del flujo varía linealmente entre 
2.5 y 1 mL min-1 durante 5 min, y una segunda, en la que varía exponencialmente entre 1 a 0 
mL min-1 durante 60 min. La eficacia en la separación de poblaciones de LPs mediante la 
técnica AF4 se ha comparado con otras técnicas que también proporcionan información 
respecto a tamaño de las nanoestructuras sintetizadas, tales como la técnica de detección de 
luz dinámica dispersada (DLS) o la microscopía electrónica de transmisión (TEM). 
 

 
 
La técnica de fraccionamiento mediante AF4 se ha aplicado a la separación de tres tipos 
diferentes de suspensiones de LPs: (a) LPs vacíos, (b) magnetoliposomas (MLPs) y (c) LPs 
con el fluoróforo violeta de cresilo encapsulado en su interior. En todos los casos se han 
obtenido tres poblaciones, dos de ellas comunes a los tres tipos de suspensiones y una 
característica de cada tipo. 

O2	
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Innovaciones nanotecnológicas en el desarrollo de plataformas analíticas 
para la evaluación de la seguridad agroalimentaria 

Ángela Écija Arenas 
Universidad de Córdoba. Facultad de Ciencias. Departamento de Química Analítica. 

E-mail: q92ecara@uco.es 

Summary 
The research included in this Doctoral Thesis looks for innovation within the field of 
Nanoscience and Nanotechnology, aimed to: 1) the synthesis of new nanomaterials (NMs), 2) 
their purification and separation after their synthesis, and 3) the application in the development 
of miniaturized devices integrates in dynamic systems applicable in agro-food analysis. 
Two types of NMs were synthesized: nanoparticles and hybrid liposomes to incorporate them 
as reactives or containers involved in chemical-analytical reactions. Regarding the NMs 
separation and purification procedures, two methods were developed: the first, through a 
multiphase density gradient centrifugation (MDGC) system, using a mixed gradient of sucrose 
and stabilizing substances; and the second is focused in asymmetric flow field-flow 
fractionation (AF4) technique to separate liposome populations with different sizes appeared in 
the synthesis. The size of each population was known for the on-line coupling to a multi-angle 
light scattering (MALS) detector. 
A new coupling between microfluidic systems and miniaturized electronic devices to monitor 
the originated analytical signal is being developed nowadays. 

Resumen 
Las investigaciones que se realizan en esta Tesis Doctoral buscan la innovación en del ámbito 
de la Nanociencia y la Nanotecnología, encaminadas hacia: 1) la síntesis de nuevos 
nanomateriales (NMs), 2) la purificación y separación posterior a la síntesis, y 3) su aplicación 
en el desarrollo de dispositivos miniaturizados integrados en sistemas dinámicos aplicables en 
análisis agroalimentario. 
Se han sintetizado dos tipos de NMs: nanopartículas y liposomas híbridos para incorporarlos 
como reactivos o contenedores involucrados en las reacciones químico-analíticas. Respecto a 
los procedimientos separación y purificación de estos NMs, se han desarrollado dos métodos: 
el primero, mediante un sistema de centrifugación en gradiente multifase de densidad (MDGC), 
usando un gradiente mixto de sacarosa y sustancias estabilizadoras; y el segundo se centra en 
el uso de la técnica de fraccionamiento en flujo mediante campo de flujo asimétrico (AF4) para 
separar las poblaciones de liposomas con distintos tamaños que aparecen en la síntesis. El 
tamaño de cada una de las poblaciones separadas se puede conocer por el acoplamiento en línea 
a un detector de dispersión de luz multiángulo (MALS). 
En la actualidad se está desarrollando el acoplamiento entre sistemas microfluídicos y 
dispositivos electrónicos miniaturizados con los que monitorizar la señal analítica originada. 
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J.M. Fernández Romero, A. Écija Arenas, V. Román Pizarro and A. Gómez Hens

Introduction Density gradient separation procedure

A new methodology for rapid and economical
separation and subsequent spectroscopic and
microscopic characterization of several mixtures of
nanoparticles using different formats of synthesis and
functionalization techniques is described. The density
gradient centrifugation is used as an effective technique
for separating nanomaterials with small differences in
their sizes and shapes.

ØA simple method for the separation of metallic and modified NPs has been developed
ØSynthesized nanoparticles were characterized using spectroscopic and microscopic techniques
ØThis separation method provides an effective way to discriminate nanomaterials with small 

differences in sizes and shapes using density gradient centrifugation which allow their purification
ØThis method could easily adapted to automation using a flow system 

Conclusions

Preparation of density gradient separation profile
A separation profile of 6000 rpm for 20 min was used
after addition of 300 µL of sample.

Preparation density gradient profile
Dynamic density gradient profile preparation using
ingredients end of percentages of 15% to 30% of percoll
and ficoll varying percentage of sucrose (x% value). This
gradient was prepared using a centrifugation at 8000
rpm for 30 min.

Characterization of nanoparticles (SEM-EDAX and 
XPS)
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Conclusiones
Se han sintetizado diferentes h-MLPs conteniendo Fe3O4@AuNPs-DT y
LWFs y se han caracterizado mediante diversas técnicas microscópicas,
poniendo de manifiesto la encapsulación de los materiales.
Se han purificado los h-MLPs sintetizados con el método de centrifugación
en gradiente multifase de densidad utilizando sacarosa, ficoll y percoll.
El sistema de separación se ha acoplado on-line a un sistema de análisis
continuo para monitorizar los componentes de las distintas fracciones
obtenidas.

SEPARACIÓN Y CARACTERIZACIÓN DE LIPOSOMAS 
HÍBRIDOS MEDIANTE CENTRIFUGACIÓN EN 

GRADIENTE MULTIFASE DE DENSIDAD ACOPLADO 
CON UN SISTEMA CONTINUO DE ANÁLISIS

Departamento de Química Analítica. Instituto de Química Fina y Nanoquímica (IUQFN-UCO) Campus de 
Rabanales. Marie Curie (Anexo) Universidad de Córdoba, E-14071, Córdoba, España.

Email: q92ecara@uco.es

A. Écija-Arenas,V. Román-Pizarro y J.M. Fernández-Romero

Optimización de variables

TX-100:  Tritón X-100; CTAB: Cloruro de cetiltrimetilamonio

Intervalo estudiado
Valores óptimos

h-MLPs-VC h-MLPs-HPTS h-MLPs-RB h-MLPs-NF

Concentración 
de surfactante

0,2 – 15 mM TX-100 10 mM 1 mM

1 – 20 mM CTAB 10 mM 5 mM

Caudal de la 
bomba 0,3 – 1 mL/min 0,5 mL/min

Longitud del 
reactor 0,3 – 0,8 mL 0,4 mL

Rotavapor
(15 min, 300 rpm, 40 0C 

y ~10 mmHg)

3 mL Fe3O4@AuNPs-DT + 6 mL Tampón 
fosfato 50 mM pH=8 + 0,2 mL fluoróforo

1 mL fosfolípidos
(DSPC: DOPE: CH, 75:12.5:12.5) en

CHCl3/MEOH (880:120)

VI Workshop

Sacarosa: X %
Percoll 15 %
Ficoll 30 %

Separación de los 
h-MLPs

Preformación y 
estabilización del 

gradiente

Optimización de la separación

R.C.F.: Fuerza de centrifugación relativa

Intervalo estudiado Valor óptimo
Etapa de estabilización del gradient preformado

R.C.F. (x g) 1120 – 10080 4480
Tiempo (min) 10 – 60 30

Etapa de separación de los h-MLPs
R.C.F. (x g) 280 – 10080 2520
Tiempo (min) 15 – 60 40

Microscopía óptica (a), de 
fluorescencia (b) y electrónica 

de transmisión (TEM) (c)

(a) (b) (c)

0,5 mL h-MLPs Restos LPs

LPs + Restos NPs
Restos LWFs

X = 30 %
X = 50 %
X = 55 %

X = 10 %
X = 20 %

X = 5 %

Adición de los 
h-MLPs

Perfiles de separación obtenidos

S: Surfactante
3-WSV: válvula de 3-vías (1 y 2  posiciones de la válvula)
BP: Bomba peristáltica
R: Reactor
FLD: Detector fluorimétrico
W: desecho

h-MLPs con LWFs h-MLPs con Fe3O4@AuNPs-DT y LWFs

h-MLPs-VC

h-MLPs-NFh-MLPs-RB

h-MLPs-HPTS

Síntesis de h-MLPs y su caracterización 
mediante técnicas microscópicas

Monitorización de la separación

El método de separación se basa en una centrifugación zonal, formando
capas de densidad creciente de sacarosa (5 – 55%), a las que se añaden
cantidades constantes de ficoll (30%) y percoll (15%). La separación
requiere dos etapas: 1) Estabilización del gradiente preformado,
mediante una centrifugación a 4480 x g durante 30 min; 2) Adición de la
mezcla de síntesis y separación de los h-MLPs del resto de
componentes mediante una segunda centrifugación a 2520 x g durante
40 min.

Esquema de de la separación

Método de separación MDGC

Financiación: XXI Programa Propio UCO, Modalidad A. 4. 1. y Programa FEDER Andalucía (Fondos Estructurales)

Introducción
Se presenta un método de purificación de magnetoliposomas híbridos (h-MLPs) basado en una centrifugación en gradiente multifase de densidad (MDGC). Se
han encapsulado nanopartículas magnéticas (MNPs) recubiertas con nanopartículas de oro y funcionalizadas con dodecanotiol (Fe3O4@AuNPs-DT) y
fluoróforos de larga longitud de onda (LWFs). Estos h-MLPs tienen interés como contenedores analíticos para mejorar la sensibilidad en los métodos
analíticos que se utilicen. Los fluoróforos encapsulados han sido: violeta de cresilo (VC), ácido 8-hidroxipireno-1,3,6-trisulfónico (HPTS), rodamina B (RB) y
naftofluoresceína (NF).
El gradiente multifase utilizado está formado por sacarosa y sustancias estabilizadoras que mejoran la resolución de la separación (ficoll y percoll). Para
evaluar la eficacia de la separación, el vial obtenido en la MDGC se ha acoplado a un sistema continuo de análisis que permite monitorizar los perfiles de
separación a las longitudes de onda de excitación y emisión de los LWFs incorporados.

Aire

FLD

BP W

Vial 
MDGC
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