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Glosario

MOFs: estructuras metal-organicas

SPPS: sintesis de peptidos en fase solida

CEGH: L-cisteinil-L-a-glutamil-glicil-L-histidina
CGH: L-cisteinil-glicil-L-histidina

GHS: glutation reducido, y-L-glutamil-L-cisteinil-glicina
DMF: N,N-dimetilformamida

PBS: buffer fosfato salino

MMT: ensayo de metil tiazol tetrazolio

SARM: Staphylococcus aureus resistente a meticilina
SEM: microscopia electronica de barrido

DLS: dispersion de luz en modo dinamico

FT-IR: espectroscopia infrarroja por transformada de Fourier
PXRD: difraccion de rayos X de polvo

TGA: analisis termogravimétrico
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Resumen

Titulo: Sintesis y caracterizacion de estructuras Metal Organicas (MOF) basadas en cobre y
péptidos sintéticos para aplicaciones biomédicas

Autor: Mariam Daniela Hernandez Florez ™

Palabras Clave: Estructuras Metal-Organicas, MOFs, péptidos sintéticos, bio-ligandos, sintesis
solvotérmica.

Las estructuras metal-organicas (MOFs) son materiales cristalinos con alta porosidad, gran area
superficial, estabilidad y facilidad para la funcionalizacion post-sintesis; lo que ha llamado la
atencion para su aplicacion en diferentes campos de la ciencia incluyendo notables aplicaciones
biomédicas. Para mejorar la biocompatibilidad de los MOFs se ha propuesto tanto el uso de metales
con actividad bioldgica (Mg, Fe, Zn y Cu) y biomoléculas como ligandos. En este sentido, los
péptidos cortos (3-4 aminoacidos) han sido explorados recientemente. El presente trabajo, muestra
los resultados obtenidos del uso de dos péptidos sintéticos correspondientes a CEGH y CGH y un
péptido comercial con actividad antioxidante, conocido como glutation reducido o GHS en la
formacion de estructuras metal-organicas de cobre usando nitrato de cobre trihidratado como
precursor metalico. Se exploraron dos rutas de sintesis, ambas de tipo solvotérmico usando una
mezcla de agua-dimetilformamida como solvente de reaccion y 90°C. La sintesis en un reactor
autoclave permiti6 obtener los sistemas CUMOF@CEGH, CUMOF@CGH y CUMOF@GHS con
distribuciones de tamafio de particula inferiores a los 600 nm de acuerdo con los analisis por DLS.
Los Cu-MOFs fueron caracterizados empleando técnicas espectroscépicas y microscopicas como
infrarroja (FT-IR), Raman, difraccion de rayos X de polvo y microscopia electrénica de barrido
(SEM) vy finalmente se evalué la estabilidad térmica del CuMOFs@GHS usando
termogravimetria.

“ Trabajo de Grado
* Facultad de Ciencias. Escuela de Quimica. Quimica. Director: Enrique Mejia Ospino. Doctor
en Quimica. Codirector: Yuly Andrea Prada Vargas. Doctora en Quimica.
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Abstract

Title: Synthesis and characterization of Metal Organic Frameworks (MOF) based on copper and
synthetic peptides for biomedical applications *

Author(s): Mariam Daniela Hernandez Florez ™

Key Words: Metal-Organic Frameworks, MOFs, Synthetic Peptides, Bioligands, Solvothermal
Synthesis.

Metal-organic frameworks (MOFs) are crystalline materials with high porosity, large surface area,
stability, and ease of post-synthesis functionalization, which has attracted attention for their
application in different fields of science including notable biomedical applications. To improve
the biocompatibility of MOFs, the use of biologically active metals (Mg, Fe, Zn and Cu) and
biomolecules as ligands has been proposed. In this sense, short peptides (3-4 amino acids) have
been recently explored. The present work shows the results obtained in the use of two synthetic
peptides corresponding to CEGH and CGH and a commercial peptide with antioxidant activity,
known as reduced glutathione or GHS in the formation of copper metal-organic frameworks using
copper nitrate trihydrate as the metal precursor. Two routes of synthesis were explored, both of
solvothermal type using water-dimethylformamide mixture as reaction solvent and 90°C.
Autoclave reactor synthesis afforded CUMOF@CEGH, CuMOF@CGH and CuMOF@GHS
systems with particle size distributions at 600 nm according to DLS analysis. The Cu-MOFs were
characterized using spectroscopic and microscopic techniques such as infrared, Raman, x-ray
diffraction and Scanning Electron Microscopy (SEM) and finally the thermal stability of
CuMOF@GHS was evaluated using thermogravimetry.

“ Bachelor Thesis
“Facultad de Ciencias. Escuela de Quimica. Quimica. Director: Enrique Mejia Ospino. Doctor en
Quimica. Codirector: Yuly Andrea Prada Vargas. Doctora en Quimica.
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Introduccion

Las estructuras metal-organicas (MOF: Metal-Organic Frameworks) son materiales
porosos cristalinos con una composicion quimica tanto organica como inorganica. Estas
estructuras han despertado el interés de diferentes disciplinas debido a la facilidad de
funcionalizacion, alta porosidad y estabilidad, lo que las convierte en candidatos prometedores en
diversas aplicaciones como catalisis y recientemente empleados en biomedicina (Cai, 2019;
Horcajada, 2012; Wang, 2022). Las estructuras MOF han sido conocidas por su elevada capacidad
absorbente, por lo que han sido exploradas como vehiculos de transporte de farmacos y
plataformas de entrega de liberacion controlada ya que en las cavidades de estas estructuras pueden
ser incorporadas otras moléculas bioldgicamente activas para su posterior liberacion en una diana
de interés (Schnitzer, 2021).

El interés bioldgico que se ha despertado en los MOFs esta relacionado con la sintesis de
estructuras biocompatibles haciendo uso de biomoléculas como ligandos para aportar actividad
biolégica a los MOFs y su uso en entornos bioldgicos (Yuan, 2018). La elevada disposicion de
grupos funcionales como tiol, carboxilo, amino, hidroxilo e imidazol presentes en los aminoacidos,
péptidos y proteinas han permitido la sintesis de mdltiples estructuras con diferentes
dimensionalidades, flexibilidad, rigidez y porosidad, lo cual puede ser modulado desde la eleccion
del ligando, los métodos de sintesis y el uso de solventes (Duan, 2019). De igual manera, sucede
con la eleccion de los metales en las estructuras MOF, donde se resaltan los metales con actividad
biolégica como el cobre, presentes en procesos bioldgicos de respiracion, metabolismo vy

sefializacion celular, entre otros (Cun, 2022).
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Con el fin obtener estructuras metal-organicas con mayor biocompatibilidad, en este
trabajo se sintetizaron MOFs a partir de iones metalicos de Cu (I1), tri y tetra péptidos sintéticos y
un tripéptido comercial (glutation reducido) como ligandos organicos empleando una sintesis
solvotérmica. Los péptidos fueron sintetizados en fase sélida por la metodologia del grupo FMoc
en medio &cido y la confirmacion de la estructura de los péptidos se realizé por espectrometria de
masas con ionizacién/desorcion de los péptidos. Debido a la baja disponibilidad de los péptidos
sintéticos, de los tres MOFs sintetizados el MOF obtenido a partir del péptido comercial glutation

presenta una mayor caracterizacion fisicoquimica.
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1. Marco Tebrico

1.1 Estructuras Metal-Orgéanicas

Las estructuras metal-organicas, MOFs (Metal-Organic Frameworks) son materiales
porosos compuestos de un nacleo inorganico (ion metalico o grupo metalico) unido a ligandos
organicos por medio de enlaces de coordinacion. La estabilidad cinética y termodinamica de estas
estructuras depende de la fuerza del enlace, la longitud y rigidez de los ligandos (Duan, 2019;
Yuan, 2018). La estructura de estos materiales se debe a la formacion de una red entre los iones
metélicos y los ligandos organicos, los cuales se pueden modificar quimicamente durante o
después de la sintesis y dicha modificacidn permite obtener funciones quimicas especificas. En la
Figura 1 se muestra la estructura zeolitica de imidazol (ZIF-8), MOF que presenta una alta
liberacion de iones Zn?* (Yan, 2022).
Figura 1

Representacion esquematica de la estructura del ZIF-8
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formation process (p. 7) (Yan, 2022).



MOFs BASADOS EN COBRE Y PEPTIDOS SINTETICOS 15

1.2 Propiedades de los MOFs

La mayoria de los MOFs presentan gran superficie y tamafios de poro que permiten la
interaccion de moléculas dentro del material; ademas, su naturaleza cristalina, posibilidad de
modificar su composicion y propiedades fisicoquimicas diversas resaltan su potencial en la entrega
de farmacos e incluso como agentes antibacterianos. Los MOFs empleados para la entrega de
farmacos han demostrado una gran capacidad de almacenamiento y mayor efectividad en la
liberacion de farmacos en el sitio de accion, comparados con la administracion tradicional via oral
o via intravenosa. La sintesis de los MOFs es sencilla y la liberacion del farmaco se controla con
cambios de pH, presion, temperatura, exposicion a la luz, presencia de iones o de un campo
magnético (Kaur, 2020).
1.2.1 Biomoléculas como ligandos

En biomedicina es importante que la composicion de los MOFs presente alta
biocompatibilidad, por esto los metales cominmente estudiados (en estados de oxidacion +2, +3
0 +4) para aplicaciones biomédicas son Ca, Cu, Mn, Mg, Zn, Fe, Ti 0 Zr (Sun, 2013; Wu & Yang,
2017). Asi mismo, el uso de biomoléculas como ligandos en los MOFs ofrece ventajas por su
diversidad estructural, disponibilidad comercial, facilidad de sintesis y modificacion quimica;
adicionalmente estas biomoléculas pueden presentar propiedades fluorescentes o funciones
quimicas hidrofébicas/hidrofilicas involucradas en procesos a nivel celular, permitiendo reducir la
toxicidad y los efectos secundarios por su permanencia en el organismo con respecto a otros
ligandos organicos. Estas biomoléculas pueden ser péptidos, aminoacidos, proteinas, bases
nucleicas o sacaridos (Horcajada, 2012; Imaz, 2011).

Por ejemplo, los aminoacidos son moléculas consideradas ligandos bidentados con un

grupo amino y un grupo carboxilo que favorecen la diversidad estructural. Otras investigaciones



MOFs BASADOS EN COBRE Y PEPTIDOS SINTETICOS 16

han demostrado que el uso de péptidos cortos (entre 3 y 4 aminoacidos) permiten darle a la
estructura una mayor rigidez o elasticidad, aumentar el tamafio de los poros y la superficie interna
del material, lo cual confiere una mayor estabilidad a los MOFs y favorece su interaccién con
sistemas bioldgicos (Anderson & Stylianou, 2017). Por otra parte, la porosidad de los MOFs se
establece de acuerdo con la geometria de coordinacion del ion metalico y la estructura de los
ligandos, en este sentido, los péptidos con secuencias cortas de aminoacidos permiten obtener
estructuras porosas con alto grado de cristalinidad. Ademas, los diferentes grupos funcionales
presentes en las cadenas laterales de los péptidos interactian con otras moléculas, tanto en la
superficie como en el interior de los poros de los MOFs (como puentes de hidrégeno), favoreciendo
su aplicacion para la encapsulacion de diversas moléculas de interés (Rabone, 2010).
1.3 Aplicaciones biomédicas

La capacidad de los MOFs para almacenar y transportar farmacos en medio fisiolégico ha
permitido el desarrollo de aplicaciones biomédicas como el tratamiento de infecciones (por
bacterias, virus y hongos), heridas, diabetes y enfermedades tanto pulmonares como oculares,
ademas de su alta biodegradabilidad y control sobre la liberacion de iones antibacteriales; dentro
de los metales mas comtnmente usados en aplicaciones biomédicas se encuentran el Zn?*, Cu®*y
Ag", ya que sus iones poseen un efecto de inhibicion del crecimiento bacteriano (Ding, 2022). Se
han realizado estudios para evaluar la efectividad de los MOFs como plataformas de deteccion de
biomoléculas, mecanismos de administracion de farmacos en tratamiento de enfermedades como
el cancer (Coluccia, 2022), en el diagnostico y potencial tratamiento de la enfermedad de
Alzheimer (Tajahmadi, 2023), en el desarrollo de biosensores para la deteccidn de bacterias como
Staphylococcus arlettae y Staphylococcus aureus usando MOFs fluorescentes (Bhardwaj, 2017) y

en el tratamiento de infecciones causadas por bacterias resistentes a multiples antibiéticos, entre
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otros. Adicionalmente, es importante resaltar que para la implementacion de nuevos materiales en
aplicaciones biomédicas se realizan pruebas de actividad, biocompatibilidad y citotoxicidad,
generalmente ensayos in vitro, in vivo 0 ex vivo. Estos pueden ser el ensayo del metil tiazol
tetrazolio (MTT assay) o pruebas de actividad antimicrobiana en cultivos de bacterias gram
negativas o gram positivas (como Staphylococcus aureus resistente a meticilina o SARM), para
observar la inhibicion o crecimiento bacteriano y la determinacién de la concentracion minima
inhibitoria y bactericida (MIC y MBC) por medio del método de microdilusién (Andre, 2019; Cun,
2022; Gandara-Loe, 2019).

1.4 Sintesis de los MOFs

En el disefio y sintesis de los MOFs, la eleccion tanto del metal como de los ligandos
(considerando su biocompatibilidad, longitud, grupos funcionales en las cadenas laterales, acidez
y rigidez) define las propiedades de los MOFs (Bitzer & Kleist, 2019; Pearson, 2005; Yuan, 2018).
En algunos estudios se ha demostrado que el uso de dos 0 mas iones metalicos puede otorgar
propiedades mejoradas a los MOFs, como mayor estabilidad térmica y mayor resistencia ante
acidos como la reportada por Stock y colaboradores usando Ce** y Zr** (Masoomi, 2019), sin
embargo, la presencia de multiples iones o ligandos en la estructura de los MOFs puede dificultar
su caracterizacion fisicoquimica (Bitzer & Kleist, 2019).

La sintesis de estos materiales se puede llevar a cabo por métodos convencionales de
quimica de coordinacion como sintesis solvotérmicas o hidrotérmicas, métodos de difusién de
solvente y otros métodos alternativos como sintesis electroquimica, sintesis asistida por
microondas, sintesis sonoquimica y sintesis mecanoquimica, entre otros (Kaur, 2020). Dentro de
estas metodologias, la mas comdnmente utilizada para la obtencién de estructuras MOF es la

sintesis solvotérmica/hidrotérmica, donde las condiciones de temperatura y presion permiten el
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crecimiento de cristales porosos y estables a una temperatura de sintesis superior a los 100°C. Los
solventes empleados con mayor frecuencia son solventes organicos polares como
dimetilformamida (DMF), dietilformamida (DEF), MeCN, algunos alcoholes como MeOH, EtOH,
ademas del Me,CO y el H>O o la mezcla de estos, donde la temperatura de reaccion puede variar
entre los 50 a 250°C gracias al uso de reactores autoclave que permiten el control de la presion y
la temperatura para favorecer la cristalizacion. En este trabajo, debido al uso de péptidos como
ligandos organicos, se debe prestar especial atencion en la temperatura de descomposicion de estos
para establecer la temperatura de sintesis (Raptopoulou, 2021).

Una vez obtenidos, los MOFs pueden ser modificados para la incorporacién de
biomoléculas (Figura 2), dependiendo de la aplicacion para la cual se requieren (Duan, 2019; Cun,
2022; Zheng, 2015).

Figura 2

Estrategias de incorporacion de biomoléculas a los MOFs
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Nota. Estrategias de incorporacion de biomoléculas a los MOFs: a. Fijacion superficial; b.
Encapsulacion en poros; c. Enlace covalente; d. Sintesis in situ; e. bio-MOFs, Tomado de Fig. 3

Schematic representation of different immobilization strategies (p. 34), por (Duan, 2019).
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1.5 Caracterizacion fisicoquimica de los MOFs

Las técnicas de caracterizacion de los MOFs cominmente reportadas incluyen imagenes
por microscopia electronica de barrido (SEM) y microscopia electrénica de transmision (TEM),
para analizar la morfologia y microestructura. La obtencion de tamafios de particulas y potenciales
zeta se realiza mediante dispersion de la luz en modo dinamico (DLS). La espectroscopia infrarroja
por transformada de Fourier (FT-IR) muestra informacion de los enlaces quimicos y de la
estructura de las moléculas. La espectroscopia UV-vis y la espectroscopia de fotoelectrones de
rayos X (XPS) permiten el analisis cuantitativo y cualitativo de la composicion de la superficie. Y
la difraccion de rayos X en polvo (PXRD) permite determinar la estructura cristalina del material
(Gulati, 2022; Guo et al., 2022).
1.6 Evaluacion de la estabilidad estructural de los MOFs

Para evaluar la estabilidad de la estructura sintetizada se pueden realizar analisis
calorimétricos y termogravimétricos (termogravimetria y termogravimetria diferencial), ademas

de pruebas de inmersion en PBS (Gandara-Loe, 2019).
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2. Metodologia

La sintesis de los MOFs se realizé siguiendo el método solvotérmico descrito por Marti-
Gastaldo (Marti-Gastaldo, 2012). Los péptidos sintéticos correspondientes a las secuencias CEGH
y CGH se sintetizaron por la estrategia de sintesis de péptidos en fase solida (SPPS) con apoyo del
Grupo de Investigacion en Bioquimica y Microbiologia (GIBIM) de la Universidad Industrial de
Santander. Los reactivos y solventes con grado analitico fueron obtenidos comercialmente.

A partir de la sintesis SPPS de los péptidos con secuencias CEGH y CGH, se obtuvo una
baja cantidad debido a la gran cantidad de resina requerida, por lo tanto, se considero el uso del
péptido sintético comercial glutation reducido y-L-glutamil-L-cisteinil-glicina (GSH). EI GHS y
el nitrato de cobre (Il) trihidratado Cu(NOs3)2-3H20 fueron obtenidos de Sigma Aldrich, asi como
la N,N-dimetilformamida (DMF) obtenida de Fisher Chemical y los aminoacidos protegidos con
el grupo FMoc y los agentes de acoplamiento fueron obtenidos de Merck.

En la Tabla 1 se muestra la estructura molecular de los péptidos empleados para la sintesis
de los MOFs.

Tabla 1

Estructura molecular de los péptidos sintéticos empleados en la sintesis de MOF-.

PM

. 7 - *
Secuencia del péptido Estructura (g/mol)

SH

CEGH . /(W NH\)k YNHJI\OH 444,52

L-Cys-a-L-Glu-Gly-L-His
), 0y
HO
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7y
SH 7
CGH o N 315,35
L-Cys-Gly-L-His Nl‘l)L oH
HoN NH
0 o
Glutation
(@) O SHH O
y-L-Glu-L-Cys-Gly ot~ A A AN 307,32
NH, H o o

Nota. *Las estructuras se obtuvieron usando la herramienta ACD/ChemSketch.

2.1 Sintesis solvotérmica de los MOFs

La sintesis solvotérmica se realiz6 empleando un reactor autoclave de sintesis hidrotérmica

Huanyu con un recipiente interno de teflon de 100 mL. En la Tabla 2 se indican las cantidades

empleadas en la sintesis de los MOFs, usando como ligandos organicos los péptidos sintéticos de

secuencia L-Cys-a-L-Glu-Gly-L-His (CEGH), L-Cys-Gly-L-His (CGH) y y-L-Glu-L-Cys-Gly

(GSH). Para obtener el mayor rendimiento de la sintesis se emple6 una relacién molar 1:2 de sal

de Cu a péptido y una relacion de solventes 2:1 DMF/agua.

Tabla 2

Cantidades empleadas en la sintesis de MOF en reactor autoclave

o Cu(NOgz)2:3H20 Ligando
Sintesis i -
mmol  Cantidad (mg) mmol  Cantidad (mg)
A 0,009 2,17 CEGH 0,018 8,00
B 0,006 1,45 CGH 0,012 4,00
< 0,5 120,80 Glutation (GSH) 1,0 307,32
D 1 241,60 Glutation (GSH) 2 614,64

Sintesis A: se prepar6 una solucion de Cu(NO3)2-3H20 disuelto en DMF (0,0026 M) y una

solucion del péptido CEGH disuelto en agua ultrapura Tipo | (0,0051 M), cada solucién se agit6



MOFs BASADOS EN COBRE Y PEPTIDOS SINTETICOS 22

continuamente con ultrasonido durante 5 minutos, luego las dos soluciones se mezclaron y se agito
nuevamente con ultrasonido durante 30 minutos. A la mezcla resultante se le ajusto el pH a 8.0
usando una solucién de NaOH (1 M) agregandola lentamente. EI cambio de color en la mezcla es
otro indicador en el ajuste del pH y la adicion del NaOH permitid la precipitacion del exceso de
iones Cu?* en forma de Cu(OH). de color azul; el cual fue separado de la mezcla de sintesis por
centrifugacion a 8000 rpm durante 10 minutos. La mezcla de sintesis se colocé en el recipiente de
teflon del reactor autoclave y se sometid a calentamiento continuo a 90°C durante 18 horas en una
estufa de calentamiento y dejandolo durante 2 horas mas hasta alcanzar la temperatura ambiente.
El producto solido obtenido fue separado de mezcla de solventes restante y se realizaron lavados
con agua ultrapura Tipo I. Finalmente se congel6 a 4°C durante 24 horas, se liofiliz6 para retirar
el agua y se almacen0 a 4°C para su posterior caracterizacion.

Sintesis B: se preparo una solucion de Cu(NOs).-3H20 disuelto en DMF (0,0032 M) y una
solucion del péptido CGH disuelto en agua ultrapura Tipo | (0,0063 M), cada solucién se agito
continuamente con ultrasonido durante 5 minutos, luego las dos soluciones se mezclaron y se agitd
nuevamente con ultrasonido durante 30 minutos. A la mezcla resultante se le ajusto el pH a 8.0
usando una solucién de NaOH (1 M) agregandola lentamente. EI cambio de color en la mezcla es
otro indicador en el ajuste del pH y la adicion del NaOH permitid la precipitacion del exceso de
iones Cu?* en forma de Cu(OH). de color azul; el cual fue separado de la mezcla de sintesis por
centrifugacion a 8000 rpm durante 10 minutos. La mezcla de sintesis se colocé en el recipiente de
teflon del reactor autoclave y se sometid a calentamiento continuo a 90°C durante 18 horas en una
estufa de calentamiento y dejandolo durante 2 horas mas hasta alcanzar la temperatura ambiente.

El producto sélido obtenido fue separado de la mezcla de solventes restante y se realizaron lavados
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con agua ultrapura Tipo I. Finalmente se congel6 a 4°C durante 24 horas, se liofiliz6 para retirar
el agua y se almacen0 a 4°C para su posterior caracterizacion.

Sintesis C y D: se prepar6 una solucion de Cu(NOgz)2-3H20 disuelto en DMF (0,033 M /
0,036 M) y una solucion del péptido GHS disuelto en agua ultrapura Tipo | (0,066 M / 0,071 M)
para las sintesis C y D respectivamente, cada solucién se agité continuamente con ultrasonido
durante 5 minutos, luego las dos soluciones se mezclaron y se agité nuevamente con ultrasonido
durante 30 minutos. A la mezcla resultante se le ajusté el pH a 8.0 usando una solucion de NaOH
(1 M) agregandola lentamente. EI cambio de color en la mezcla es otro indicador en el ajuste del
pHYy la adicion del NaOH permiti6 la precipitacion del exceso de iones Cu?* en forma de Cu(OH);
de color azul; el cual fue separado de la mezcla de sintesis por centrifugacion a 8000 rpm durante
10 minutos. La mezcla de sintesis se coloco en el recipiente de teflon del reactor autoclave y se
sometio a calentamiento continuo a 90°C durante 18 horas en una estufa de calentamiento y
dejandolo durante 2 horas mas hasta alcanzar la temperatura ambiente. El producto sélido obtenido
fue separado de mezcla de solventes restante y se realizaron lavados con agua ultrapura Tipo I.
Finalmente se congeld a 4°C durante 24 horas, se liofiliz para retirar el agua y se almacen6 a 4°C
para su posterior caracterizacion.

Los cambios en la coloracion de las mezclas para las sintesis C y D se muestran en la Figura
3y el CUMOF@GHS se considerd para la caracterizacién fisicoquimica por las técnicas PXRD,

Raman, SEM y TGA.
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Figura 3

Fotografias de la sintesis solvotérmica en reactor autoclave del CUMOF@GHS

]

Nota. Fotografias de la mezcla de sintesis del CUMOF@GHS: a) Precursores, péptido GHS en
agua (izquierda), Sal Cu(NO3)2*3H20 en DMF (derecha); b) mezcla de los precursores; c¢) ajuste
del pH a 8 empleando una solucion de NaOH [1 M]; d) s6lido obtenido CUMOF@GHS liofilizado.
2.2 Caracterizacion de los MOFs

La caracterizacion fisicoquimica de las estructuras obtenidas se realizd utilizando las
técnicas analiticas que se describen a continuacion y los datos obtenidos se graficaron utilizando
el Software OriginPro 2024
2.2.1 Espectroscopia infrarroja por transformada de Fourier (FT-IR)

La caracterizacion por FT-IR permitio obtener informacién sobre los enlaces quimicos
presentes en la estructura de los MOFs usando radiacion infrarroja y se emple6 un espectrometro
Nicolet iS50 FTIR (Thermo Scientific) usando la celda de reflectancia total atenuada ATR con un
barrido espectral de 4000 a 400 cm™.

2.2.2 Dispersion dinamica de la luz (DLS)

Es una técnica Optica no destructiva la cual permite conocer la distribucién de tamafios de

sistemas particulados dispersos en un liquido. La luz monocromatica dispersada por las particulas

en movimiento browniano es proporcional a su tamafio de acuerdo con la relacion de Stokes-
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Einstein. Actualmente, los equipos de medicién de tamarfio integran un potenciometro que brinda
la posibilidad de conocer el potencial zeta de estas particulas como un pardmetro de la estabilidad
de las particulas dispersadas (Bhattacharjee, 2016). Por medio de esta técnica se determiné el
tamafo hidrodinamico de las estructuras suspendidas en agua ultrapura Tipo I, empleando el
Zetasizer nano ZS90 (Malvern). Para este ensayo se tomaron aproximadamente 400 pL de los Cu-
MOFs suspendidos en agua ultrapura Tipo | y se depositaron en un celda de polipropileno para el
analisis. La dispersion del luz fue recogida a 90° con un total de 30 scans por medicion realizando
duplicados.
2.2.3 Espectroscopia Raman

La caracterizacion por espectroscopia Raman utiliza la dispersién inelastica de fotones
frente a un sistema de 4tomos o moléculas con modos vibracionales o rotacionales (de baja
frecuencia) y permitié observar posibles corrimientos de bandas debidos a transformaciones
quimica que tuvieron lugar en la sintesis solvotérmica de los MOFs. Para este anélisis se dispuso
de un espectrometro LabRam HR Evolution (Horiba Scientific). Los espectros fueron adquiridos
con un laser de 532 nm usando un objetivo de 100X y 10 scans cada 2 segundos. El equipo fue
calibrado previamente con silicio. Las muestras sélidas del CUMOF@GHS, como del péptido
GHS individualmente fueron dispuestas en un portamuestras de acero para el ensayo.
2.2.4 Microscopia electronica de barrido (SEM)

Esta técnica permitio observar la topologia y la formacion de poros en el material mediante
un haz de electrones focalizado, usando un microscopio electronico de barrido Quanta FEG 650
(FEI) con aceleracion de voltaje entre 1 y 20kV y objetivos 50X, 100X y 500X, ubicado en el

edificio tecnoparque del SENA en la ciudad de Bucaramanga.
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2.2.5 Difraccion de rayos X de polvo (PXRD)

Esta técnica permite observar las caracteristicas cristalinas de la estructura de los MOFs
obtenidos, a partir del patron de difraccion resultante de la interaccion de los rayos X con la
muestra. Para ello se empled el difractometro D8 ADVANCE (Bruker) en un rango de 2,0 a 70,0
(° 20) y usando radiacion CuKal (A=1,5406 A).

2.2.6 Anélisis Termogravimétrico (TGA) de los MOFs

Finalmente se realiz6 un andlisis termogravimétrico para observar los cambios en la
composicién y estabilidad térmica de la estructura obtenida con respecto a la temperatura, donde
el cambio en el peso de la muestra con respecto a la variacion de la temperatura permite determinar
su estabilidad térmica, el contenido de humedad, la concentracion del solvente, la pureza, entre
otros. Para el anélisis se empled el equipo TGA NE-TZSCH, STA 449 F5 Jupiter system ubicado
en el Laboratorio de Polimeros del GIP del Parque Tecnologico Guatiguara UIS; con una rampa
de calentamiento de 10°C/min con un rango de 30°C a 900°C y en atmosfera de nitrdgeno con
flujo de 25 mL /min. Los datos obtenidos del tiempo, temperatura, masa y la respectiva curva de
derivada de la pérdida de masa DTG d(W)/d(T) fueron registrados usando el software TRIOS:

TGA 5500.



MOFs BASADOS EN COBRE Y PEPTIDOS SINTETICOS 27

3. Andlisis de resultados y discusion

3.1 Sintesis solvotéermica de los MOFs en reactor autoclave

Los MOFs obtenidos segun el ligando empleado se denominaron CUMOF@CEGH (sélido
blanco), CUMOF@CGH (solido blanco) y CUMOF@GHS (sélido café oscuro).

Como se muestra en la Figura 3 la reaccion entre los precursores empleados se logra
evidenciar por el cambio en la coloracion de la mezcla inicial y la obtencidn de un producto soélido.
El ajuste del pH se realiza debido a que los péptidos son moléculas con grupos funcionales
susceptibles a los cambios de pH (grupos amino, tiol, carboxilo, entre otros) y en otras
investigaciones se ha demostrado la importancia de establecer el pH bésico entre 8 y 9 para
favorecer el rendimiento de la reaccion.

3.2 Caracterizacion fisicoquimica de los MOFs

Para los MOFs CUMOF@CEGH y CUMOF@CGH se muestran los analisis por FT-IR y
DLS. La cantidad del CUMOF@GHS permitié la realizacion de los analisis por FT-IR, DLS,
Raman, SEM y PXRD.

3.2.1 Espectroscopia infrarroja por transformada de Fourier (FT-IR)

CuMOF@CEGH: Se realizo el analisis por FT-IR del péptido sintético con secuencia
Cys-Glu-Gly-His (CEGH) y el CUMOF@CEGH obtenido de la sintesis solvotérmica. En los
espectros FT-IR para el péptido CEGH (linea gris) y el CUMOF@CEGH (linea azul) se evidencid
la desaparicion de la banda a 2650 cm™ correspondiente al enlace S-H del péptido y un
desplazamiento de las bandas entre 3350 cm™y 3240 cm™ correspondientes a la tension de los
enlaces N-H, estas dos diferencias infieren la coordinacién del ion metalico Cu (11) con los grupos

tiol y amino presentes en el péptido CEGH, donde se ha encontrado anteriormente evidencia de la
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coordinacion del Cu (1) con el grupo imidazol de la histidina. Adicionalmente en el espectro del
CuMOF@CEGH se encuentran las bandas del espectro del peptido CEGH correspondientes a los
enlaces C=0 (1657 cm™), N=C (1422 cm™) y estiramiento asimétrico del enlace N-H (1128 cm-
1, indicando que los enlaces en la estructura del péptido se mantienen en el MOF (Figura 4).
Figura 4

Analisis por FT-IR del CUMOF@CEGH
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CuMOF@CGH: El CuUMOF@CGH fue sintetizado usando como ligando organico el
péptido sintético con secuencia Cys-Gly-His (CGH). Se realizé el analisis por FT-IR del péptido
CGH y del CUMOF@CGH obtenido de la sintesis solvotérmica. En los espectros FT-IR para el
péptido CGH (linea gris) y el CUMOF@CGH (linea azul) se evidencio la desaparicién de la banda
a 2653 cm™ correspondiente al enlace S-H del péptido y un desplazamiento de las bandas a 3270

cm?y 3143 cm de la tension de los enlaces N-H, estas dos diferencias infieren la coordinacion
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del ion metalico Cu (Il) con los grupos tiol e imidazol presentes en el péptido CGH vy el
ensanchamiento de la banda a 3400 cm™ en el espectro del CUMOF@CGH puede corresponder a
la presencia de agua en la muestra debida a absorcion de humedad. Adicionalmente en el espectro
del CUMOF@CGH se encuentran las bandas correspondientes a los enlaces C=0 (1658 cm™),
N=C (1427 cm™) y estiramiento asimétrico del enlace N-H (1131 cm™) del espectro del péptido
CGH, indicando que los enlaces en la estructura del péptido se mantienen en el MOF (Figura 5).
Figura 5

Analisis por FT-IR del CUMOF@CGH
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CuMOF@GHS: El CUMOF@GHS fue sintetizado usando como ligando organico el
péptido sintético comercial glutation (GHS) con secuencia de aminoacidos y-L-Glu-L-Cys-Gly;

de la reaccion se obtuvo un producto sélido café como se muestra en la Figura 3. Los espectros



MOFs BASADOS EN COBRE Y PEPTIDOS SINTETICOS 30

FT-IR del péptido GHS (linea gris) y del CUMOF@GHS (lineas azul) se muestran en la Figura 6
y se evidencid la desaparicion de la banda a 2521 cm™ correspondiente al enlace S-H del péptido
debido a la desprotonacion y formacion del enlace de coordinacion entre el grupo tiol y los &tomos
de Cu(ll), ademas del desplazamiento de las bandas a 3339 cm™y 3243 cm™ correspondientes a la
tension de los enlaces N-H en el péptido, con la aparicion de una banda ancha en el espectro del
MOF a 3260 cm?, estas dos diferencias permiten afirmar la formacion de enlaces de coordinacion
del ion metalico Cu (I1) con los grupos tiol y amino presentes en el péptido GHS.
Adicionalmente se encuentran las bandas correspondientes a los enlaces C=0 de los grupos
carboxilo, en el GHS aparece a 1709 cm™ debido al grupo carboxilo, donde en el MOF el
corrimiento de las bandas puede corresponder a la formacion de enlaces de coordinacion con el
Cu(ll) o formacion de puentes de hidrégeno con otras moléculas del GHS (1590 cm™y 1527 cmv”
1). Finalmente, se destaca que a partir de las sintesis C y D se obtuvo un sélido café oscuro donde
sus espectros FT-IR presentan una gran similitud, indicando que las condiciones de sintesis

propuestas permiten obtener estructuras similares (Ver Apéndice Figura A-1)
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Figura 6

Analisis por FT-IR del CUMOF@GHS
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3.2.2 Dispersion dinamica de la luz (DLS)

En la Figura 7 se muestra el histograma del andlisis por DLS donde se encontré para el

CuMOF@CEGH un diametro hidrodinamico promedio de particula de 382,3 nm con un indice de

polidispersion de 0,129 (Figura 7-izquierda), mostrando una distribucion monomodal indicando

una tendencia en el tamafio de particula entre 100 y 900 nm. Para el CUMOF@CGH el analisis por

DLS muestra un diametro hidrodinamico promedio de particula de 983,5 nm con un indice de

polidispersién de 0,674 (Figura 7-centro), y evidencia una distribucion bimodal con tamafios de

particula de baja intensidad alrededor de 1nmy de alta intensidad entre 500 y 900 nm. Finalmente,

para el CUMOF@GHS a partir del analisis por DLS se encontré un diametro hidrodinamico

promedio de particula de 448,7 nm con un indice de polidispersion de 0,408 (Figura 7- derecha),
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se evidencia una gran variedad en la distribucion de tamafios de particula, donde los de menor
intensidad se encuentran alrededor de 100 nm, los de mayor intensidad entre 200 y 900 nm,
adicionalmente se observan diametros de hasta 5500 nm, estas variaciones indican la aglomeracion
del material en el medio.

Figura7

Analisis por DLS de los MOFs
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Nota. Histograma de distribucién de tamafio por medio de DLS de los MOFs, CUMOF@CEGH,
CuMOF@CGH y CuMOF@GHS usando agua Tipo | como dispersante.
3.2.3 Espectroscopia Raman del CUMOF@GHS

En la Figura 8 se muestra el analisis por Raman del CUMOF@GHS y del GHS. En el
espectro del GHS, las bandas 676 cm™ y 774 cm™ corresponden a las vibraciones de estiramiento
del enlace C-S presente en la cisteina del GHS, el grupo amida de la glicina aparece a 790 cm?,
asi mismo una banda caracteristica del GHS se encuentra a 1169 cm™ y el estiramiento C-C y C-
N aparece a 1038 cm™. En el espectro del CUMOF@GHS se evidencia el corrimiento de algunas
bandas, con la disminucion de intensidad en la banda caracteristica del GHS, el estiramiento C-C

y C-N 1102, las amidas primarias aparecen a 1660 cm™ y las terciarias a 1266 cm™.
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Figura 8

Analisis por Raman del CUMOF@GHS
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3.2.4 Microscopia electrénica de barrido (SEM) del CUMOF@GHS
Para observar la morfologia del CUMOF@GHS obtenido de la sintesis solvotérmica se
empled microscopia electrénica de barrido SEM, donde las micrografias (Figura 9) muestran la

formacion de estructuras esféricas irregulares hendidas con diametros aproximados entre 50 umy
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120 um, esta morfologia se puede atribuir a la aglomeracion de cristales y la formacion de poros,
donde a partir del analisis por DLS se observo una menor distribucion del diametro de las particulas
del material.

Figura 9

Micrografias SEM del CUMOF@GHS
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Nota. Micrografias SEM tomadas en el SENA Tecnoparque Bucaramanga, objetivo 15X, 100X,
500X del CUMOF@GHS a 2 mm, 200 um y 50 um de izquierda a derecha respectivamente.
3.2.5 Difraccion de rayos X de polvo (PXRD) del CUMOF@GHS

A partir del andlisis por difraccion de rayos X en la Figura 10 empleando el software
DIFFRAC.SUITE EVA se identifico que el 20 = 17,18° corresponde al plano cristalino (101) del
compuesto CusO3 con sistema cristalino tetraédrico. Esta informacion se debe complementar con
otro analisis por DRXP usando mayor cantidad de muestra que permita superar la limitacion
debida al uso del soporte de parafina y asi confirmar la cristalinidad del material, identificando el
sistema cristalino del MOF, ademas de permitir la construccion de la estructura tridimensional a

partir de la distribucién de los &tomos en la celda unidad.



MOFs BASADOS EN COBRE Y PEPTIDOS SINTETICOS 35

Figura 10

Analisis por PXRD de polvo del CUMOF@GHS
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3.2.6 Analisis termogravimétrico del CUMOF@GHS.

El analisis termogravimétrico se realiz6 a una muestra de 1,319 mg de CUMOF@GHS seco
como se observa en la Figura 11, donde se evidencié una pérdida de masa del 9,8% correspondiente
al agua presente en la muestra debido a la humedad del ambiente, seguido de la pérdida de masa
del 43% debida a la descomposicion del péptido y al colapso de la estructura del MOF que va hasta
los 556°C, esta temperatura de descomposicion es consistente con otras investigaciones (Jones,
2020; Zhou, 2022). El andlisis termogravimeétrico del péptido GHS indica que se descompone hasta
un 64,6% a 560°C (Ver Apendice Figura A-2) y permite comparar su resistencia a la degradacion
térmica con respecto al MOF, estos se diferencian notablemente al superar esta temperatura, donde

el péptido GHS continda su descomposicion alrededor de 900°C y el CUMOF@GHS mantiene
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cerca del 45% de la masa, ya que luego de la pir6lisis de ligando, el metal permanece hasta los
900°C debido a la ausencia de oxigeno; un cambio en la atmosfera del analisis permitiria observar
el comportamiento del residuo metalico al superar los 600°C.

Figura 11

Analisis TGA del CUMOF@GHS
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4. Conclusiones

Se demostro que a partir de la sintesis solvotérmica y usando como ligandos péptidos
sintéticos, se obtuvo un sélido estable y poroso con caracteristicas fisicoquimicas que se asemejan
a las de un MOF. El denominado CuMOF@GHS presentd caracteristicas fisicoquimicas que
muestran su potencial uso en estudios de aplicaciones biomédicas.

Se evidencid mediante las técnicas analiticas de FT-IR y Raman que los grupos funcionales
como el tiol (SH), amino (NHz), imidazol y carboxilo, presentes en la estructura primaria de los
péptidos GHS, CEGH y CGH sufrieron cambios notables durante el proceso de sintesis, debidos
a la formacion de enlaces de coordinacion entre los iones Cu(ll) y los péptidos.

Se mostr6 a partir de las micrografias SEM la formacioén de poros o cavidades en la
morfologia del CUMOF@GHS. La estructura exhibe aglomeracién en forma de esferas irregulares
hendidas con radios de hasta 120 um y distribucion de tamafios entre 100 y 500 nm de las particulas
suspendidas en agua Tipo |. Estas caracteristicas resaltan su potencial para la encapsulacion de
otras moléculas en los poros del MOF.

El andlisis por PXRD del CUMOF@GHS, indica la posible formacion de una estructura
cristalina tetraédrica a partir de la identificacion del plano cristalino (101), conformado por enlaces
de coordinacion principalmente con 4&tomos de oxigeno.

Se comprob6 la estabilidad térmica del CuMOF@GHS mediante el analisis
termogravimétrico, donde el péptido y los iones de cobre mantienen la estabilidad estructural del
MOF a una temperatura superior a los 140°C, apropiada para el estudio del MOF en aplicaciones

biomédicas.
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5. Recomendaciones

El uso de biomoléculas como ligandos organicos otorga biocompatibilidad a los MOFs
para su uso en diversas aplicaciones biomédicas. Como plataformas de entrega de farmacos, estos
materiales permitirian superar los desafios como el control en la velocidad y eficiencia de
liberacion de farmacos (Kaur, 2020; Sattar & Athar, 2017). Ademas, estos nuevos MOFs
adoptarian la actividad antibacteriana debida a la presencia de los péptidos, asi como la posible
liberacion de iones metélicos de los MOFs, exhibiendo una inhibicidén importante en el crecimiento

bacteriano y de otros microorganismos (Duan, 2019; Yan, 2022).

6. Divulgacion de los resultados

Los resultados de este trabajo se presentaron en el X1X Congreso Colombiano de Quimica
realizado del 2 al 6 de octubre de 2024 en la ciudad de Bogota D.C. en modalidad oral y hacen

parte de la elaboracién de un articulo cientifico del grupo de investigacion LEAM.
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Apéndice
Apéndice A. Graficas de caracterizacion fisicoquimica de los MOFs.
Figura A-1
Analisis FT-IR de los CUMOF@GHS obtenidos y el espectro del péptido GHS.

100

80 | "

[ aHs
1

100

Transmitancia (%)
oc
o

[—— CuMOF@GHS Sintesis C
" 1 1 1 " 1 " 1 " L 1

100

80 |

1

|[—— CuMOF@GHS Sintesis D
1 1 1

4000 3500 3000 2500 2000 1500 1000 500

Numero de Onda (cm™)

Nota. Se realizaron dos sintesis para la obtencion del CUMOF@GHS, denominadas C y D,

empleando las cantidades mencionadas en la Tabla 2.



MOFs BASADOS EN COBRE Y PEPTIDOS SINTETICOS 45

Figura A-2

Analisis por TGA del péptido GHS
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