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Capitulo 1 Introduccién

Desde la famosa conferencia de Richard Feynman {1959) titulada: There’s plenty of room at
the bottom, el mundo volted los ojos hacia la nanotecnologia’, la cual tiene como objetivo la
investigacion y desarrollo a nivel atomico, molecular o macromolecular a una escala inferior a los

100 nm para crear estructuras, dispositivos y sistemas con propiedades funcionales innovadoras®.

Los materiales se comportan de manera diferente a escala nanométrica de como le hacen
los mismos materiales a mayor escala’, es decir, las propiedades fisicas y quimicas, tales como la
conductividad eléctrica, el color, la resistencia, ia elasticidad y la reactividad, entre otras, cambian

en los nanomateriales.

Este descubrimiento ha provocado el desarrollo de nueves nanomateriales con
caracteristicas provechosas para implementar tecnologias en diversos campos tales como en la
industria de la energia®, en informacién y comunicaciones, el desarrollo de bienes consumibles®, el

mejoramiento del medio ambiente, y en los campos de la biologia y la medicina®.

En estos dos ultimos campos ha surgidc un drea de gran interés que es la

nanobiotecnologia. En esta drea de estudio se aplica la ingenieria, construccién y manipulacién de
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nanoestructuras en un rango de 1 — 100 nm, utilizando modelos bioldgicos como inspiracién’ para
el desarrollo de materiales que puedan insertarse en sistemas bioldgicos y asi crear nuevos
tratamientos contra enfermedades. Estas nanoparticulas deben mostrar alto grado de
biodegradacién y minima toxicidad®, Por ejemplo, en la actualidad los tratamientos de
quimioterapia en cancer por administracidn sistémica intravenosa son agresivos y causan dafios
severos a las células y a los tejidos saludables, provocando efectos secundarios que contribuyen a
fa degradacién de la salud del paciente. Para minimizar el dafio colateral asociado con la
quimioterapia, comdnmente se utilizan dosis menores a las éptimas, porque la administracién de
las dosis necesarias para inducir el efecto anti-cdncer deseado podria matar al paciente’. La
nanobiotecnologia puede utilizarse para disefiar nanomateriales que transporten un farmaco
anticanceroso a un sitio especifico en el que tenga un efecto en particular sin afectar a otras células
0 a otros tejidos. El direccionamiento de farmacos implica una liberacién lenta y selectiva del
farmaco en el érgano deseado. Es deseable que los nanomateriales se desplacen inalterados hasta
el drea tumoral, y que eviten al sistema inmunolégico y no se acumulen en 6rganos vy tejidos

saludables.

Los aspectos fundamentales para la fabricacién de nanoparticulas transportadoras de
farmacos son los siguientes: baja o casi nula citotoxicidad, ausencia de efectos secundarios,
estabilidad quimica durante el transporte, selectividad y bajo costo'®. Se han creado varios

transportadores tales como: polimeros™, dendrimeros™, liposomas®, nanctubos®, nanorodillos.

Una de las formas de producir nanoparticulas (NPs) afines a los organismos vivos es que las
NPs sean recubiertas o funcionalizadas con moléculas bioldgicas. Estas pueden interactuar o
enlazarse con el sustrato bioldgico y asi proporcionar una manera controlabie de direccionamiento

y de etiquetado.

Enla Tabla 1 se muestran los diferentes tipos de ligandos y superficies que funcionalizan a

las NPs™,
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Tabla 1. Tabla que muestra ligandos y la superficie que estos funcionalizan

R-S-H Au, Ag, Cu, Hg, Fe {
R-S-S-R Disulfuros
R-N'zC Isocianido Pt, Pd
Rl B e i f
i Acido carboxitico | Oxidos metélicos P i
[ e ¢ R—( ey i Wt ¥ b |
S |
9 Fosfonatos Oxidos metalicos % I
ng‘m()mﬁ R—ﬁ—{’}-—m
O i i
hf’" Silohexanos Oxidos metalicos hle I
RSl (~—§ g—-%i»—-ﬂmm
Me Ao I
q Acidos Oxidos metélicos R, oL
P D—N—03—H . .. % ’ i M
. hidroxdmicos Pmr{ Jr
H iii

Las nanoparticulas de oro (AuNPs} han sido ampliamente estudiadas por sus excelentes
propiedades fisicas, quimicas y biolégicas que son intrinsecas a su tamafio nanométrico. Son
biocompatibles y presentan baja toxicidad®®, pueden ser producidas en distintos tamafios, formas
y se funcionalizan facilmente con un amplio abanico de ligandos'’. En un estudio que tuvo por
objeto determinar ia citotoxicidad e inmunogenicidad de las AuNPs frente a células macrofégicas,
se observéd que las AuNPs no son tdxicas, no disparan la respuesta inmune y son capturadas por los
mecanismos de crecimiento de las células. Estos resultados son sélo un ejemplo gue confirma la
biocompatibilidad de las AuNPs, corroborando su excelente potencial en nanoinmunologia, y para

la nanobiotecnologia y nanomedicina *.

Entre las propiedades unicas de las AuNPs podemos mencionar que: a) el oro puede ser
funcionalizado por medio de grupos tiol”®; b el control del tamaiio de las AuNPs es relativamente

sencillo; c) sus caracteristicas de plasmén que puede ir desde el rango visible hasta el infrarrojo nos
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permiten una rapida caracterizacion al momento de la sintesis®®; d) y su baja toxicidad. Las AuNPs
también tienen un alto grado de estabilidad y biocompatibilidad. La funcionalizacién de las AuNPs
se realiza generalmente mediante enlaces tiol”, (véase Tabla 1) si bien también muestran afinidad
por los grupos amino, fosfito y bisulfito. Numerosas moléculas han sido ligadas a la superficie de las
AuNPs con distintos propésitos, con lo que ha quedado demostrado su amplio rango de aplicacién.
La molécula cisteina es predominante en el plasma sanguineo con una concentracién de 8uM y
cuenta con un grupo tiol. Ademds, también tiene dos grupos funcionales (COO™ y NH,) estos nos
pueden servir para adherir alguna molécula de interés farmacéutico®. Inclusive, en las AuNPs

funcionalizadas se pueden utilizar procedimientos de modificacién post-sintética®.

En la Figura 1 se muestran algunas aplicaciones interesantes y prometedoras de las AuNPs

desde el punto de vista terapéutico y de liberacién de farmacos.

Liberaciénde
firmacos

Terapia génica

Célula
dafiada

Vectorizacion
de firmacos

Terapia
fototérmica

Figura 1. Principales aplicaciones terapéuticas de las AUNPs.
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Las AuNPs han sido funcionalizadas con péptidos® que favorecen su transporte a través de
la membrana celular. También se ultilizan para la vectorizaciéon de componentes celulares. El
péptido TAT (indicador de localizacidn nuclear) permite a fas TAT-AulNPs atravesar la membrana

celular (células humanas de fibroblasto) para ubicarse dentro del nicleo®.

El objetivo de este estudio es realizar una revisién de varios métodos de sintesis de AuNPs
y elegir uno para sintetizar AuNPs esféricas. Posteriormente, las AuNPs se funcionalizardn con el
aminoacido cisteina para obtener un conjugado NP-ligando y en el futuro probarlas como

nanotransportadores de farmacos en sistemas bioldgicos.
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Capitulo 2

2. Nanomateriales

Los nanomateriales son una nueva clase de materiales (ya sean cerdmicos, metales,
semiconductores, polimeros, o bien, una combinacién de los anteriores) cuyas dimensiones por lo
menos una mide entre 1 y 100 nm. Las propiedades de los materiales difieren si se presentan en
dimensiones nanométricas o en mayores dimensiones. De acuerdo al nimero de dimensiones que
tienen proporciones nanométricas, los nanomateriales se pueden clasificar (Figura 2) en cuatro

tipos:

a) Materiales de dimensiones cero: las tres dimensiones se ubican en el régimen
nanométrico (puntos cuanticos, NPs)

b) De una dimensién: tienen fongitud variable, conservan una sola dimension en el régimen
de los nanémetros (nanotubos y nanoalambres)

¢) De dos dimensiones: tienen areas de tamaiio indefinido, mantienen su espesor en el
orden de 1 a 100 nm (peliculas delgadas}

d) De tres dimensiones: en la que los sélidos tridimensionales estdn formados por unidades

nanométricas (superred)’.
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Figura 2. ClasHicacion de nanomateriales: a) 0-D nancparticulas de oro, b) 1-D fibras poliméricas, c) 2-D,
peliculas poliméricas y d) 3-D superred obtenida por autoensamblaje de nanoparticulas de oro*

A continuacién sélo consideraremos los nanomateriales de dimensién cero, nanoparticulas,

ya que sus propiedades, métodos de sintesis y aplicaciones son los que interesan en este estudio.

2.1 Descripciéon de NPs

Como hicimos referencia al principio de este capitulo, las NPs pueden definirse como
aquelias particulas de cuyas dimensiones se encuentran dentro del rango entre 1 - 100 nm. Estas

particulas pueden consistir de 10 hasta 10,000 &tomos’.
Las NPs se caracterizan por su tamafio y morfologia (esfera, tetraedro, cubo, placas
triangulares® y otras, Figura 3a). Pueden estar compuestas de materiales semiconductores,

metalicos, éxidos de metal, organicos, poliméricos y biolégicos {Tabla 2). Una nanoparticula puede

ser amorfa o cristalina. Cuando es cristalina usualmente se llama nanocristal.

Tabla 2. Ejemplos tipicos de varias NPs.

Fe-Co, Co-Ni, Pd-Au, etc,

Gahs, CdTe, CdSe,CdS, ZnSe, AgBr, etc.
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(a) Por morfologia

Esfera Tetraedro Cubo Octaedro Tetraedro Cubo Octaedro Rodillo
Truncado Truncado Monocritalino

Cuasi-esfera lcosaedro Decaedro Rodillo Alambre Plato Disco Renacuajo
Doble Doble Triangular

Coraza Doble coraza Nicleo-coraza Caja Jaula Tubo Tubo doble Tubo poroso
Esfera hueca

{b) Por composicion, estructura de nanocompésitos.

tipo bellota tipo core-shell tipo

Figura 3. Clasificacién de diferentes tipos de nanoparticulas (a) segiin su morfologfa; {b) segin su
composicion.
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Los nanotubos de carbdn y nanotubos de péptidos son ejemplos tipicos de
nanoestructuras tipo tubo, mientras que las NPs basadas en fulerenos y una variedad de cdpsulas
nanométricas organicas, inorganicas, poliméricas o bioldgicas se pueden clasificar como tipo esfera
hueca {Figura 3b). Por composicidn, las nanoparticulas tipo bellota, core-shell y alternativos han

sido ampliamente sintetizadas.

2.2 Sintesis de NPs metalicas

La obtencién de nanoparticulas metalicas estables en solucidon ha sido un drea muy activa
de investigacién. Las mas cominmente sintetizadas y estudiadas son las de metales nobles como

Au®, A, Pt®y Pd’, fundamentalmente.

Se han desarrollado diversos métodos de sintesis de nanoparticulas metélicas, tanto
quimicos como fisicos, con el propdsito de disefiar sus dimensiones, forma, composicidén vy
modificadores de superficie, y asi controlar el comportamiento de las NPs frente a diversos

estimulos (por ejemplo: radiacion electromagnética o reactividad quimica, entre otros).

Para la sintesis de nanoparticulas metdlicas’, especificamente en dispersiones coloidales, se
utilizan diferentes tipos de precursores, reductores, otros compuestos quimicos y otros métodos,
con el fin de promover o controlar la reaccion de reduccion, la nucleacién inicial y crecimiento

subsecuente de los nlcleos iniciales.

En la Tabla 3, se resumen las variables utilizadas en diferentes sintesis de dispersiones
coloidales metalicas. Los precursores pueden ser metales elementales, sales inorgénicas vy
complejos metdlicos tales como: Ni, Co, HAuCl;, H,PtCls, RhCly y PdCl,. Los agentes reductores:
citrato de sodio, perdxido de hidrégeno, hidroclorato de hidroxilamina, dcido citrico, monéxido de

carbono, faésforo, hidrogeno, formaldehido, metanol acuoso, carbonato de sodio y hidréxido de

* Los términos cimulo vy nanoctimulo en algunas partes de la literatura se utilizan como sustituto de la palabra

nanoparticula. Algunas veces, se utilizan para referirse a agregados de particulas coloidales. Sin embargo, en este trabajo

definimos a los cimulos a agregados de atomos en el rango menor a 1 nm.
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sodio. Aigunos ejemplos de estabilizadores poliméricos son: alcohol de polivinil (PVA) y policrilato

de sodio®.

Tabla 3. Resumen de precursores, reductores y estabilizadores poliméricos

lAnodo metdlico (Pd, Ni, Co) Hidrogeno (H,) Polivinilpirrolidona {PVP)
Clorure de paladio (PdCl;) Citrato de sodio (Na;CsHs04) Polivinil alcohol (PVA)
Hidrogeno hexacloroplatinato IV Hidrocoruro de Hidroxilamina Polietileno-amida
(H,PtClg) (NH,OH+HCI)

Potasio tetracloroplatinato Il K;PtCl,) [Mondxido de carbono (CO} Polifosfato de sodio
Nitrato de plata (AgNQ;) Fosforo en éter (P) Poliacrilto de de sodio
Tetraoxiclorato de plata (AgClO,) Metanol {CH;OH) Polifosfato de sodio
Acido clorodurico (HAUCL,) Perdxido de hidrogeno (H,0,) Halogenuros de

tetralguilamonio

Cloruro de rodio (RhCl;) Carbonato de sodio (Na,CO,)
Hidroxido de sodio (NaOH)
Formaldehido (HCHO)
Tetraborohidruro de sodio (NaBH,)

lones de amonio {NH,)

2.2.1. Sintesis de AuNPs esféricas

Las AuNPs™'® son nanoparticulas metdlicas muy estables; presentan aspectos tales como el
ensamblado de multiples tipos, lo que las involucra con la Ciencia de los Materiales que estudia el
comportamiento de particulas individuales, con la Electrénica relacionada con el tamafio,
propiedades magnéticas y épticas (efecto de tamaiio cudntico} de las AuNPs, y con sus aplicaciones

en la Catalisis y {a Biologia.
En comparaciéon con la mayoria de nanomateriales inorgdnicos, las AuNPs pueden ser

sintetizadas en una gran variedad de formas como: tridngulos, hexdgonos, estrellas, rodillos

{nanorod), etc. La morfologia mas comin es la esférica. Durante la sintesis, el cloruro de oro es
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agregado a un solvente acuoso en la presencia de un agente reductor. Las NPs se forman
rapidamente, lo cual es observado por el cambio de color en la solucién que va del amarillo al rojo.
Cuando se utiliza un estabilizador neutral como el citrato, no existe favorecimiento de planos
cristalograficos. En la mayorfa de los métodos de sintesis, se utilizan moléculas estabilizadoras que
contengan fosfina, tioles, carboxilato, o aminas. Estas moléculas son importantes, principalmente
por la interaccién entre la superficie de las nanoparticulas y el bafio que las rodea. Si no se cuenta
con agentes estabilizadores, las particulas en la solucién son mds susceptibles a la oxidacién y las

fuerzas de atraccién de Van der Waals lo que causa que se agreguen y precipiten de la solucién.

Existe una gran variedad de métodos de sintesis y estabilizacién de NPs. A continuacién se
presenta una lista de algunos métodos, en la que el acomodo ha sido arbitrario: reduccion de
citrato™, Brust-Schiffrin, método de dos fases, sintesis y estabilizacién por tioles™, ligandos de
sulfuro®, di-sulfuro™, tri-tioles™ otros ligandos son: fosfina'®, éxido de fosfina”, ligandos de
carboxilato®®, microemuilsion®®, micelas reversas®, surfactantes, membranas®, y polielectrolitos?,

seeding growth™; y métodos fisicos como la fotoquimica®, sonoguimica®, radiolisis? y termélisis?’.

Una de las metas de esta tesis es realizar una comparacion entre varios métodos de sintesis

de AuNPs, lo que se hard detalladamente en el capitulo 3 de Metodologia Experimental.

2.2.2. Sintesis de AuNPs esféricas

En la Figura 4 se muestra un esquema del crecimiento controlado de AuNPs, donde el
tamafio es elegido por la porcidn entre écido tdnico y citrato utilizado para reducir Au (I1l), en
nanoparticulas de oro metélico Au {0). El 4cido ténico es un reductor mds agresivo que el citrato y
genera nlcleos de oro rapidamente, a lo que le sigue la reduccion de los nucleos sobrantes por el
citrato (el citrato reduce los nucleos sobrantes inmediatamente después). Geuze et al™®, utilizaron
esta diferencia en actividad de reduccién por dos reductores distintos para crecer AUNPs con una
distribucién de tamafio muy estrecha de ~3 a 17 nm®. A concentraciones menores de 4cido tdnico
se forman menor cantidad de nacleos, permitiendo al citrato terminar de reducir el resto de Au
{1} en nucleos. Esto produce AuNPs mads grandes (hasta 50 nm) pero con una distribucién de

tamafio heterogénea. Sin embargo, utilizar concentraciones mayores de dcido t&nico puede
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producir nanoparticulas més pequefias, ya que estas altas concentraciones llevan a la rapida

formacién de un nimerc mayor de nicleos.

e ]
HAUCI+3. tanico+citrato

OEwD

Lt Y. | mayor

menoy ‘e T 4
b Y| nucleacion
nucieacion N . . R e
; eventos de nuclearion (n) )
crecimiento | 8n N % § crecimiento
} incremento de dcido tanico

: PPN -

B 5 o Taty .
nanoparticulas UO O eventos de nucteacionincrementados |0 Y aanoparticutas
masgrandes 0 4] , ¢ ¢} mdspequedias

[P
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Figura 4. Reduccion de AuNPs usando dcido tanico y el método de reduccién rapiday lenta™,

La formacién de particulas mas pequefas por debajo de los 3 nm de didgmetro requiere de

reductores mas agresivos. Murray et al** y Hutchinson et al**

han mostrado separadamente que el
uso de borohidruro de sodio a temperatura ambiente es lo suficientemente agresivo para la
nucleacién y formacién de pequefias NPs en un intervalo de 1.5 nm® a 5.2 nm*. Para estudios de
este tipo, los agentes estabilizadores como fosfinas y alcanotioles son importantes para controlar

la reaccidon y mantener distribuciones de tamafio estrecho.

En general, una reaccién de reduccién fuerte promueve una alta velocidad de reaccion y
favorece la formacién de nanoparticulas mas pequefias’. Un agente reductor débil, induce una
velocidad de reaccidn més baja y favorece la formacién de particulas relativamente grandes. Por lo
tanto, el tamafio y la distribucién de tamafio de coloides metélicos varia significativamente con el

tipo de agente reductor utilizado.

La influencia de varios agentes reductores en el tamaiio y la distribucion de AuNPs se

resume en la Tabla 4*.
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Tabla 4. Comparacidén de tamafios promedio de AuNPs utilizando varios agentes reductores™

15.7+1.1

125:0.6

*Todas las medidas estdn en nandmetros.
Los tamafios de las particulas se determinaron utilizando dispersién de luz con la longitud de onda indicada.
#Los tamaiios de particulas se determinaron basdndose en difraceion de rayos-X.

Los agentes reductores también influyen notoriamente en la morfologia de particulas de
oro coloidal. La Figura 5 muestra micrografias electronicas de AuNPs preparadas con citrato de

sodio (Figura 5a) y dcido citrico (Figura 5b) como agentes reductores, bajo las mismas condiciones

de sintesis.

Figura 5. Micrografias SEM de AuNPs preparadas con (a) citrato de sodio, aumento: 80,000 diametros, 1
mm = 125 A y [b) acido citrico como agentes reductores, aumento: 40.000 diametros, 1 mm = 250 A%,

Se obtuvieron AuNPs esféricas, utilizando citrato de sodio ¢ perdxido de sodio como agente
reductor, mientras que con hidrocloruro de hidroxilamina se obtuvieron AuNPs clbicas de fase
{100}, con acido citrico se obtuvieron AuNPs triangulares de fase {111}. También la concentracién
del agente reductor y pH de los agentes influyen notablemente en la morfologia de las AuNPs

producidas®.
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2.2.3. Propiedades de las AuNPs

Las propiedades de los sélidos en bulto pueden ser descritos, a través de inspeccionar la evolucion
de estados electronicos, de 4tomos a ciimulos a sélidos en bulto. Los metales no son diferentes. La
estadistica de estados de Fermi-Dirac, dice que dos electrones no pueden ocupar el mismo estado

cudntico al mismo tiempo.

Las ramificaciones de estas estadisticas, en la estructura de bandas de la materia, pueden ser

ilustradas con un modelo sencillo de divisién de un estado (Figura 6}.

Figura 6. Esquema de divisién de energia desde el nivel atémico hasta sélido en bulto.

Entre mas y mas atomos sean agregados a cualquier sistema, ese sistema detendra niveles
de energia electrénicos atémicos a niveles mas complejos, pero permanecerdn las divisiones de los
niveles de energia discretos en forma de cimulo, hasta que la diferencia entre los niveles de
energia vecinos sea indistinguible. En este caso, los niveles de energia se consideran como una
banda continua de energia vy deja de ser discreta. A pesar de que todos los tipos de materia,
presentan este comportamiento, la estructura de banda se divide comunmente en 3 categorias
relativistas: aislante, semiconductor y metal. La diferencia entre cada una de estas categorias

recae sobre la diferencia de energia relativa, entre el fondo de la banda de conduccién y el cima de

la banda de valencia,
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Para el caso de los metales la energia de Fermi, E; (definida como el nivel de energia mdas alto
alcanzado por fermiones a cero absoluto), se traslapa con la banda de conduccién; esto permite el
movimiento de los electrones energéticos dentro del sdlido. Esta propiedad de estados
electrénicos para metales, aumenta la propiedad conductiva, la cual influye directamente sobre las

propiedades eléctricas.

Las propiedades electrénicas cambian drasticamente, cuando la densidad de estados
decrementa y las dimensiones espaciales del movimiento de electrones se confina. Estos cambios
en propiedad se traducen en propiedades dindmicas Opticas, debido a las interacciones del
material con la luz son principalmente de naturaleza electrénica. Los modos plasmén superficial,
son unas de las dinamicas mas interesantes de los metales, mientras las dimensiones de jos

metales se confinan.

La resonancia de los plasmones de superficie, en inglés, surface plasmon resonance
(SPR) la cual es la propiedad 6ptica mas destacable de las NPs metdlicas™*. Consiste en una
oscilacién colectiva de los electrones en el seno del material cuando son excitados con luz. La SPR
es muy sensible a cambios en la superficie del metal, en particular a cambios en la funcién
dieléctrica del medio, por lo que se puede usar para la deteccién de moléculas adsorbidas en la
superficie, Aparecen asf algunas de las aplicaciones, como son los chips de andlisis de ADN y los

dispositivos identificadores de proteinas®™®,

La SPR en NPs metélicas produce una banda de absorcion en el espectro, debido a la
resonancia de las oscilaciones como veremos mas adelante. Esta absorcion varia desde el infrarrojo
hasta el ultravioleta, dependiendo del material, del tamafio de las particulas, del indice de
refraccién del medio y de las moléculas que recubren a las NPs. La SPR es particularmente intensa
en NPs de metales nobles con tamafios entre 5 y 40 nm asi como en |ldminas delgadas con
espesores en torno a los 50 nm. Ademas, para estos metales nobles la frecuencia de resonancia cae

en la parte visible del espectro.

Muchas de las propiedades electrénicas fundamentales del estado solide pueden ser
descritas con éxito haciendo la analogfa con un modelo de electrones individuales moviéndose en
una red periédica de atomos. Para estudiar las propiedades del estado sélido, se empieza con el

concepto del plasma: los electrones libres de un metal tratados como un liguido de electrones con
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una alta densidad, del orden de 10** ¢cm?>. Desde este punto de vista, las fluctuaciones de la
densidad lineal, oscilaciones del plasma, se propagaran a través del volumen del metal. El cuanto
de esa oscilacién se le llama plasmon de bulto. También existen los plasmones de superficie, para
este caso el analisis se debe de tomar en cuenta las condiciones de frontera. Ya que la onda que se

propaga a lo largo de la superficie de un metal.

Los plasmones de superficie describen fluctuaciones de la densidad electrdnica superficial.
Sus campos electromagnéticos decaen exponencialmente con la distancia perpendicular a la

superficie y tiene su méaximo en dicha superficie,como es caracteristico en las ondas superficiales.

La excitacion de los plasmones de superficie por la luz se denota como resonancia de
plasmones de superficie (SPR) para superficies planas o estructuras metalicas de tamafio
nanométrico. Por tanto, la SPR consiste en una oscilacién colectiva de los electrones de

conduccion dentro de las NPs.

Al aplicar un campo electromagnético sobre un material metalico, los electrones no
ligados, es decir, los electrones de conduccién, se desplazan de su posicion de equilibrio una
distancia d. Aparece entonces una fuerza recuperadora, que tiende a restaurar el equilibrio,
proporcional a esa distancia, como se muestra en la Figura 7. Este sistema se comporta como un

oscilador, aunque dichas oscilaciones quedan ampliamente absorbidas por el material masivo.

{b)

e ©® o ©
d|

Figura 7. Esquema del desplazamiento de los electrones de conduccion de un metal al aplicar un campo
electromagnético externo E. El desplazamiento origina una fuerza restauradora, proporcional al
desplazamiento.
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Para el caso de NPs, la situacion es diferente, ya que se produce una acumulacion de carga en la
superficie de las mismas. Si aplicamos un campo electromagnético externo (Figura 8) el exceso de
carga producido en la superficie de las NPs debido al movimiento de los electrones actila como
fuerza restauradora, mientras el movimiento estd amortiguado no sélo por interacciones con los
nicleos atémicos si no también con la superficie de la NP. Si se mantiene aplicado el campo
electromagnético externo, el sistema se comporta como un oscilador amortiguado, caracterizado
por una frecuencia de resonancia wp que para la mayor parte de los metales de transicién cae en la

regién Ultravioleta-Visible (UV-Vis) del espectro®.

Figura 8. Esquema de una nanoparticula en situacion de equilibrio (a) y de no equilibrio (b) al aplicar un
campo electromagnético externo Eext. El campo produce un desplazamiento de las cargas electrdnicas,
que se acumulan en la superficie de la partfcula y producen un campo electromagnético que tiende a
restaurar el equilibrio Erest.

Cuando el tamafio de la particula es suficientemente pequefio, el efecto de la superficie se
hace mds importante y el recorrido libre medio de los electrones se ve modificado por los choques
con las paredes de la particula, lo que aumenta el amortiguamiento de las oscilaciones
plasménicas. Incluso en NPs con tamafios inferiores a 1 nm, la banda de absorcién no aparece en

los espectros. La teorfa de Mie estudia las propiedades de la SPR.
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2.2.3.1. Teoria Mie

La teorfa de Mie fue desarrollada a principios del siglo pasado con e! objeto de estudiar y
calcular la absorcién y dispersién o scattering de luz por NPs metdlicas en el seno de una matriz

dieléctrica®.

La tearia se basa en tres hipétesis:

1.- La energia de la luz incidente es la misma que la de la dispersada.

2.- Principio de linealidad: se supone que la luz absorbida por N particulas, es N veces la dispersada

por una de ellas.
3.- Las NPs son esféricas y homogéneas.

Con estas hipétesis se pueden resolver las ecuaciones de Maxwell y permite expresar la
funcién dieléctrica como ¢ {w,R). Sin esta suposicién las ecuaciones propuestas por Mie no se

pueden resolver analiticamente.

La mayor desviacién respecto a esta teoria, ocurre cuando se forman aglomerados de

particulas o la forma de estas no es esférica.

En su teoria, Mie supuso la funcién dieléctrica independiente del tamafio de la particula y
no considerd el movimiento de los electrones dentro de la misma, es decir una dependencia del
tipo ¢ {w). Esta suposicion puede valer para particulas con tamafios superiores a los 400 nm de
radio, en los que la constante dieléctrica es la misma que la del material masivo. Sin embargo para
NPs pequefias, con un didmetro inferior a 100 nm (como son las estudiadas en este trabajo), la
dependencia de la funcién dieléctrica con el radio es bastante acusada, esto es una funcidn de tipo
¢ {w,R). Es decir, Mie solo tuvo en cuenta el problema de la interaccion onda-materia, sin tener

en cuenta el movimiento de los electrones dentro de la particula.

Cuando un campo eléctrico oscilante del rayo de luz se propaga cerca de la AuNP coloidal
interaccionara con los electrones libres. Esto causa oscilaciones coordinadas, de la carga de
electrén que se encuentra en resonancia con la frecuencia de la luz, plasméon. Por ejemplo:

nanorodillos coloidales, despliegan dos modos de plasmén que difieren en energia, debido a la
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longitud y anchura de la NP (Figura 9). Una esfera es simétrica por cualquier perspectiva, y puede
ser caracterizada por un plasmén, mientras que un rodillo desplegara plasmones longitudinales,
tanto como transversales debido al alargamiento en un solo eje (Figura 9). Los plasmones
longitudinales se van recorriendo cada vez, a mas bajas energias tanto como la proporcion de
orientacién incrementa, mientras que el medio transversal, se encuentra centrado alrededor de los
520 nm longitud de onda de absorcién consistentemente. De hecho, este efecto puede ser
observado colorimétricamente, porque una solucién coloidal bien dispersada de AuNPs, presentara
un color rojo-rubi, mientras que una dispersién de nanorods de oro, tomaran un color café tanto
que, la absorcién del plasmén longitudinal disipa las longitudes de onda del rojo de la luz
transmitida. Aparte del corrimiento del plasmén longitudinal caracteristico, presentado por
diferentes morfologfas de las estructuras, el tamafio de NP producira un efecto pronunciado en el

medio de plasmén transversal.

Esferas Rodillos

Medio de plasmdn transversal

Medio del plasmodn longitudinal

Figura 9. Diferentes interacciones electrénicas que las NPs presentan cuando son traspasadas por fotones
de luz.

Por lo tanto caracterizar las AuNPs es muy sencillo, debido al color que presentan ya que
éste varia dependiendo del tamafio de la NP. Esta es una ventaja que presentan las NPs de Au, Agy
Co, entre otras. En la Figura 4 se muestra el cambio de color en 3 diferentes suspensiones

coloidales de NPs de distintos tamafios. En la Figura 11 y Tabla 5 se muestran los especiros UV-
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visibles obtenidos dependiendo del color del coloide, asi como datos obtenidos del didmetro de

AUNPs con sus maximos de absorbancia™.

100 nm 20 nm 1nm
motado-rosa rojo café-amaritlo

Figura 10. Dispersiones coloidales de nanoparticulas metadlicas. Obsérvese que el color de la dispersién
depende de las caracteristicas de las nanoparticulas™.
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Figura 11. Espectros de soluciones coloidales de
AuNPs®,

Las AuNPs han sido una opcién para muchas investigaciones debido a su facilidad de
sintesis, el alto grado de control sobre su forma y tamafio, su estabilidad a largo plazo en una
amplia variedad de solventes y condiciones de pH, y su naturaleza de modificacién de superficie-
molécula (ligando). El ligando que serd unido a la superficie de la nanoparticula, tal como un

aminoacido, protefna o un acido nucléico, puede proporcionar un medio a través del cual la
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nanoparticula sea direccionada dentro de un cuerpo o hacia una célula. La AuNP con ligando puede

fungir como detector, como medio de diagndstico o para fines terapéuticos™.

En el presente trabajo se planea dar los primeros pasos en el desarrollo de

nanotransportadores de firmacos.

Revisando la literatura, se encontré que no existe un anélisis sistematico de los métodos de
preparacién de AuNPs que tome en cuenta caracteristicas como: facilidad, reproducibilidad v bajo
costo de sintesis; alta estabilidad y morfologfa adecuada de AuNPs los cuales son muy importantes
para el desarrollo de nanotransportadores de firmacos. Por esta razén, en este estudio se
pretende realizar este analisis y seleccionar aquellos métodos (o por lo menos un método} que
cumplan con dichas caracteristicas como parte principal para el trabajo eficaz en drea de el

desarrollo de nanotransportadores.

Se propone tomar como madelo, la funcionalizacién con cisteinade las AuNPs preparadas

con el método seleccionado.

Para estos métodos de sintesis se pretende determinar las concentraciones de reductor y

funcionalizador a las cuales las AuNPs se mantengan estables a largo plazo.
Hipotesis

Es posible seleccionar un método de sintesis de AuNPs funcionalizadas con cisteina que
cumplan con las caracteristicas de facilidad, reproducibilidad y bajo costo, para desarroilar
nanotransportadores de farmacos. Las concentraciones del reductor y del funcionalizador,

determinan la estabilidad a largo plazo de las AuNPs.

23}

——




Antecedentes

W

Referencias Capitulo 2

! Las Nanoparticulas: Pequefas Estructuras con Gran Potencial, Claudia E. Gutierrez Wing et al,
Contacto Nuclear, 39 (2005), 24-29.

2 Self-Assembly and Nanotechnology, Y. S. Lee et al, WILEY (2007) ISBN: 9780470292525, 222-248.

* Shape Controlled Synthesis and Surface Plasmonic Properties of Metallic Nanostructures, Y. Xia et
al, MRS Bulletin, 30 (2005) 338-348.

* Facile Controlled Preparation of Gold Nanoparticles with Amphiphilic Thiacalixarene as Reductant
and Stabilizer, G. Li et ai, Chem. Commun (2009), 3211-3213.

* Inclusional Complexation by Cyclodextrins at the Surface of Silver as Evidenced by Surface-
Enhanced Resonance Raman Spectroscopy, Y. Maeda et al, J. Phys. Chem., {1995) 99, 487-488.

® Tuning the Catalytic Activity of Cyclodextrin-Modified Palladium Nanoparticles Through
Host-Guest Binding Interactions, J. Liu et al, Langmuir (2001) 17, 6762-6764.

7 Synthesis of Thiol Derivatised Gold Nanoparticles in a Two Phase Liquid/Liquid System, M. Brust et
al, J. Chem. Soc., Chem. Commun., {1994), 801.

¥ Nanostructures & Nanomaterials Synthesis, Properties & Applications, Imperial College Press,
ISBN 1-86094-480-9.

? Conductive Polymer / Solvent Systems: Solutions or Dispersions, Bernhard Wessling, Handbook of
Nanostructured Materials and Nanotechology, Academic press, 5 {1936).

*® University of Edinburgh School of Physics: Colloids (Mentions Elixir of Life).

™ Nucleation and Growth Process in the Synthesis of Colloidal Gold, Turkevitch J. et al, J. Discuss.
Faraday Soc. (1951) 11, 55-75.

* (a) Preparation of Ordered Colloid Monolayers by Electrophoretic Deposition, M. Giersig et al,
Langmuir, (1993) 9, 3408-3413. (b) The Fate of Sulfur-Bound Hydrogen on Formation of Self-
Assembled Thiol Monolayers on Gold: 1H NMR Spectroscopic Evidence from Solutions of Gold
Clusters, M. Brust et al, J. Am. Chem. Soc., (2003) 125, 1132-1133,

" Gold and Silver Nanoparticles Functionalized by the Adsorption of Dialkyl Disulfides, T. R. Lee et
al, Langmuir, {1998) 14, 7378-7386. {b) Controlled Formation of Smaller Gold Nanoparticles by the
Use of Four-Chained Disuifide Stabilizer, T. Yonezawa et ai, Langmuir {2001} 17, 271-273. (c)
Optimized Photoisomerization on Gold Nanoparticles Capped by Unsymmetrical Azobenzene
Disulfides, W. Knoll et al, Chem. Mater. (2003) 15, 20-28. {d) Preparation and Catalytic Effect of
Gold Nanoparticles in Water Dissolving Carbon Disulfide, K. Esumi et al, J. Phys. Chem. B. (1999)
103, 2862-2866.

24

p——
S




Antecedentes
w

4 1 inking and Manipulation of Gold Multinanoparticle Structures Using Dithiols and Scanning Force
Mircroscopy, P.M. Echternach et al, J. Phys. Chem.B., (1999} 103, 3647-3650.

15 Optimized Surface-Enhanced Raman Scattering on Gold Nanoparticle Arrays, F.R. Aussenegg et
al, App!. Phys. Lett,, (2003} 82, 3095-3097.

' Improved Synthesis of Small (dCORE_1.5 nm} Phosphine-Stabilized Gold Nanoparticles. J. E.
Hutchison et al, J. Am. Chem. Soc., {2000} 122, 12890-12891.

7 New Type of Monadispersed Gold Nanoparticles Capped by Myristate and PPh3 Ligands
Prepared by Controlled Thermolysis of [Au(Cy3H,7-COO)(PPh3)}, M. Nakamoto et al, Chem. Lett.
(2003) 32, 452-453.

8 Synthesis and Characterization of Hydrophobic, Organically-Soluble Gold Nanocrystals
Functionalized with Primary Amines, D. V. Leff et al, Langmuir (1996) 12, 4723-4730.

9 A Formamide, a Water Substitute in Micelles and Microemulsions: Structural Analysis Using a
Diels-Alder Reaction as a Chemical Probe, A. Samii et al, Tetrahedron (1987) 43, 1725-1735.

% Optical Properties of Self-Assembled 2D and 3D Superlattices of Silver Nanoparticles, M. P. J.
Pileni et al, Phys. Chem. B (1998) 102, 2214-2220.

2L preparation and Assembly of Colloidal Gold Nanoparticles in CTAB Stabilized Reverse
Microemulsion, G. Q. Xu et al, Mater. Lett., (2003) 57, 3282-3286.

2 pabrication of 2D Gold Nanowires by Self-Assembly of Gold Nanoparticles on Water Surfaces in
the Presence of Surfactants, T. Bjornholm, Adv. Mater., (2002) 14, 1126-1130.

2 (3) Evidence for Seed-Mediated Nucleation in the Chemical Reduction of Gold Saits to Gold
Nanoparticles, C. J. Murphy et al, Chem. Mater., (2001) 13, 2313-2322. (b) Size Controiled Synthesis
of Gold Nanoparticles Using Photochemically Prepared Seed Particles, T. Pal et al, J. Nanopart. Res.
{2001) 3, 257-261. (c) Fabrication of Nanostructures by Hydroxylamine Seeding of Gold
Nanoparticle Templates, P. Will et al, Langmuir (2001) 17, 1713-1718.

2 golution Behavior of Poly {styrene)-block-poly (2-vinylpyridine) Micelles Containing Gold
Nanoparticles, J. Schmidt et al, Macromolecules (2000} 33, 4791-4798,

3 gynthesis of Gold Nanoparticles Dispersed Within Pores of Mesoporous Silica Induced by
Ultrasonic Irradiation and its Characterization, L. D. Zhang et al, Mater. Res. Bull,, {2001) 36, 335-
342,

26 padiolytic Control of the Size of Colioidal Gold Nanoparticles, D. Meisel et al, Langmuir {1998} 14,
7392-7396.

27 Thermolysis of Gold {I) Thiolate Complexes Producing Novel Gold Nanoparticles Passivated by
Alkyl Groups, M. Nakamoto et al, Chem. Commun. (2002} 1622-1623.

25

sy
| —



Antecedentes
- ——— — — ——— ——————— —— ___———— — ——__ ———— ——— ]

%8 A New Method of Preparing Gold Probes for Multiple-Labelingcyto-Chemistry, H. 1. Geuze et al,
Eur J Cell Biol. 38{1385} 1, 87-93.

® |mproved Synthesis of Small (d(CORE) Approximate to 1.5nm) Phosphine-Stabilized Gold
Nanaparticles, W. W. Weare et al, J. Am. Chem. Soc., 122 (2000} 51, 1289(0-12891.

3% Alkanethiolate Gold Cluster Molecules with Core Diameters from 1.5 to 5.2nm: Core and
Monolayer Properties as a Function of Core Size, M. J. Hostetler et al, Langmuir, 14 {1998) 1, 17-30.

3! Nucleation in Phase Transitions, V.K La Mer et al, Ind. Eng. Chem., 44 (1952)6, 1270-1277.

# Morphology of Colloidal Gold - A Comparative Study, W.0 Miligan et al, J. Am. Chem. Soc., 86
{1964) 17, 3461-3467

 Optical Properties of Metal Clusters, U. Kreibig et al, Springer-Verlag, Berlin (1995).

* Width of Cluster Plasmon Resonances: Bulk Dielectric Functions and Chemical Interface Damping,
H. Hove et al, Phys. Rev. B, 48 (1993}, 18178.

* Metal Nanoparticles as Labels for Heterogeneous, Chip-Based DNA Detection, W. Fritzsche et al.
Nanotechnology , 14 (2003), R63.

* Gold Nanoparticles: Assembly, Supramalecular Chemistry, Quantum-Size-Related Properties, and
Applications Toward Biology, Catalysis, and Nanotechnology, M. C. Daniel et al, Chem. Rev., 104
(2004) 293.

¥ Ultraviolet-Visible Absorption Spectra Of the Colloidal Metallic Elements, J. A. Creighton et al,
Chem. Soc. Faraday Trans., 87 (1991} 3881.

* Light scattering by small particles, H. C. Hulst, Willey, New York {1957).

¥ preparation and Characterization of Isometric Gold Nanoparticles with Pre-Calculated Size, M.
Slouf et al, Z. Kristatlogr. Suppl., 23 (2006), 319-324.

*® Metal Oxide Nanoparticles in Organic Solvents: Synthesis, Formation, Assembly and Application,
M. Niederberger, Springer, ISBN: 97818788226700.

. Bioaplications of Nanoparticles, Warren C. W. Chan, (2008), 34.

26

arm—
 —







Método Experimental

Capitulo 3 Método Experimental

En este capitulo se realizé el estudio de métodos de sintesis de AuNPs reportadas en
literatura en busca de! método mas amigable para realizar estudios biolégicos. Se sintetizaron
AUNPs coloidales mediante tres diferentes métodos, partiendo de un precursor de oro y utilizando
diferentes reductores en cada uno de los métodos. 5e hizo una evaluacion de los tres métodos de
sintesis. Se eligié el método mas eficiente para producir AuNPs. Se funcionalizaron las AuNPs. Se
caracterizaron las muestras mediante las técnicas de espectrofotometria UV-Visible, microscopia
electrénica de barrido (SEM, Scanning Electron Microscopy), espectrometria de energia dispersada
(EDS, Energy Dispersive Spectrometry), microscopia electrénica de transmisién (TEM, Transmission

Electron Microscopy) y potencial zeta.
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3.1 Seleccién de Métodos de Sintesis de AuNPs

La discriminacién de métodos de sintesis de AuNPs se Hevo a cabo de Ia siguiente manera:
Los criterios mas importantes para la seleccion de métodos de sintesis de NPs reportados se
basaron en la forma y tamafio de la NP al sintetizar. En Ja Tabla 6 se representan siete parametros

fundamentales para dicha sintesis.

Tabla 6. Pardmetros a considerar durante la seleccion de métoda de sintesis

Morfologia esférica

Tamariio

Alta estabilidad

Reproducibilidad

Facilidad de sintesis

Baja toxicidad

Bajo Costo

Entre los parédmetros citados se eligieron las siguientes caracteristicas: motfologia
esférica; didmetro de NP de ~20 nm; alta estabilidad y reproducibilidad, método de sintesis

sencillo, baja toxicidad y bajo costo.

A continuacion se justifica cada una de las caracteristicas elegidas para cada pardmetro. Es
importante que la morfologia sea esférica, debido a que posee una mayor drea de reconocimiento
de la célula y presenta menor impedimento estérico. La importancia del didmetro de la NP radica
en su relacidn directa con el area total que se va a funcionalizar. Hasta el momento no se ha
reportado un tamafio estdndar de NP, por lo cual, en este trabajo estudian NPs con didmetro de

20 nm.

La alta estabilidad y reproducibilidad son de especial interés en la farmacéutica, ya que
garantizan que el producto tenga un periodo de vida prolongado, lo que facilita su distribucién y

manejo comercial, y que su produccion se repita facilmente. La toxicidad es relevante en términos
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de que se planea utilizar las AuNPs en sistemas vivos, por lo tanto, deben de ser biocompatibles.
Por dltimo, es deseable que el método de preparacién de las NPs sea sencillo y econdémico, siempre
y cuando satisfaga los pardmetros anteriormente mencionados. La Tabla 7 muestra una

comparacion entre los métodos de sintesis de dispersiones coloidales de Au publicados.

Tabla 7. Tabla comparativa de métodos de sintesis obtenidos de ia literatura

NasC3Hs0 {CO0)4 Cpre= 0.23mM 1. Particulas pequefias

CisTAC (cloruro de Crea=4.5mM 2. Morfologia no

cetiltrimetilamonio} definida

2 SDS {dodecil-sulfato de 2

sodio}

Tritdn X-100
NaOH

NPs de~3 a5nm

MNanorods NayCaHsO (COO0)s Core= 1% 1. Cbmp!icado de

~20-100nm NaBHa Creq=38.8mM reproducir
4 HCE (A, clorohidrico} 2. Utiliza muchos 4
HNO; {Acido nitrico)

N reactivos,
H:50, (Acido sulfurfco) ac

200-500nm Tridngulos NayC3Hs0 {CO0), Core= 1% 1. NPs trianguiares
6 Cieq=38.8mM 2. 16 horas de sintesis.

A} NPs ~100-200nm | Esferas {NH0H),-H,50, (4. sulfirico Core=3MmM

de hidroxilamina) Crea=10mM
BJNPs gelatina s
8 ~40-30nm NaOH

Esferas Citrato de sodio Cpre= 0.25mM ' 10

10 [~3.5nm NaBH, Cres=0.25mM Fécil
*Todos los métodos parten del precursor de oro dcido clorodurico {HAuCl,) a excepcién del método
ntimero 5 que parte de dicianoaurato de potasio.
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Los métodos enlistados a continuacidn fueron rechazados por las razones que se detallan:
A) Método 1: utiliza un bipolimero biocompatible como reductor y estabilizador y, por lo tanto,
puede ser utilizado en aplicaciones bioldgicas; sin embargo, la fuente de irradiacion, el material de
la cdmara de reaccién y la temperatura producen un intervalo de tamaiios de nanoparticulas muy
amplio. B) Método 2: requiere de un medio de Triton X-100 que no es biocompatible y la
morfologia de las nanoparticulas no est4 definida. C) Método 3: la sintesis del reductor complica la
produccién de las nanoparticulas. D) Método 4: necesita de muchos reactivos y el producto
obtenido tiende a tener morfologifa de rodillos. E} Método 5: la sintesis se lleva a cabo en un lapso
de 11 horas y no se obtienen particulas en un intervalo definido de tamafios. F) Método 6: a pesar
de que el método es sumamente simple y econémico, el producto principal son particulas en forma
de tridngulos, lo cual para nuestra meta no es un método Gtil. G) Método 7: ha sido discriminado
debido a que es un método poco reproducible, ya que una vez que se han preparado las semillas
por medio de una ldmpara de UV, éstas son crecidas con luz natural, por lo tanto, el método

presenta una amplia gama de factores que pueden afectar la sintesis.

Los métodos 8, 9 y 10 fueron seleccionados por ser los que correspondieron con los

pardmetros deseados para este estudio y reportaron bajo costo y sintesis sencilla.

3.2 Preparacion de las AuNPs

A continuacion se describen los métodos de sintesis de AuNPs, la descripcién de los
reactivos véase Tabla 8 al final del presente capitulo. En todos los experimentos se utilizdé agua
desionizada de 18 MQ. Todo el material fue lavado con una mezcla de peréxido de hidrogeno y

acido sulfarico al 10%.

3.2.1 Sintesis de AuNPs por el método de citrato

Se prepararon dos soluciones: a) acido cloroadrico HAuCl, con 5 mg de Au (10.1 mg de en
100 mL) en agua desionizada; y b) citrato de sodio al 1% en agua desionizada (1 g de citrato de
sodio en 100 mL de agua). La solucién de HAuCl, se calenté hasta alcanzar la ebullicion.
Inmediatamente después de iniciada la ebullicidn se agité la solucién vigorosamente con un

agitador magnético. Se agregaron 1.3 mL de la solucién de citrato de sodio al 1%, a gota seguida,
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constante y moderada con agitacion magnética rigurosa. Se mantuvo en agitacion y con
temperatura constante hasta gue la mezcla dejo de cambiar de color y presentd un color rojo vino.
Una vez que se obtuvo dicho color, se retir6 la mezcla del calor y se dejé enfriar a temperatura

ambiente con agitacién durante 15 minutos’ (Figura 12).

Figura 12. Diagrama de preparacién de AuNPs por método de citrato de sodio.

Las soluciones fueron preparadas en vasos de precipitado de 100 mL, se utilizé las pipetas
con pipeteador para agregar la solucion de citrato de sodio. Se utilizé la balanza BP 2215 de
precisién £0.0001 de compaiiia Sartorius para pesar los reactivos utilizados para preparacién de
AuNPs. Los reactivos (véase Tabla 8) fueron depositados en papel encerado para pesar, utilizando
una espatula de acero inoxidable. El termémetro de mercurio con rango de -20 a 150°C se utilizo
para control de la temperatura durante sintesis. El termo-plato con agitacion magnética de marca
CIMAREC, HP130915, v los Agitadores magnéticos de tefion se utilizaron para calentar la solucion

de HAuCl,y agitar ia solucién durante la sintesis.

Cuando se agrega agua al citrato de sodio se lleva a cabo la reaccion de hidrolisis de la sal.

El citrato de sodio se convierte en 4cido citrico y la reaccion sucede de la siguiente manera’":

3H20+Na3C5H507->3Na0 H+C5H301
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La reduccién de HAuCl, por citrato de sodio se lleva a cabo por medio de la siguiente

reaccion:

2HAUCH + 3CsHO7 (dcido citrico) & 2Au+ 3CHe0; (acido 3-cetoglutarico) + 8HCI + 3CO;

{Turkevich et at’; Frens et al*})
3.2.2 Sintesis de AuNPs por el método de borohidruro

Se prepararon tres soluciones: a} HAuCl, al 2 65x10™°M en agua desionizada; b) citrato de
sodio al 2.5x10™*M en agua desionizada; c) NaBH, al 0.1M la cual se dejé enfriar a -5°C por 15
minutos. En un vaso de precipitados se agregaron 20 mL de solucion de HAuClyy 20 mi de citrato
de sodio, utilizando agitacién ligera durante 1 minuto. Después se aumentd el vigor de la agitacion
magnética y se agregaron 0.6 mL NaBH, gota a gota a la mezcla. Se dej6 agitando
aproximadamente 15 minutos, hasta que la solucion se tornd de coior rcu‘o—anaranjado13 {Figura

13).

Figura 13, Diagrama para la preparacion de AuNPs por el método de borohidruro de sodio.
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La reaccién propuesta es la siguiente:

3NaBH4+8HAuCl4+6H20—>3N3802+Au+32HC|

3.2.3 Sintesis de AuNPs por el método de hidroxilamina

Se prepararon dos soluciones: a) HAuCl, al 3 mM en un medio de 2% gelatina; b) sulfato de
hidroxilamina (NH,OH);* H,SO; al 10 mM en 2% de gelatina. En un vaso de precipitados se
vertieron 100 mL de cada una de las soluciones preparadas anteriormente y se ajusté el pH a9
(utilizando HCl y NaOH) inmediatamente con agitacién magnética constante. Posteriormente se
ajusté y mantuvo fa solucién a 20°C y pH 9y con agitacion rigurosa por 2 horas. Se obtuvo una
solucién color azul marino que se dejoé reposar a temperatura ambiente durante 2 horas. Para
preparar la muestra para TEM y SEM, ésta fue filtrada al vacio por aproximadamente 6 horas. El
producto obtenido fue una oblea en la que las AuNPs quedaron adheridas al papel filtro™ (Figura

14).

Figura 14. Diagrama para la preparacién de AuNPs por el método de hidroxilamina.
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para realizar el filtrado de ia solucion coloidal se utilizé un matraz Kitazato boca esmerilada
(200 mL) y tapén de pldstico junto con un embudo Biichner esmerilado con placa filtrante y filtro
micropore 0.02pm, de PALL Corporgtion con membrana de Nailon, con manguera de plastico
conectada a una bomba de vacio. El control de pH se llevo a cabo con el pH metro digital VWR

Symphony.
La reaccién propuesta es |a siguiente:

HAuCl;+5NaOH = NaAu{OH),+4NaCH+H;0,

2NaAu(OH)4+3(NHgOH)2 + H,50,+4NaOH-=> 2Au+3N;+18H,0+3Na;504

La efectividad como reductor del sulfato de hidroxilamina se incrementa conforme el valor
de pH de la reaccion se incrementa; al principio de la reaccién se ajusta a 9 utilizando NaOH. La
temperatura de la reaccion es el factor clave para Ja produccion de AuNPs'.

3.3 Eleccion del método de citratos

En este trabajo se eligieron tres métodos de sintesis de AulNPs a partir de diez métodos
analizados bibliograficamente. Estos métodos debian cumplir con caracteristicas optimas de
simplicidad, economia y propiedades de las AuNPs. El Unico método que cumplié con todas las
caracteristicas fue el método de sintesis por citrato. Una vez elegido el método se optimizaron sus

parémetros de sintesis de tal manera que obtuviéramos las AuNPs deseadas.
3.3.1 Optimizacion de la sintesis de AuNPs por el método de citratos

La optimizacién del método de sintesis de reduccién por citrato de sodio se llevd a cabo
variando la concentracion del agente reductor citrato de sodio. Para preparar soluciones coloidales
se hizo una solucién de acido cloroadrico HAuCl, de 0.5 mM en agua desionizada, y un grupo de
soluciones de citrato de sodio a concentraciones crecientes de 0.5 mM, 1 mM, 1.5 mM, 2.5 mM, 3

mM, 5 mM, 10 mM, 25 mM, 40 mM y 50 mM en agua desionizada. Primero, 20 mL de la solucién
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de HAuCI, se calentaron hasta alcanzar la ebullicién. Inmediatamente después de iniciada la
ebullicién se agitd la solucién vigorosamente con un agitador magnético. Segundo, se agregé 20
mL de la solucién de citrato de sodio a gota seguida, constanie y moderada con agitacion
magnética rigurosa. Se mantuvo en agitacién y con temperatura constante hasta que la mezcla
dejo de cambiar de color y presenté un color rojo vino. Una vez que se obtuvo dicho coler, se retir6
del calor y se dejé enfriar a temperatura ambiente con agitacion por 5 minutos. Este procedimiento
se repitio para cada una de las concentraciones de citrato de sodio. Enla Figura 12 se muestra un
diagrama de la sintesis. De este grupo de muestras se eligié la muestra con concentraciones de
precursor/reductor de Ca,=0.5mM/Cy=5mM= 1:10 que presentd mayor estabilidad en el tiempo,
menor distribucién de tamafios y morfologia esférica. Se procedié a la siguiente etapa de

experimentos que es la funcionalizacién.

3.4 Funcionalizacion de AuNPs con cisteina

Para la funcionalizacién se prepararon varias soluciones a concentraciones creciente de
cisteina de 10, 20, 30, 50, 80, 100, 200 y 300 uM. Primero se realizé la sintesis de las AuNPs
siguiendo el procedimiento descrito en la optimizacion de la sintesis de AuNPs. Una vez que las
AuNPs fueron sintetizadas, se dejaron enfriar con agitacién hasta que la temperatura disminuyé a
80 °C. Manteniendo la agitacion, se agregd la solucion de cisteina. La Figura 15 muestra los pasos

para la funcionalizacién.

i
-4
A l:g
£t

Figura 15. Esquema de funcionalizacién de AuNPs con cisteina.
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3.5 Técnicas de caracterizacion

Para el estudio de las AuNPs y verificar que estas cumplan con los pardmetros deseados
mencionados al principio de este capitulo (véase Tabla 6} se utilizaron las siguientes técnicas de
caracterizacion:

3.5.1 Espectroscopia UV-Visible

Por medic de espectroscopia UV-Vis se

estudio el estado electrénico del oro {cationes de
Au(3+) pico ~250 nm, nanoparticulas ~500 nm,
camulos con didametro de menos de 1 nm 300-400
nm™). Para la caracterizacién éptica de las muestras

se utilizé el espectrometro de UV-vis, Cary 300 SCAN

de Varian *°. La muestra liguida se colocd dentro de

Figura 16. (a) Equipo UV-visible Cary 300
una cubeta de cuarzo dptico de 10 mm de espesor y Scan y {b) cubeta de cuarzo dptico’.

3.5 mL de volumen. N. de parte 6610001100
(Figura 16). Se determiné el espectro de absorbancia de cada una de las muestras para corroborar

la produccién de AuNPs, y estudiar la cinética de almacenaje de las muestras preparadas.

Para medir concentracién de nanoparticulas de oro en solucién se necesita obtener la
curva de calibracién (funcién de altura o drea superficial del perfil del pico de concentracién de
nanoparticulas en solucién coloidal). En casc del presente trabajo no es posible conseguir
soluciones de calibracién comerciales porque cada curva de calibracién cambia con respecto al
tamafio, forma, etc. de las nanoparticulas. En nuestro trabajo el método de espectroscopia de UV-
Visible se aplicé como un método semi-cuantitativo de caracterizacién de concentracion y

propiedades (tamafio, morfologfa, interaccién, etc.) de AuNPs.

Las medidas de absorbancia (o transmitancia) se llevan a cabo por medio del
espectrofotémetro UV-Vis y son complementarias a las de luminiscencia. En este tipo de medidas
se hace pasar un haz de luz a través de una muestra y posteriormente se analiza que parte de ella

ha sido absorbida. Normalmente los espectrofotémetros funcionan con un sistema de doble haz:
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uno de ellos incide sobre la muestra mientras que el segundo llega a un detector sin atravesar
ningtn cuerpo (Figura 17). Posteriormente se comparan las intensidades de ambos haces con lo
gue se puede calcular la cantidad de luz absorbida o reflejada por la muestra. Con este sistema se
evitan posibles errores debidos a la inestabilidad de la ldmpara o a su respuesta espectral.

Légicamente, las medidas de absorbancia no pueden realizarse sobre muestras opacas.

Fuente de Luz UV
Gradilla de :
Difraccion l :
-1 Espejo 1
Ranura 1
Ranura 2 e Fuente de'Luz Visual
Fiitro £
Celda de
Referencia Detector 2
Haz de R ﬂ gfwfI
Referencia 7 ) u L 0
o Lentel
Medio Espejo
o Celdadela
Espejo 2 Muestra Detector 1
Haz de e ﬂ n_gmwl
_ iz Muestra A @
Espejo 3 Ll ULenteZ

Figura 17. Diagrama de un espectrofotémetro UV-Visible tipico.

La absorcién (A} de un material se define como el cociente entre la intensidad de la luz que
incide sobre el mismo lpy la luz que absorbe /g La absorcién esta relacionada con el coeficiente de

absorcion (o) seglin la ecuacion:

donde d es el espesor de la muestra. De la anterior ecuacion se deduce que el perfil del
espectro de absorcién de una muestra dependera de su espesor. Por ello, para caracterizar un
material se utiliza habitualmente el coeficiente de absorcidn (a), cuyo perfit no depende del
aspesor. De esta forma se pueden comparar curvas de absorcion correspondientes a muestras con

distinto espesor™.
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3.5.2 Microscopia electronica de barrido (SEM) y espectrofotometria de

energia dispersa (EDS)

El equipo de SEM con sonda para EDS se
utilizé para realizar la investigacién de morfologia
y analisis elemental de las muestras. Estos
estudios fuercon realizados con el equipo JEOL
Scanning Miscroscope JSM-5300 con sonda para
EDS Thermo Noran 4473-B {Figura 18)%. Se
obtuvo morfologia de las muestras, asi como el

andlisis quimico de la muestra.

Figura 18, SEM JSM-5300

La preparacion de muestras para SEM y EDS se llevo a cabo de la manera siguiente:

1. Se tomd un portamuestras de vidrio, se limpié con agua desionizada y con acetona, se dejé
secar.

2. Sobre el portamuestras se adhirié un trozo pequefio ~1 cm? de cinta de grafito.

3. Se colocd una gota de la muestra de orc coloidal sobre la cinta de grafito v se dejé secar a
temperatura ambiente durante 24 horas.

4. El portamuestras de vidrio se colocd sobre el portamuestras del SEM.

El SEM esta disefiado para el estudio de las superficies de objetos solidos. Por medio de un
barrido con un haz de electrones el cual ha sido generado y enfocado por la operacion del
microscopio®. La resolucién es del orden de 1 nm, en términos de amplificacién se puede decir que
amplifica hasta 200,000 veces. Permite una mayor profundidad de campo que el microscopio
optico. Por esta razon el SEM puede producir imagenes que son una buena representacion de la
topografia tridimensional de la muestra. Cuando un haz de electrones incide en la muestra, se
producen muchas interacciones entre los electrones del mismo haz y los electrones de la muestra
(rayos x, electrones Auger etc. Figura 19); cuando los electrones de! haz incidente pierden energia

(dispersidn inelastica) provoca que otros electrones salgan despedidos de los atomos de la muestra
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y se producen electrones. Estos se mueven tan lentamente y se encuentran cargados
negativamente, pueden ser atraldos al detector polarizado con una diferencia de potencial
positivo. De este modo, se pueden colectar electrones de un area amplia y alrededor de esquinasy
bordes. Esta capacidad de los electrones secundarios es lo que permite ia obtencion de imégenes
con aspectos tridimensionales™ de la muestra. EI SEM que se utilizé en este trabajo se encuentra
equipado con un detector de rayos X, se puede aprovechar que los rayos X tienen la “firma” del
elemento que los produjo Y asi realizar un andlisis quimico en el 4rea de resolucion del

instrumento™

Interacciones Electrén/Muestra

Electrones Pr:marms Retrod;spersadus :

. “Rayos X 4
Informacién delia composwnén quimlca en

_'Io pnmerus m:crometros dela supcr{‘cu, i

Elegtrones Auger

Informacuon de Ea composicion en; la:
: 6rn|cas (A) :

Etectmne5 Secundano '

Figura 19. Esquema de tipos de electrones emitidos.
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3.5.3 Microscopio electrénico de transmision (TEM)

El andlisis de morfologia, tamafio

de las nanoparticulas e interaccion
fueron realizadas con el microscopio
electrénico de transmisién JEOL JEM-
2010. Se utiliz6 una rejilla de cobre de
malla 400 recubierta con carb6n (LACEY)

de SPI supplies (Figura 20)* para

soportar la muestra. 2
Figura 2. (a} TEM JEM-2010""y (b) rejilla de cobre

22
para colocar la muestra™.

Para analizar las muestras por TEM se coloco una gota de la solucién de la muestra sobre

la rejilla, 1a cual posteriormente se dejé secar en aire.

El TEM permite la observacidn directa, sobre una superficie fosforescente de la imagen
formada por los electrones que atraviesan una fina capa del material objeto de estudio (muestra).
Posee una fuente emisora de electrones y una serie de lentes electromagnéticas encargadas de
focalizar el haz sobre la muestra”. Una vez que el haz ha atravesado el material, pasa por una serie
de lentes magnéticas encargadas de ampliary enfocar Ja imagen de la muestra sobre una pantalla
fosforescente, sensible a los electrones. También dispone de una lente objetivo de apertura
variable y otra de difraccién (Figura 21). La apertura del objetivo aumenta el contraste de la
imagen en la pantaila, al detener los electrones que atraviesan la muestra. La apertura de
difraccién estd situada en un plano focal intermedio de la columna del microscopio y permite
seleccionar el drea de la muestra sobre la cual se pretende realizar la difraccion. Todo el sistema se
encuentra en vacio (5x10°° torr) para evitar la dispersion de los electrones. Es una de las técnicas
mé4s poderosas para estudiar cristalografia, defectos, y en general la estructura de practicamente
cualquier material con resolucién atdomica. En este trabajo se ha utilizado como técnica de

caracterizacién para conocer y estudiar la distribucién de tamafios y la morfologia de las AuNPs.
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Lente condensadora 1

Lente condensadora 2

Apertura de condensador

Muestra

g — -2 lentes objetive
ISR
2@ Diafragma selector

Lentes intermediario

Lente de proyeccién

pantalla {imagen)

Figura 21. Esquematico de la trayectoria del haz de electrones para TEM.

3.5.4 Potencial zeta

Para registrar los cambios de carga de las
nanoparticulas coloidales antes y después de
funcionalizar las NPs se utilizé el equipo de
potencial zeta de Malvern Instruments—Zetasizer,
NANO-7S. Se utilizaron celdas capilares

desechables DTS 1060 (Figura 22)* para colocar

la muestra.

Figura 22. {a) Equipo de medicién de potencial
zeta, (b) celda utilizada™

Ei potencial zeta es una propiedad fisica que exhibe cualquier particula en suspension. La
capa de liquido que rodea la particula consiste de dos partes: una regidn interna {capa de Stern),
donde los iones estan fuertemente ligados y una externa (capa difusa) regién en ja que estan

asociados con menos fuerza. Dentro de la capa difusa hay un limite teérico dentro del cual los
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iones y particulas forman una entidad estable. Cuando una particula se mueve {por ejemplo,
debido a la gravedad), son los iones dentro de los limites los gue la mueven, mientras que los
iones mds alla del limite permanecen en el dispersante. El potencia! en esta frontera (superficie de
corte hidrodindmico) es el potencial zeta (Figura 23). La magnitud del potencial zeta da una
indicacién de! potencial de estabilidad del sistema coloidal, Si todas las particulas en suspension
tienen un potencial zeta positivo 0 negativo grande entonces tenderén a repelerse entre si y no
habra tendencia a que las particulas se unan. Sin embargo, si las particulas tienen valores de
potencial zeta bajos entonces no habra fuerza alguna para evitar que las particulas se unan y

floculen®.

plano deslizante

. Particula con carga
superficial negativa

e
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+
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o ]
i v . N
B 4 q Capa difusa
. s b *
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-
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Distancia de la superficie de la
particula

Figura 23. Representacion esquematica del potencial zeta.

El sistema de medicién de potencial zeta utilizado en este trabajo consiste de seis
componentes principales {Figura 24). En primer lugar, se utiliza un laser {1) como fuente de juz
para iluminar las particulas dentro de la muestra. Para tomar mediciones de potenciai zeta, el haz
de luz se divide en un haz incidente y uno de referencia. El haz incidente pasa por el centro de la
celda de la muestra, (2) y la luz es dispersada con un dngulo de 13° {3). Cuando se aplica un
campo eléctrico a la celda, cualquier particula que se mueva a través del volumen que se esta
midiendo causara fluctuaciones en la intensidad de luz detectada con una frecuencia proporcional
a la velocidad de la particula. Esta informacion se analiza en un procesador digital de sefiales (4) y
después pasa a una computadora (5). El espectro de frecuencias as{ producido, se analiza con el

programa de Zetasizer nano  por medic del cual se calculan la movilidad electroforética y el
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potencial zeta alcanzado. . La intensidad de la luz dispersada detectada deberd de encontrarse
dentro del rango especifico para que el detector lo pueda medir. Esto se logra utilizando un
atenuador (6), el cual ajusta la intensidad de la luz. Se utiliza un compensador (7) para corregir

cualquier diferencia en el grosor de la pared de la celda y efectos de refraccion del dispersarte”.

plico

Hazde @ @ @ Combirado

Referencia 6

[ S |

& AT Com ensaion |

Renuradel hez & R e s wica |
Hazincidente | ey Diepersion ;

@ . Laser

_Yprocessdor de Sefial
Digitsd

6 6 0

Eigura 24, Configuracion dptica del equipo de potencial zeta.
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Tabla 8. Reactivos utilizados para la sintesis y funcionalizacién de las AuNPs

P.M. 294,10
Lote 4-3103-12522
Acido sulfirico de hidroxilamina Sigma-Aldrich 99.99% {metal basis}
H,NOH),*H,50, CAS 10039-54-0

FW 164.14

mp 170°C

Citrato de Sodio CgHsNaz 05 - H.0 Jalmek

o—

Lote No. 511951 CAS 7647-01-
0, f.w 3646

Spéctrum cherﬁical MFG.
Corp

Acido clorhidrico HCI

121800
P.M. 175.64
CAS-7048-04-6

L-Cisteina CgH,NO,S*HCI*H,O Sigma-Aldrich

id
*Todos los materiales en grado reactivo.
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Capitulo 4

4.0 Resultados y Discusion

En este trabajo se eligieron tres métodos de sintesis de AuNPs a partir de diez métodos
analizados bibliograficamente. Estos métodos debian cumplir con caracteristicas Optimas de
simplicidad, economia y propiedades de las AuNPs. Los métodos de sintesis se reprodujeron en el
laboratorio y se eligié el mas econémico, reproducible y sencillo que produjera AuNPs esféricas, de
didmetro aproximado de 20 nm. A continuacioén se optimizé el método, variando la concentracion
del agente reductor. Por Gltimo, se funcionalizaron las AuNPs con distintas concentraciones de

cisteina. A continuacion se describe cada uno de estos pasos.
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4.1 Eleccién de Métodos de Sintesis de AuNPs

Los métodos 8, 9y 10 los cuales fueron elegidos para ser reproducidos en el laboratorio
utilizan citrato de sodio, borohidruro de sodio y sulfato de bis (hidroxiamonio) como reductores,
respectivamente, y parten del dcido clorodurico como precursor. A continuacién (Figura 25) se

muestra la relacién y diferencias que existen entre los tres métodos seleccionados.

Nos referiremos a los métodos segun su agente reductor: el método 8 o método de
citratos, el método 9 o método de borohidruro se encuentran en medio acuoso y estan
estabilizados por citrato de sodio, el método 10 o método de hidroxilamina se encuenira en

medio de gelatina y estd estabilizado por esta misma.

‘Pracusor.

 edie
irGelatina

S Reduster
U Acldo sutfaricode
i hidroxdlamina
: '(Nszm:L'HisQé .

L : Reductor .

- Estabilizador <0
.-+ Citrato de sodio; "
" NByCHi07.2H,0

Figura 25. Diferencias principales entre los tres métodos de sintesis elegidos.

En la Figura 26 se muestra la estructura de las moléculas utilizadas como reductores y

estabilizadores.
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(a) Citrato de sodio {b) Borohidruro de sodio {c) Sulfato de bis (hidroxilamonio)
_Mat H - + 2=
0.0 H o
+ ot - -4
N TN H A Y
H Hl, L ©
{d} Gelatina

o
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[ e o 3] [ ¢ e b st 15 i i (X e e £ e B

Ty

T a P !
sl —on— BB i N
e S mane s
Em é E]W“

P i M
+

NH,

Figura 26. Moléculas reductoras y estabilizadoras de la suspensidn coloidal: (a) citrato de sodio; {b)
borohidrura de sodio; (c) sulfato de bis {hidroxilamina); (d) gelatina.

4.2, Caracterizacion de AuNPs

En el laboratorio se reprodujeron los tres métodos seleccionados y se realizé su debida

caracterizacion y analisis de los resultados.

4.2.1 Muestras obtenidas por el método de citratos

4.2.1.a Caracterizaciéon quimica y morfologica por EDSy SEM

A través de EDS (Figura 27) se realizé el andlisis elemental en el cual se identifico la
presencia de oxigeno, zinc, carbono, oro, cloro. La presencia de todos estos elementos era
esperada ya que las muestras no estaban lavadas. La aparente presencia de zinc se cree es dehido

a una contaminacién de la espatula utilizada al preparar la solucién de HAuC,.
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Figura 27. Estudio EDS de particula tipica de la muestra,

La contaminacién de Zn no se estudi6é a mayor profundidad debido a que esta no afecta la

produccion de AuNPs.
Mediante la técnica SEM se puede observar la muestra secada en aire. Se observa la

tendencia a formar agregados a través del portamuestras (Figura 28a). A una amplificacién mayor

(Figura 28b) se observan patrones de aproximadamente 0.33um gue se repiten.

™ b

200 fatterpiel

Figura 28. Micrografia de SEM de muestra preparada por el método de citrato de sodio, con (a) menor y (b)
mavyor amplificacién, imagen de! patrén que se observa en toda la muestra.
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4.2.1.b Caracterizaciéon éptica por UV-Visible
Las propiedades opticas de las AuNPs son dominadas por el plasmoén superficial. Para

AuNPs en el rango de 5-20 nm, el plasmén superficial aparece alrededor de los 530 nm. En nuestro

caso obtuvimos un maximo de absorbancia en los 527 nm, su ancho de pico fue de 77 nm (Figura

29).

527nm

85

Q8-

Absorbancia(u.a.)

03

an T

100 400 800
Longitud de onda (nm)

Figura 29, Espectro UV-VIS de muestra de solucion coloidal inmediatamente después de ser sintetizada.

Para realizar la medicién del ancho de pico se utilizé el programa origin: se sustrajo una
linea recta (el fondo) del espectro, como se muestra en la Figura 30 {a) para ajustar el pico al
origen, esta recta se defini¢ suponiendo que la pendiente observada en el drea de! espectro menor
a 10s 400 nm no corresponde a un pico intensivo de otro estado del oro, este estimado se realizé en
base a un trabajo realizado previamente por nuestro grupo’ donde se utilizaron muestras patrones
comerciales de AuNPs que mostraron un aumento gradual de linea base en direccion de longitudes
de ondas menores’; por lo tanto, la sustraccion de la recta se tomd considerando de minimo a
minimo del pico. Después se midié el maximo del pico que para este caso fue 0.762 nm, y a la

mitad de esta altura se midié el ancho del pico {Figura 30b) que dio un total de 77 nm. Se realizé el
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mismo ajuste para determinar intensidad, posicién y ancho de pico de todos los espectros

mostrados durante este trabajo.

1.5 { 154 (h)
% 1.0+ < 1.0
e P 527nm
& 2 el
o m
2 2
2 2
< 0.5 < 0.5

0.0 . y , . . 1 0.0 N . . ' ; —’/f/

400 600 800 400 7700 800
Longitud de onda (1) Longitud de onda (A}
g

Figura 30, Espectro UV-VIS que muestra la medicién del ancho de pico: {a) ajuste del ancho de pico al
origen y (b) medicién del ancho de pico.

4.2.1.c Caracterizacion de morfologia y tamafo por TEM

Para corroborar la informacién obtenida por UV-Visible se realizé una serie de micrografias
por TEM (Figura 31) en las cuales se observo alta tendencia de las nanoparticulas a la morfologia
esférica, presentando algunas particulas menos comunes con geometria de triangulos y presencia
de algunos hexagonos. £l tamafio observado es de ~20 nm y se advierte la presencia de particulas
de menor didmetro. Se cree que son semillas de particulas que no crecieron. Tomando en cuenta
su bajo contraste se puede suponer que son parte orgdnica de la solucion {por ejemplo, citrato de

sodio).
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Figura 31. Micrografias TEM de nanoparticulas de oro preparadas con el método de citratos con diferentes
amplificacidnes.

4.2.2 Muestras obtenidas por el método de borohidruro de sodio

4.2.2.a Caracterizacién quimica y morfolégica por EDSy SEM

A través de EDS (Figura 32) se realizé el andlisis elemental en el cual se identifico la
presencia de oxigeno, zinc, sodio, carbono, oro, cloro, calcio. La presencia de todos estos
elementos era esperada ya que las muestras no estaban lavadas. La aparente presencia de zincy
calcio se cree que fue debida a una contaminacion. Este método se repitio varias veces y siempre
aparecieron contaminaciones, lo dque nos indica que este método tiende a presentar

contaminaciones. Estas contaminaciones no alteran el producto obtenido.
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4.2.2.b Caracterizacion éptica por UV-Visible

1.2 -
n:i 0.9 —
=]
=
= )
=
o o0 =4
o}
=
= p
(¥
~
- oz .
R et S
o.® : v ; v T
a4 L-1+21] 049

Longitud de onda (hm)

Figura 34. Espectro UV-VIS de muestra de solucién coloidal inmediatamente después de ser sintetizada.

Estas nanoparticulas fueron preparadas de acuerdo a la literatura', donde se reporté una
estabilidad de semanas. En el presente estudio, al sintetizarlas y repetir la sintesis en 3 ocasiones
encontramos que la estabilidad fue de solamente un par de horas. En la Figura 34 se observa el

espectro que muestra la inestabilidad de la muestra.

4.3.2.c Caracterizacién de morfologia y tamafio por TEM

o4 20nm b

Figura 35. Micrografia TEM de nanoparticulas de oro preparadas con el método de borohidruro de sodio
(a) mayor y {b) menor magnificacién.
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La caracterizacion fue por medio de micrograffas por TEM (Figura 35) gue presentan
particulas de un didmetro aproximado de 3.5 nm, con geometria principalmente esférica. Aunque
atn no se puede confirmar la formacién de AuNPs, puede ser que estas particulas sean sélo

agregados de las sales que se formaron al mezclar ambas soluciones.

4.3.3 Muestras obtenidas por el método de hidroxilamina

4.3.3.a. Caracterizaciéon quimica y morfolégica por EDSy SEM

Mediante la técnica de EDS (Figura 36) se realizd el andlisis elemental en el cual se

identificé la presencia Unicamente de oro ya que las muestras fueron filtradas y lavadas con agua

desionizada antes de ser anaiizadas.

Figura 36. Estudio EDS de particula tipica mostrada en SEM. El andlisis elemental denota la presencia de
oro una vez gue las NPs se lavaron,
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Figura 37. Micrografia de SEM de muestra preparada por el método de hidroxilamina (a} menor y (b}
mayor amplificacién.

Para realizar andlisis de las muestras preparadas por este método se inicio con la
caracterizacion con SEM. En las imédgenes obtenidas se puede observar la muestra secada en aire.
Se observa la tendencia a formar agregados esféricos a través del portamuestras (Figura 37a). A un

mayor amplificacién {Figura 37b) se observan patrones aglomerados de aproximadamente 3um.

4.2.3.b. Caracterizacién éptica por UV-Visible

Mediante la técnica de UV-Visible {Figura 38), se obtuvo un espectro donde el méximo del

pico se encuentra en 593 nm, y el ancho de su pico es de 224 nm.

1.8
1.0 —
]
% u S93am
2 /
=
@
2
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]
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400 " 800 800
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Figura 38. Espectro UV-VIS de muestra de solucién coloidal inmediatamente después de ser sintetizada.
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Es evidente que las AuNPs que muestran el espectro deseado son las de citrato de sodio.

4.2.3.c. Caracterizacién de morfologia y tamafto por TEM

Figura 39. Micrografia de TEM de muestra preparada por el método de acido sulfdrico de
hidroxilamina (a) menor y {b) mayar amplificacién.

Para confirmar los datos arrojados por UV-Visible se realizé una serie de micrografias por
TEM {Figura 39) en las que se observan particulas con alta tendencia esférica y alta tendencia a
aglomerarse. En este caso, las soluciones se encontraban en un medio de gel, por lo que se cree

gue la gelatina contribuye grandemente a la alta tendencia de aglomeracion.

4.3 Estabilidad de los coloides de Au

La reduccibn quimica de sales de metales de transicion en presencia de agentes
estabilizadores, se lleva a cabo para generar coloides metalicos en medio acuoso u organico, Este
tipo de soluciones coloidales requiere de agentes protectores para ser estabilizadas y evitar
aglomeraciones. Se distinguen dos modos bdsicos de estabilizacion: primero, la estabilizacion
electrostética, basada en la repulsion eléctrica de ia doble capa entre las particulas; segundo, la
estabilizacién estérica, lograda por la coordinacién de moléculas orgénicas que fungen como

escudo protector de la superficie metalica. De esta manera se separan los nicleos metalicos entre
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si y se evita la aglomeracion. Los principales grupos protectores descritos principalmente en la
literatura son: polimeros que cuentan con dtomos de : P, Ny S. En general, se utilizan agentes
reductores lipofilicos son utilizados para proteger coloides metdlicos que son solubles en medio
organico u “organosoles”, por otra parte, se utilizan agentes hidréfilicos para producir coloides
solubles en agua ¢ “hidrosoles”. Aunque en un principio los agentes revestidores se utilizaron
inicialmente para evitar la agregacion de particulas, ahora se utilizan ampliamente para el control

de tamafio y forma, y también para controlar las propiedades de 1a superficie durante la sintesis”.

Durante la sintesis por cada uno de los tres métodos, a simple vista se concluyé que los
coloides de oro sintetizados por el método de citrato de sodio son altamente estables; hasta el
momento tienen una estabilidad de 11 meses. Por otro lado, los coloides sintetizados por el
método de borohidruro de sodic se precipitaron a las pocas horas después de haber sido
sintetizados. A su vez, las soluciones coloidales de Au preparadas por el método de hidroxilamina
tuvieron alta tendencia a acumularse, de tal manera que las particulas fueron junténdose hasta

formar grandes cimulos y perder sus propiedades coloidales (Figura 40).

Figura 40. Fotograffa se soluciones coloidales después de 2 horas de haber sido sintetizadas, (a) método de
citratos, (b) borohidruro de sodio2, {¢} método de hidroxilamina.

4.4 Reproducibilidad de sintesis de AuNPs

Como siguiente paso de este trabajo se realizé una prueba de reproducibilidad al método
de citratos, ya que los métodos de borohidruro e hidroxilamina fueron descartados debido a su
baja estabilidad y dificultad de sintesis. E! método de citratos se replicd cuatro veces, £n la Figura
41 se observan los cuatro coloides obtenidos, los cuales presentan una coloracion color rojo

obscuro similar. A simple vista se puede inferir su alta reproducibilidad. Para comprobar esto se
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realizaron espectros UV-Vis. En la Figura 42 se exhiben los espectros obtenidos para cada una de

las cuatro muestras preparadas, donde se observa claramente la concordancia de los picos, lo cual

constituye evidencia de su alta reproducibilidad.

Absorbancia (u.a.)

6(l)0
Longitud de onda(nm)

T
400

Figura 42. Espectro UV-VIS dela reproduccion del método de citrato de sodio.
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4.5 Seleccion del método dptimo: sintesis de AuNPs por citratos

Al realizar la sintesis y caracterizacion por los tres métodos elegidos, obtuvimos diferencias
en los resultados con respecto a los parametros de las NPs establecidos {véase Tabla 6 del capitulo
de método experimental) que nos permitieron discernir entre los métodos y elegir el 6ptimo. Una

variante fundamental fue el didmetro de las NPs (Figura 43) obtenidas.

Método de citratos Método de borohidruro Método de hidroxilamina

~3.50m ~10nm

Figura 43. Representacién de diametros de las AuNPs obtenidas por los 3 métodos.

Tabla 9. Comparativo de los métodos utilizados y cumplimiento de condiciones deseadas

La Tabla 9 muestra que los tres métodos son econdmicos. El método de hidroxilamina
implica mayor complejidad de sintesis ya que al preparar ias AuNPs la temperatura debe estar
controlada a 20°C; si no es asi, no se lleva a cabo |a formacién de AuNPs. Las AuNPs producidas por
este método tienden a agregarse y a precipitarse, por tal razén presentan baja estabilidad. El
método de borohidruro es el mas inestable entre estos tres métodos, y al caracterizar la muestra
no obtuvimos informacién de que se hayan formado AuNPs. Por esa misma razén no se le dio

seguimiento a este método ya que no cumplia con 2 de los pardmetros, estabilidad y facllidad de
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sintesis. El método de citratos, a diferencia de los otros dos métodos, es faciimente reproducible,
altamente estable, econémico v facil de realizar. La geometria de las AuNPs es esférica con un
didmetro de ~20 nm. Todo lo anterior hace del método de citratos el candidato perfecto para ser

utilizado para las siguientes secciones de este trabajo.

Una vez elegido el método mas conveniente de sintesis de las AuNPs, realizamos la sintesis
variando la concentracion del agente reductor (citrato de sodio) para continuar la optimizacion de

este método.

4.6 Optimizacién del método de sintesis de citrato de sodio

La sintesis quimica de nanoparticulas metalicas por medio de reduccién de su sal metalica
es un proceso sencillo que sélo requiere la mezcla de los agentes en condiciones externas hien
definidas. Estas condiciones pueden afectar sutilmente la morfologia final de las particulas. En este
trabajo nos hemos concentrado en los cambios de concentracion del agente reductor. Pero es
necesario mencionar que otros paradmetros, tales como la temperatura o valor del pH, también
tienen una gran influencia en la morfologia. Reducir fa temperatura durante la reaccion del citrato,
por ejemplo, afecta drdsticamente el tamafio y la calidad final de las AuNPs, produciendo

didmetros mayores y formas irregulares’.

Para optimizar la sintesis de AuNPs {morfologia, estabilidad, etc.) del método de sintesis
de AuNPs se prepararon diez muestras de AuNPs en dispersién acuosa utilizando el método de
reduccién de HAuCl, y variando la concentraci6n de citrato de sodio. En la Tabla 10 se muestran
las condiciones de preparacién de los coloides. En éstos la modificacién de la relacién de
concentraciones de oro: citrato se llevé a cabo en el rango de 1:1 a 1:100 y la proporcién de

oro=0.5mM (Au3*) se mantuvo constante para el siguiente grupo de muestras.
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Tabla 10. Condiciones de preparacién de coloides de Au

e Solucién de citrato | Proporcién relacién pH del i Nq_mb_re
Myestea de sodio en mM molar 'TCI,,JC',E; coloide a;ignado. 4

: _ Litdapis o muestras

1 05 11 3.48 AuCit 1:1

‘2 1 1:2 5.21 AuCit 1:2

3 15 1:3 5.78 AuCit 1:3

4 2.5 1:5 6.25 AuCit 1:5

_ 5 3 1:6 6.32 AuCit 1:6
6 5 1:10 6.63 AuCit 1:10
T 10 1:20 6.88 AuCit 1:20
8 25 1:50 7.02 AuCit 1:50
9 40 1:80 7.20 AuCit 1:80
10 50 1:100 7.27 AuCit 1:100

® Cpre/Cmd Relacién molar que existe entre la concentracién del precursor y concentracion para el reductor

Los espectros de absorbancia de las AuNPs fueron registrados inmediatamente después de
que las nanoparticulas fueron preparadas y enfriadas a temperatura ambiente (Figura 44a) y
muestran claramente la variacién de intensidad y anchura de picos. En la Figura 44b se muestran
los espectros, con ajuste realizado eliminando el fondo. Es claro que hay una disminucion en la
intensidad de los picos dependiente de los cambios de concentracién de citrato de sodio, también
se observa un cambio en el ancho de los picos. Para observar de una manera mas clara estos

cambios se realizé una comparacién de los valores medidos a mayor detalle en la Figura 45.

(a)
1.2 o,
N\ AuCit 1:1
AuCit 1:2
AuCit 1:3
0.9 -\ - AuCit 1:5
—— AuCit 1:6
< | -~ AUCTt1:10
3 ———— AuCit 1:20
Py ~ AuCit 1:50
- e e A U AuCit 1:80
-g i <o AuCit 1:100]
-'g
<
0.3 -
0.0 —

- T .
460 600 800
Longitud de onda (nm)

Figura 44. (a) Espectro UV-VIS de las muestras preparadas con diferentes concentraciones de citrato.
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(b
1.2
—— AuCit 1:1
I AuCit 1:2
------------ AuCit 1:3
93 nee AUGIE 1:5
r AuCit 1:6
S o AUCHt1:10
3 o~ - .
o tendencia N[ AuCit1:20
2 a5~ /\ |~ AuCit 1:50
c ¥ ; 5,
3 j — AuCit 1:80
o —— AuCit 1:100
()]
Q0
<
0.3
0.0 =t ; ,

I
400 600
Longitud de onda (nm)

Figura 44. (b) Espectro UV-VIS de las muestras preparadas con diferentes concentraciones de citrato de
sodio con ajuste.

La Figura 45b muestra la posicién de los maximos de picos de resonancia del plasmon con
intensidades desde 0.30 hasta 0.7 u.a. (Figura 45a) Los picos se encuentran posicionados en el
rango de longitud de onda de 520-535 nm (Figura 45b y Tabla 11) y son dependientes de la
concentracién de citrato de sodio. En la Figura 45c, se despliegan las medidas de ancho de los
picos de cada una de las muestras. En la Tabla 11 se muestra un resumen de los datos obtenidos
de los picos de absorbancia en el espectro. Es claro que las muestra AuCit 1:2, 1:10 y 1:20 tienen
los valores maximos de intensidad. Las muestras 1:3 y 1:10 presentan los anchos de pico mas

estrechos.
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(c) - Tabla 11. Informacién de posicidn, intensidad y
T anchura de picos obtenida de los espectros uv-
Anchura Visible
20 9)
\ Muestra. Intensidad | Anchura.
& AuCit 1:1 534 0.549 77.13
80- / /0 AuCit 1:2 530 0.680 81.75
c | ® @ AuCit 1:3 522 0.594 69.31
& AuCit 1:5 531 0.521 90.14
AuCit 1:6 527 0.498 85
704 AuCit 1:10 522 0.708 67.88
® o ° AuCit 1:20 524 0.557 77.58
AuCit 1:50 524 0.509 80.44
AuCit 1:80 524 0.485 68.16
AuCit 1:100 525 0.378 69.16
60 T T T 7171 1 151" L
=g &2 = g 8 @ 8 9
= = = = e s T X T s
2 2 2 I z

Figura 45. Maximos de absorbancia de muestras preparadas con diferentes concentraciones de reductor;
(a) intensidad de picos; (b) posicién de picos; (c) anchura de picos de los datos obtenidos por
espectroscopia UV-VIS.

Los datos de Tabla 11 y las Figura 45 corresponden al espectro con ajuste, es decir, sustraccion de

linea base.
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Figura 46. Espectro UV-VIS de los maximos de absorbancia de las 4 muestras seleccionadas, AuCit 1:1,
AuCit 1:3, AuCit 1;10 y AuCit 1:20.

Se realizd un ajuste con el fin de encontrar la concentracién 6ptima de citrato de sodio.
Para obtener nanoparticulas de morfologia mas definida y menor distribucién de tamafios se
eligieron cuatro muestras con las siguientes proporciones 1:1, 1:3, 1:10 y 1:20 por ser las rﬁés
representativas ya que sus picos son los mas estrechos. En la Figura 46 se presentan los espectros
UV-Visible de las muestras. Es necesario mencionar que la anchura del pico nos da informacién
sobre el tamafio y la intensidad nos informa sobre la capacidad de reduccién.’ Para reforzar los
datos obtenidos por UV-Visible, se tomaron micrografias por TEM a las 4 muestras elegidas en las

que se realizd analisis mds detallado.

4.6.1 Andlisis de las 4 muestras sintetizadas por el método de

citrato

La Figura 47a muestra que con la proporcién de Au:Cit 1:1 se forman AuNPs con alta
tendencia esférica y con didmetro de 22nm + 18nm. En la Figura 47b se puede apreciar que con la
proporcién Au:Cit 1:3, las AuNPs, tuvieron alta tendencia esférica pero con didmetro menor a

15 nm 210 nm. Por otro lado, la Figura 47c muestra del lado izquierdo una vista panordmica y, del
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lado derecho, la morfologia esférica de las AuNPs con didmetro de 20 nm 15 nm. Y, por dltimo, en
la Figura 47d se observa del lado izquierdo una vista panordmica de la muestra, mientras que del
lado derecho se muestra la morfologia también con tendencia esférica y un diametro de 10 nm #

8nm. En algunos casos la morfologia presento tendencia a rodillos.

Haciendo un resumen de la informacién obtenida {Tabla 11) en las caracterizaciones
podemos comparar las 4 muestras seleccionadas. Estas 4 muestras presentan maximos de
absorbancia en el intervalo entre 520-530 nm previamente reportado para AuNPs®™ Los coloides
de oro de AuCit 1:1 y AuCit 1:10 presentan mdaximos de absorbancia mayores 1.064 y 1.026
respectivamente. Mientras que las AuCit 1:3 y AuCit 1:10 presentan los picos mas angostos. En la
Figura 44 se pueden comparar los espectros de las absorbancias. Es muy importante considerar
estos parametros debido a que en este trabajo, se busca obtener soluciones coloidales de AuNPs
con menor distribucion de tamafio y morfologia esférica. Segin la literatura®, las particulas
pequefias se caracterizan por picos anchos y menos definidos, mientras que en las particulas
grandes los picos son mas definidos y el maximo de plasmén es mds agudo, lo cual fue
confirmado por TEM (Figura 47), y posteriormente con los histogramas de distribucién de tamafio

de NP.

(a)

Figura 47(a). Micrografias de TEM con diferentes amplificaciones. El inserto muestra el histograma de
distribucion de didmetros de nanoparticula. AucCit 1:1.
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28nm

200nm

Figura 47, Micrografias de TEM con diferentes amplificaciones. El inserto muestra el histograma de
distribucion de diametros de nanoparticuia. {b} AuCit 1:3; (cJAucCit 1:10.
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Figura 47 {d). Micrografias de TEM con diferentes amplificaciones. El inserto muestra el histograma de
distribucion de didmetros de nanoparticula. AuCit 1:20.

4.7 Cinética durante almacenaje de AuNPs preparadas con citrato

Para realizar el estudio de estabilidad de las muestras, éstas fueron almacenadas en un
refrigerador convencional a 5°C. Con el fin de determinar la concentracién dptima de citrato de
sodio en la sintesis de los coloides de Au, se obtuvieron los espectros UV-VIS de cuatro muestras
seleccionadas inmediatamente después de la sintesis y se muestran en la Fig. 48a. Es clara la
semejanza en la altura y anchura de pico entre las muestras AuCit 1:1- AuCit 1:10, siendo un poco
mds ancho el pico de la primera, y entre AuCit 1:3 -AuCit 1:20. En el espectro registrado 1 semana
después (Figura 48b) se observa una pérdida de intensidad y ligero corrimiento hacia el rojo en
todos los picos, siendo la muestra AuCit 1:10 la que presenta mayor resistencia al cambio. En la
semana 2, se observa que los maximos de intensidad siguen disminuyendo levemente (Figura 48c).
En la semana 4 (Figura 48d). Se observa una dramatica caida en el pico de AuCit 1:1 acompafiada
de la formacién de un segundo hombro, mientras que AuCit 1:10 se mantiene constante en su
intensidad y anchura de pico con un corrimiento hacia el rojo. AuCit 1:3 y AuCit 1:20 presentan una

mayor anchura de pico pero su maximo de absorbancia se encuentra estable.
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Debido que una de las caracteristicas buscadas durante este trabajo fue la obtencién de
soluciones coloidales altamente estables, la muestra AuCit 1:1 fue descartada ya que se
descompuso répidamente. La aplicacion de una cantidad menor de citrato de sodio lieva a un
decremento en la estabilidad de la dispersion coloidal, dando como resultado la agregacion de

AUNPs.

Las muestras AuCit 1:3, AuCit 1:10 y AuCit 1:20 (Figura 48) presentan mayor estabilidad a
través del tiempo. Sin embargo, otros factores a considerar son el didmetro y la distribucién de
tamafio de las AuNPs. Recordando que la distribucién de tamafio de ias NPs, tenemos que AuCit
1:3 tiene una distribucién de didmetros en el intervalo de 10-20 nm, AuCit 1:20 de 5-25 nm y
AuCit 1:10 15-25 nm. Considerando esta caracteristicas se descarta la muestra AuCit 1:20 por tener
un rango de distribucién de tamafio grande. Otro factor es el tamafio de la particula; se busca que
las particulas no sean muy pequefias ya que éstas deben de ser capaces de “cargar” la molécula
biolégica con la cual seran posteriormente funcionarizadas. Por tal razén se descarté e! coloide

AuCit 1:3.
De acuerdc con lo discutido anteriormente, la muestra AuCit 1:10 presenta alta

estabilidad, menor distribucién de tamafio de diametro 15-25 nm, morfologia esférica, y, por lo

tanto, fue elegida para ser funcicnalizada con cisteina como se describe a continuacion.
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Figura 48.Espectros UV-VIS (a) al momento de sintesis; (b) una semana de haber sido sintetizadas las
muestras.
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Figura 48. Espectros UV-VIS. (c) dos semanas; (d) cuatro semanas después de haber sido sintetizadas las
muestras.
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4.8 Funcionalizacion de AuNPs con cisteina

La superficie de las particulas sintetizadas con una proporciéon de Ca/Cq=1:10 fue
modificada siguiendo el método utilizado por Majzik, et al” por medio de procesos de quimisorcién

por cistefna cuya molecula contiene un grupo tiol.

Para todas las soluciones de Au coloidal, se utilizé la proporcion de Cay=0.5mM/C=5mM=

1:10, modificando las concentraciones de cisteina (Tabla 12).

Tabla 12. Concentracién de cisteina para muestras. pH de la cisteina es 3.39

| Muestra Soluciénde | pHdel coloide (sin
cisteinaenpM |  cisteina 6.63)

=2 10 5.74
2 20 6.41
ek d 30 6.22
4 50 6.33
5 80 6.40
6 100 6.18
7 200 6.19
8 300 6.26

7.0+

@
6.5

.\“/./ \ | /.\_.

PH
8

6.0 -
5.5 T T T 1 ] T T T T
(=) o o (=] o o o (=1 [=]
b= X o «Q 1] - =] =] Q
- [=] [=] o o o = N @
= = = = = o =] =] =]
Q — - — - > &3 S 2
S 2 8 & 3 &8 = = =
: % 3 % 2 38 § 3
< x <

Contracion de cisteina

Figura 49. Grafica de pH contra concentracién de cisteina agregada.
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Se realizé un monitoreo de pH a los coloides sintetizados y funcionalizados, tomando
como pH inicial el del coloide de oro sin cisteina. Se presenté una caida del pH al agregarle la

primera concentracién de 10 mM de cisteina y tuvo oscilaciones entre 6.4 y 6.2 (Figura 49).

La funcionalizacién de la superficie de Au con cisteina fue observada (Figura 50a) al ir
incrementando las concentraciones de cisteina. El espectro de absorbancia muestra una reduccién
significativa (~40%) en el méaximo de absorbancia entre el coloide de Au sin funcionalizar y el
coloide de Au funcionalizado, asi como un ensanchamiento en el pico y un decaimiento gradual
relacionado con el amplificacién de concentracién de cisteina aplicada. Es visible que los maximos
de absorbancia se encuentran posicionados en un rango entre 523-528 nm (Figura 50b), mientras
que el coloide de Au sin funcionalizar esta localizado en 521 nm. Existe una variacion en la anchura
del pico conforme se aumenta la concentracién molar de cisteina aplicada, el cual tiende a
incrementar (Figura 50c) posiblemente por cambio de tamafio de AuNPs siendo el didmetro menor

para la muestra AuCitCys1:10:100. Anchura de picos de plasmon se aumentan cuando didmetro de

AuNPs disminuye®,

(a) - —AuCit 1:10
-------- Au-Cit-Cys 1-10-10
---------- Au-Cit-Cys 1-10-20
- Au-Cit-Cys 1-10-30
—— Au-Cit-Cys 1-10-50
- Au-Cit-Cys 1-10-80
—— Au-Cit-Cys 1-10-100
——————————— Au-Cit-Cys 1-10-200
Au-Cit-Cys 1-10-300

Absorbancia (u.a.)

0.0 T

T T
400 600

Longitud de onda (nm)
Figura 50. Espectro UV-VIS (a) ocho muestras funcionalizadas con diferentes concentraciones de cisteina
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Figura 50. Espectro UV-VIS (b) ocho muestras funcionalizadas con diferentes concentraciones de cisteina
con ajuste
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Tabla 13. Informaci6n de posicidn, intensidad y
anchura de picos obtenida de los espectros UV-

to- (c) Anchura VIS
Muestra | Posicién | Intensidad | Anchura
L \ (nm) (u.a.) (nm)
® AuCit 1:10 522 0.708 67.88
i Mg AuCitCys 529 0.278 84.74
' / ® 1:10:10
E 9\ / \, AuCitCys 528 0.373 78.68
80 o 1:10:20
AuCitCys 529 0.377 88.57
1:10:30
™ 4 AuCitCys 529 0.373 83.26
1 1:10:50
o e AuCitCys 531 0.371 90.20
e 2 g g 8 8 8 8 8 1:10:80
= & E E ¢ § g8 & ¢ AuCitCys 534 0.293 102.47
2 53 5 8 &8 8 3z 3 3 1:10:100
€T = & =% < 3 & < AuCitCys 534 0.317 94.03
1:10:200
AuCitCys 534 0.299 88.28
1:10:300

Figura 51. Graficos de datos obtenidos de las ocho muestras funcionalizadas con cisteina (a) maximos de

absorbancia; (b) posicién de picos en el espectro; (c) ancho de pico.

Se observa el amplificacién en la intensidad del pico conforme se eleva la concentracion de
cisteina de 10, 20 y alcanza su maximo en 30pM. Para la muestra de 50 pM existe un ligero
decremento, volviendo a aumentar en la muestra de 80 pM; finalmente, va decreciendo conforme
la concentracién aumenta de 100 pM a 200 uM y alcanza su punto mas bajo en 300 pM (Figura
51ay 51b) esto se cree que se debe a que la SPR depende de la constante dieléctrica del medio,
por lo tanto al ir incrementando la concentracién de cisteina vamos cambiando el medio”. De este
lote de muestras (datos Tabla 13) se eligieron las mds representativas para realizar un estudio de
estabilidad: AuCitCys 1:10:20, AuCitCys 1:10:30, AuCitCys 1:10:200 y AuCitCys 1:10:300, ya que las

dos tltimas son 1 6rden de magnitud mds grandes que las dos primeras.
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‘o Au-Cit-Cys 1-10-10
,,,,,,,, Au-Cit-Cys 1-10-20

e Au-Cit-Cys 1-10-200

e AU-Cit-Cys 1-10-300

0.9 -

Absorbancia (u.a.)

0.0 T

600
Longitud de onda (nm)

T
400

Figura 52. Muestras elegidas para ser estudiadas.

Figura 53. Fotografia de (a) AuCitCys 1:10:20; {b} AuCitCys 1:10:30; (c} AuCitCys 1:10:200; y
{d) AuCitCys 1:10:300.

En fa Figura 53 se observa que mayor concentracién de cisteina se observa un

obscurecimiento en la solucién coloidal que va desde el rojo vino hasta un rojo vino profundo.
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4.8.1. Analisis de las 4 muestras seleccionadas funcionalizadas con

diferentes concentraciones de cisteina

Mediante TEM se corrobararon los datos arrojados por espectroscopia UV-VIS. En la Figura
49a se observa ia presencia de AuNPs aisladas, pero en su mayoria tienden a acomodarse en
aglomerados. Conforme aumenta la concentracién de cisteina, en las Figuras 54 a,b,c y d se
observa que la mayoria de las AuNPs se encuentran enlazadas con otras y ya no es evidente la

presencia de AuNPs aisladas.

Se hace mas evidente [a formacién de redes de AuNPs al agregar mayor concentracién de
cisteina (Figura 54). Por otro lado, se recordara que las AuNPs estabilizadas con citrato (véase
Figura 47c) se encuentran alejadas entre si. El citrato de sodio actda como agente reductor y sus
aniones son adsorbidos por las nanoparticulas y establecen una capa difusora en la superficie que

repele a otras particulas y evita su agregacién.

En presencia de cisteina bajo condiciones acidas, los grupos funcionales de Ia cisteina son
protonados {ios grupos tiol se enlazan a la superficie del oro) de tal manera que las moléculas de
cisteina se forman conexiones {“puentes”) entre las nanoparticulas. Por lo consiguiente, se forman
largos agregados, los cuales tienden a aglomerarse con el tiempo. En las {Figuras S4a,b,c yd) se
observa un traslape aleatorio formado por las AuNPs al momento de ser depositadas en la rejilla de
cobre recubierta con carbono. Es clara la presencia de una sustancia que hace que las
nanoparticulas estén unidas unas a otras. A valores de pH correspondientes al punto isoeléctrico, el
grupo carboxilo protonado de la molécula de cisteina se enlaza covalentemente a la AuNP cargada
negativamente que se une a los grupos amino protonados de la molécula vecina, formando

puentes que unen AuNPs individuales.
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Figura 54. Micrografia de TEM de (c) AuCitCys 1:10:200 y {d) AuCitCys 1:10:300, con diferente
amplificacién.
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4.9 Almacenaje en aire y seleccion de muestras con cinética

Durante cuatro semanas de llevé a cabo un monitoreo con espectroscopia UV-VIS. Se
tomaron espectros al momento de sintesis y, después, uno por semana para observar los cambios
en el coloide de oro con cisteina. Para la muestra con menor concentracion molar que fue de 20uM
(Figura 55), se observa alta estabilidad a pasar del tiempo ya que su pico no presenta
deformaciones, ni corrimientos a lo largo del tiempo del monitoreo, lo cual hace de este coloide

un buen candidato para el suministro de farmacos que requieren almacenamiento prolongado.

——AuCiCys 1:10:20

124 AuCiCys 1:10:20-1sem
---------- AuCiCys 1:10:20-2sem
-~ AuCiCys 1:10:20-4sem

o
©
1

Absorbancia (u.a.)

0.0

1
600
Longitud de onda(nm)
Figura 55. Espectro UV-VIS de muestra AuCitCys 1:10:20.
Al incrementar la cantidad de cisteina a 30uM (Figura 56), durante la primera semana se

observa la aparicién de un segundo hombro, el cual va tomando forma e intensidad a lo largo de la

tercera y cuarta semana de monitoreo. Se cree que esto es debido a que las cisteinas que se
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encuentran enlazadas a una NP estan estableciendo un puente con las cisteinas de otra NP,

formando agregados y, por lo tanto, tenemos la presencia del segundo pico.

. AuCitCys 1:10:30

-------- AuCitCys 1:10:30-1sem
--------- - AuCitCys 1:10:30-2sem
- - AuCitCys 1:10:30-4sem

Absorbancia (u.a.)

0.0 r

1
600
Longitud de onda(nm)

I
400
Figura 56. Espectro UV-VIS de muestra 1:10:30.

Continuando con el incremento de concentracion de cisteina hasta llegar a los 200uM, se
repite la aparicién y presencia del segundo hombro a través del monitoreo en el tiempo (Figura
58), acompafiado por un decremento en los maximos de absorbancia y ensanchamiento en el pico
original. Debido a la interaccién de unas particulas influenciada por los enlaces de cisteina (Figura
57). Lo cual significa que este coloide tiene gran capacidad de anexar cualquier molécula que

quiera utilizarse en forma de farmaco dirigido debido a su alta fuerza de enlace.

c,-.r 00~ =«
O NH.T~ . "t HN Figura 57. Enlaces nanoparticulas
. Anc ',L_',‘{;_ debido a las moléculas de cisteinas.
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van —— AuCitCys 1:10:200
-------- AuCitCys 1:10:200-1sem
------- AuCitCys 1:10:200-2sem
------ AuCitCys 1:10:200-4sem
0.9

Absorbancia (u.a.)

0.0 ; . , . ;
400 600 800

Longitud de onda(2)

Figura 58. Espectro UV-VIS, de muestra 1:10:200.

Cuando se agregd el maximo de concentracién de cisteina 300puM (Figura 59), ocurrié lo
mismo con el tiempo. A la quinta semana, esta muestra presenté una desestabilizacién total
observéndose a simple ojo la pérdida del color del coloide y la floculacion de particulas, lo cual se

cree fue debido a una sobrecarga de moléculas de cisteina.

12
—‘ —— AuCitCys 1:10:300
. - AuCitCys 1:10:300-1sem
- AUCIitCys 1:10:300-2sem
0.9 - AuCitCys 1:10:300-4sem

0.6

Absorbancia (u.a.}

0.0

T ¥ T T 1
400 600 800
Longitud de onda(nm)

Figura 59. Espectro UV-VIS de muestra 1:10:300.
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Durante cuatro semanas se le dio seguimiento a la cinética de las cuatro muestras
seleccionadas por espectrofotometria UV-VIS. La muestra AuCitCys 1:10:20 (Figura 53) presento
una gran estabilidad ya que la deformacién en los espectros tomados durante ese tiempo fue
insignificante. Sin embargo, en el espectro UV-VIS de las muestras AuCitCys 1:10:30 (Figura 54),
AuCitCys 1:10:200 (Figura 55) y AuCitCys 1:10:300 (Figura 58) se registré la aparicion de nuevos
picos en 682, 654 y 661 nm, respectivamente, lo cual puede ser caracteristico de la agregacion de
las AuNPs como consecuencia de fa atraccion electroestdtica entre el grupo NH,;" cargado
positivamente y el grupo COO cargado negativamente a pH menores a 6. Este pico no aparece a
pH ~10, ya que a este pH la repulsion de las cargas negativas mantienen a las AuNPs apartadas

unas de otras*’.

Figura 60, Aglomeracion de AuNPs.

Alta tendencia adhesiva (Figura 60}, lo cual tiende a formar aglomerados de muchas

nanoparticulas y lleva a que estas desestabilicen el coloide y sedimenten.
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4.10 Carga del coloide por potencial Z

Los potenciales Z de las dispersiones de oro que contienen diferentes concentraciones de
citrato de sodio y de las soluciones coloidales ya funcicnalizadas se muestran en la Tabla 14. Los
valores de potencial zeta varian de -27 a -52mV dentro de la serie de dispersiones oro sin
funcionalizar y entre los -33 a -45mV en la serie ya funcionalizada. El potencial zeta nos da
informacién de la estabilidad de las NPs; si las particulas tienen valores bajos de potencial zeta
entonces no habra ninguna fuerza para evitar que las particulas se unan y floculen. La linea
divisoria entre suspensiones estables e inestables generalmente se toma en +30 6 -30 mV. Las
particulas con un potencial zeta mas positiva de 30 mV o negativo de mads de -30 mV normaimente
se consideran estables. Sin embargo, si las particulas tienen una densidad diferente a los

dispersantes esta eventualmente se aglomeraran y precipitaran’’.

Tabla 14. Didmetro y carga neta del coloide medido por potencial Z

Conforme se aumenta la concentracion de citrato de sodio se observa un incremento hacia

el negativo en el potencial Z, llega a un méximo a la concentracién de 10 mM, y vuelve a reducirse

al pasar a la siguiente concentracion a 20 mM.
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25—

—k— NPs funcionalizadas

..30 -
—@— NPs sin funcionalizar

_35

] R
-45 | Y

Potencial Z (mV)

-50 ]

] L & L 4
.55

-60

Figura 61. Cambios de potencial zeta al funcionalizar las AuNPs con cisteina.

Se observa que al agregar Ia cisteina se presenta un cambio de potencial Z. El coloide se
hace menos negativo fluctuando desde -33 a -45 mV (Figura 61) cuando el coloide de oro sin
funcionalizar tenia un potencial Z de -52mV. A pesar de todo, no se puede afirmar a partir de estas
mediciones que la cisteina estd funcionalizando las NPs totalmente. No obstante, comparando los
resultados de UV-VIS en la formacién de estos fractales y en el cambio de carga de las NPs,
podemos sugerir que se obtuvo la funcionalizacion de éstas. Sin embargo, es necesario realizar

experimentos variando la razén de pH.

En la literatura se han encontrado algunos estudios similares tanto para la sintesis {con
citrato de sodio como reductor y estabilizador) como para la funcionalizacién de AuNPs (con
cisteina)®. Sin embargo, las concentraciones del precursor de Au y reductor fueron menores a las

21 reportaron sintesis de AUNPs

utilizadas en este estudio. Dos estudios realizados por separado
con concentraciones de citrato de sodio (0.01 mM — 4 mM) distintas a las que se utilizaron en este
estudio (0.5- 50 mM). En ambos estudios reportaron AuNPs esféricas, con didmetros de 6-30 nm>*
y 25-50 nm**, que son comparables a los didmetros obtenidos en este estudio. Es importante
mencionar que el estudio de cinética realizado fue sélo de minutos y las muestras presentaron una
desestabilizacion muy rdpida® a diferencia de nuestro trabajo en que presentaron estabilidad

mayor a un 1 afio.
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En articulos donde se reporta la funcionalizacion de AuNPs con cisteina utilizan
concentraciones de cisteina mayores (1, 10, 100 mM)*, (0.5mM)*, (0.4 y 150mM)* a las que
utilizamos aqui (20-300 uM). Las AuNPs descritas por estos autores presentan una estabilidad muy
baja (< 1 hora)™®® y los estudios no toman en cuenta el pardmetro de la estabilidad en el
tiempo®*. En el presente estudio se tomé en cuenta el parametro de estabilidad para estudios de
mecanismos de sintesis y funcionalizacién de AuNPs con la intencion aplicar las AuNPs

funcionalizadas en biomedicina.
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Conclusiones

5, Conclusiones

1. En este trabajo se eligieron tres métodos de sintesis de AuNPs a partir de diez métodos analizados
hibliograficamente. Estos métodos debfan cumplir con caracteristicas 6ptimas de simplicidad, economia
y propiedades especificas de las AUNPs (morfologfa esférica, estabilidad a largo plazo y didmetro
adecuado). E! dnico método que cumplié con todas las caracteristicas fue el método de sintesis por

citrato.

2. Los resultados experimentales del presente trabajo, en ios cuales se determind la sintesis de AuNPs
y su estabilidad por espectroscopia UV-Vis, su morfologia esférica y didmetro de ~20 nm por TEM, nos
permiten recomendar la preparacién de AuNPs con citrato de sodio para la sintesis de

nanotransportadores de farmacos.

3. £] estudio de la influencia de la concentracién de citrato de sodio en un intervalo de 0.5 - 50 mM enla
sintesis de AuNPs y de 10-300 pM de cisteina en la funcionalizacién de las AuNPs permitié identificar las
regiones donde se observa una mayor estabilidad de las AuNPs preparadas, siendo la concentracion

dptima de 10 mM para el citrato durante la sintesis y 20 uMoi para la cisteina en la funcionalizacién.

4, La estabilidad de AuNPs durante su almacenaje es un parametro critico para nanotransportadores. El
andlisis de literatura mostré que en la mayoria de los trabajos publicados la estabilidad de AuNPs
(formadas por citrato de sodio y funcionalizadas con cisteina) es muy baja {minutos u horas) o
simplemente no se menciona. En el presente trabajo se estudio la estabilidad de las AuNPs por UV-vis.
Se Jogré producir AuNPs no funcionalizadas con una estabilidad mayor a 1 afio y AuNPs funcionalizadas

con estabilidad mayor a 6 meses.

5. |as caracteristicas de AUNPs preparadas {morfologia esférica, estables, faciles de sintetizar, altamente
reproducibles y econémicas) en este trabajo son prometedoras para su aplicacion como

nanotransportadores.

Se propone como trabajo futuro realizar un estudio de la influencia de pH en la estabilidad de las AUNPs

funcionalizadas, también se recomienda realizar un estudio a mayor detalle con el equipo potencial zeta
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ya que las mediciones realizadas en este trabajo no consideran los cambios de pH y estos cambios
pueden influir en el cambio de potencial de las AuNPs. Para ver la interaccién del S-Au se recomienda
utilizar la técnica de XPS, lo cual ya se hizo pero los resultados estan en proceso de discusién. Una
segunda etapa de este trabajo serfa adjuntarte el farmaco a la AUNP funcionalizada y realizar pruebas
en cultivos celulares, como etapa mas avanzada para el desarrollo de farmacos se recomienda realizar
vectarizacion de las AuNPs y probar con diferentes receptores bioldgicos. También es recomendable
realizar pruebas de eficiencia comparado con otros nanotransportadores como: liposomas, cascarones

de virus, miscelas etc.
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