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AFM Microscopio de Fuerza Atdémica
AuNPs Nanoparticulas de oro.
Au Oro
Ag Plata
mg Miligramos.
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ulL Microlitro (s).
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Resumen

Las proteinas y los electrolitos estan presentes en gran cantidad de sustancias y productos
de uso diario, como lo son los alimentos. Un sensor colorimétrico puede ser una
herramienta util para detectar las proteinas que contiene una sustancia, o en su defecto, los
electrolitos. Esto resulta 0til a la hora de realizar proyectos en los que se vean involucrados
el uso de estas moléculas y minerales, ya que permiten saber con qué tipo de sustancia se
trabaja y asi saber de antemano los resultados que se pueden obtener. En este trabajo de
tesis se realizd6 un sensor colorimétrico a base de nanoparticulas de oro (AuNPs). Se
hicieron pruebas colorimétricas con diferentes electrolitos, como: Cloruro de sodio (NaCl),
acido sulfurico (H,SO,), hidroxido de sodio (NaOH) y 4cido clorhidrico (HCI), y proteinas
como: sangre, plasma seminal, higado de res y albimina de huevo. Se encontré en este
estudio que el HCI resulto ser el electrolito mas fuerte y la albumina de huevo, la proteina

que funciona como mejor inhibidor de color.

Palabras clave: Nanoparticulas, Oro, Coloides, Espectro de luz visible, Proteinas, Electrolito,

Sensor colorimétrico.



Capitulo 1. Introduccion

1.1 Sensores

Los sensores son dispositivos que permiten detectar y medir magnitudes fisicas, quimicas o
biologicas. Algunos de ellos forman parte de la vida diaria y tienen diferentes
funcionalidades como detectar los niveles de glucosa en la sangre, en el caso de los
bioldgicos. Los sensores fisicos son aquellos que determinan magnitudes como las
térmicas, Opticas, de distancia y movimiento; €stos interactian con el entorno para asi
detectar la informacién de dichas variables y posteriormente generar ordenes, activar
procesos o0 mecanismos. Finalmente, existen sensores quimicos que, mediante un cambio de
color, previamente estandarizado, determinan, por ejemplo, el nivel de pH de alguna

sustancia.

1.1.1 Sensores colorimétricos

Existen diferentes tipos de sensores colorimétricos en distintas formas; algunos de ellos se
utilizan en la industria alimentaria a la hora del empaquetamiento de los alimentos. Un
ejemplo de este tipo de sensor es una pastilla llamada Ageless Eye. Cuando el empaque no
tiene presencia de oxigeno ésta es de un color rosa y cuando existe presencia de oxigeno se
torna azul. Otra forma de sensor colorimétrico son los cristales liquidos, estos se pueden
utilizar en el campo de la medicina como biosensores. Debido a su alta sensibilidad a
ciertas moléculas bioldgicas pueden permitir el desarrollo de sensores especificos para

ciertos virus y proteinas. ['-*!

El uso de las nanoparticulas de oro no es algo moderno, pues se sabe que una de sus
primeras aplicaciones, aunque tal vez accidentalmente, fue en la copa de Licurgo. Esta copa
refleja la luz verde y transmite la luz roja. Al hacer un andlisis quimico de la copa se
encontrd que ésta tiene aproximadamente 40 ppm (particulas por millon) de oro y 300 ppm

de plata. Con un andlisis mediante microscopia electrénica de transmision (TEM) se



comprobd la presencia de nanoparticulas de entre 50 y 100 nm. Las propiedades Opticas de
la copa se pueden atribuir a esto, si se enfoca en la transmision del color rojo se puede

concluir que se debe a la presencia de nanoparticulas de oro (Au NPs). !

Figura 1. Copa de Licurgo.

1.2 Estructura de la tesis

La presente tesis se compone de 6 capitulos, siendo la Introduccion el primero de ellos; en
este capitulo se mencionan algunos de los tipos de sensores que existen y asi como algunas
de sus aplicaciones, también se menciona el uso de nanoparticulas oro desde tiempos de

antafo, en donde éstas y sus propiedades eran desconocidas.

En el capitulo dos, Conceptos Bdsicos, se explica con detalle los principales temas que se
mencionan a lo largo de este proyecto, como lo son la nanotecnologia, las nanoparticulas de
oro y conceptos como coloides, disoluciones y solvatacion; términos importantes para
comprender la realizacion y funcionamiento de este sensor. También se menciona lo que
son los acidos, bases, electrolitos y proteinas, asi como el método de sintesis utilizado para
realizar el sensor. En el tercer capitulo se muestra la Hipotesis y Objetivos del trabajo de
tesis. En el capitulo cuarto, Metodologia, se describe el procedimiento experimental de la
sintesis y la caracterizacion utilizada en el sensor. En el capitulo quinto se muestran los

Resultados de las pruebas que se realizaron para comprobar la funcionalidad del sensor, y



un analisis de éstas pruebas. Por ultimo, en el capitulo sexto se presentan las Conclusiones

y el trabajo futuro de este trabajo de tesis.



Capitulo 2. Conceptos Basicos

2.1 ;Qué es la nanotecnologia?

El prefijo nano proviene del latin nanus, que significa “enano” y actualmente tiene la
acepcion de una milmillonésima parte. Un nandmetro (abreviado nm) es una

milmillonésima parte (1/1 000 000 000) de un metro.

La nanociencia es el estudio de los procesos fundamentales que ocurren en las estructuras
de un tamafio entre 1 y 100 nandometros (como se muestra en la figura 2), las cuales se
conocen como nanoestructuras. La nanotecnologia es el area de investigacion que estudia,
disefia y fabrica materiales o sistemas a escalas nanoscopicas y les da alguna aplicacion

practica.

Las propiedades fisicas, quimicas y biologicas que tienen los materiales en los sistemas
nanométricos difieren en muchas formas de sus propiedades en los sistemas macroscopicos.
La investigacion en nanotecnologia busca entender y aprovechar estas nuevas propiedades
para fabricar materiales y dispositivos que puedan superar las limitaciones del presente, ya
sea creando estructuras con tipos de arreglos atomicos diferentes o con nuevas

composiciones quimicas. ¥
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Figura 2. Escala de algunas estructuras de materia expresada en nanémetros.

2.2 Nanoparticulas metalicas

Una nanoparticula (NP) es una particula cuyo tamafio se mide en nandémetros. Por lo
general, su tamafio oscila en el orden de 1 a 300 nm. Ademas de las nanoparticulas, existen
diversos tipos de materiales nanoestructurados como son: nanovarillas, nanocristales,
nanotubos, nanoalambres, etc., con composiciones estructurales variadas, lo que da lugar a
nanomateriales orgédnicos e inorgdnicos que pueden ser aplicados en distintas areas de la

ciencia como la biologia, quimica, medicina y electronica.

Las nanoparticulas metalicas son agrupaciones de atomos o moléculas metalicas, de 6xidos
metalicos o sales metalicas que dan lugar a una particula con dimensiones entre 1 y 100 nm

y con nuevas propiedades con respecto al material masivo.

Las nanoparticulas metalicas se pueden sintetizar en distintos tamanos y morfologias, asi

como funcionalizarse; se pueden recubrir con capas en su exterior de otros compuestos en

monocapas y multicapas, para ofrecer nuevas y diversas caracteristicas. >



2.2.1 Nanoparticulas de oro (AuNPs)

Las AuNPs son una suspension de oro coloidal, su tamafio varia entre los 2 y 150 nm, su
estructura se compone de tres capas (véase figura 3), y estan dotadas de una gran variedad

de aplicaciones en diversos campos de la nanotecnologia como lo son:

e Catalisis: las nanoparticulas de oro fungen como catalizadores en reacciones
quimicas debido a sus propiedades superficiales.

o Electronicas: gracias a sus propiedades conductoras y electronicas se pueden
emplear en circuitos integrados.

e Biologia: sus propiedades fisico-quimicas permiten su uso como medidores en
técnicas de microscopia y espectroscopia, generalmente se utilizan para la obtencion
de imagenes.

e Farmacéutica: el uso de Au NPs como nanoacarreadores de farmacos y agregados
bioactivos fijados en su superficie.

e Maedicina: Son utilizadas en diagndsticos de enfermedades como el cancer.!”

Las propiedades de las AuNPs son atractivas para aplicaciones en materiales tanto en uso
biomédico, asi como en el bioquimico. Uno de los intereses que se tienen en las AuNPs es
su resonancia Optica en el rango de frecuencias visibles y su sensibilidad a los cambios de
ambiente, tamafio y morfologia de la particula, asi como la optimizacion del campo de luz,

que interactaa con el sistema resonante. ¥
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Figura 3. Estructura de una Nanoparticula de oro.

2.2.2 Disoluciones

Las disoluciones son mezclas homogéneas que se dan entre dos o mas sustancias. A la
sustancia que contiene una mayor cantidad se le denomina disolvente y a la que se
encuentra en menor cantidad se le denomina soluto. En la disolucion las particulas son

atomos individuales, en forma de iones o de moléculas pequefias. ™’

Las disoluciones se clasifican en tres denominaciones:

e Disolucion saturada: Es la cantidad maxima de soluto que se puede disolver en el
disolvente a una temperatura especifica.

e Disolucion no saturada: Es la que contiene una cantidad menos de soluto del que
es capaz de disolver.

e Disolucion sobresaturada: Es la que contiene mas soluto del que es capaz de
disolver, generalmente en exceso de soluto, separandose y precipitandose en el

fondo, en ocasiones llega a formar cristales.



2.2.3 Coloides

Los coloides son una mezcla entre suspensiones y soluciones verdaderas; son sistemas
heterogéneos de dos fases, una fase dispersa y un sistema de dispersion. La fase dispersa
esta separada en el medio de dispersion y no es posible visualizarla a simple vista, para

observarla se requiere de un microscopio electrénico de transmision (TEM).

Los factores que influyen para formar un coloide son:

e El tamafio de la particula.

e [amorfologia de la particula.

e Sus propiedades superficiales, asi como eléctricas.
e La interaccion particula-particula.

e La interaccion particula-disolvente.

Los coloides también se clasifican en liofobos, es decir, que no son afines a los liquidos, y
en lidfilos, que tienen afinidad con los liquidos. Para su formacion existen dos métodos: el

método de dispersion y el método de condensacion:

e Meétodos de dispersion: Son aquellos que utilizan ciertos medios mecanicos como
la molienda, hasta que las particulas estén lo suficientemente pequefias como para
permanecer suspendidas en el medio.

e Métodos de condensacion: En ellos, la fase dispersa se produce por medio de
moléculas en soluciones o reaccion quimica de iones, logrando una suspension en

donde las particulas tienen un tamano dentro del rango coloidal.

El oro coloidal puede ser considerado como un coloide tipico liéfilo con un tamafo de

particula que va por debajo del limite de resolucion del microscopio optico. !



2.2.4 Solvatacion

La solvatacion es el proceso en el que un ion o molécula es rodeado por moléculas de carga
contraria del disolvente distribuidas de manera especifica. El agrupamiento de las
moléculas de disolvente en torno a las del soluto recubre a las moléculas del soluto y es por

esto que se disuelven. P10

2.2.5 Tamariio de la particula

Las propiedades fisicas y quimicas son dependientes del tamafio dentro de un cierto
intervalo de tamafios especificos para cada material y propiedad. El color de una solucién
de oro depende del tamafo y forma de las particulas. La morfologia y el tamafio que
adquiera la nanoparticula determinardn cémo va a interactuar con la luz, por lo tanto

determinara también el color de la solucion.

Figura 4. Tonalidades que adquieren las AuNPs
dependiendo de su tamafio y morfologia.

La razén por la que las nanoparticulas pueden adoptar diferentes colores (como se puede
observar en la figura 4) se debe a que los materiales metalicos no son capaces de absorber
la luz visible pero si pueden regresar casi en su totalidad, gracias a que, algunos de sus
electrones se encuentran libres en el espacio para moverse. Estos electrones libres
funcionan como un escudo contra la luz visible que pueda llegarles, evitando que ésta se

interne en el metal.



En el caso particular del oro, no todos sus electrones estan libres, sino que hay algunos que
estan ligados a 4&tomos y son éstos los encargados de dar esa tonalidad dorada particular del
metal. Por su tamafio, la luz es capaz de incidir en el metal que hay en las nanoparticulas.
Aunque pequefia, esta incidencia de la luz es lo suficientemente capaz de llegar a la
nanoparticula en su totalidad y por ende, los electrones comienzan a moverse en conjunto.
El tamafio de las nanoparticulas determinara su color, entre mas pequeiias, el color tiende a
ser de un rojo vino. Un tamafio aproximado de nanoparticula de 90 nm absorbe la luz con
una longitud de onda grande, es decir, de color rojo, pero deja pasar la luz azul, y es por
esta razon que adquieren este color. Por otro lado, las nanoparticulas de un tamafio
pequetio, contrario a las grandes, absorben longitudes de onda pequenas, dentro del rango

del color azul, dejando pasar la luz roja, obteniendo asi esta tonalidad rojiza. "

Espectro electromagnético
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Figura 5. Espectro de la luz visible.

2.2.6 Espectro de luz visible

El rango en el que el ojo humano es capaz de percibir el espectro de luz visible esta entre el

infrarrojo (700 nm) y el ultravioleta (400 nm), como se aprecia en la figura 5.

10



Un ejemplo de este espectro de luz visible es el arcoiris, éste se genera cuando incide la
radiacion solar en las gotitas de lluvia. La descomposicion de los colores se da gracias a
que el indice de refraccion de las gotitas de agua a lo ancho del arcoiris que se visualizan

ligeramente en distintos colores seglin sea la longitud de onda. ['?

2.3 Meétodo de Turkevich

Consiste en una sintesis, donde se lleva a cabo la reduccidon de una sal precursora como la
plata (Ag) o el oro (Au) a su estado metalico, por medio de un agregado como reductor
débil. La sintesis se realiza en un termoplato con agitacion magnética a una temperatura

entre 90-100°C cerca del punto de ebullicion.

Después de agregar el reductor a la sal, la solucion comienza a cambiar de coloracion lo
que indica estados de nucleacion hasta culminar con la presencia de las nanoparticulas.
Aunque dentro del método de Turkevich existen distintos procedimientos, este trabajo se

enfoca en el procedimiento para las AuNPs y el uso del citrato de sodio (Na;C¢Hs0).

La preparacion estandar consiste en 95 ml de una solucion de acido cloroaurico (HAuCl,)
(conteniendo 5 mg de Au), se lleva a ebullicion y se agregan 5 ml de una solucion de citrato
de sodio al 1% con agitacidon magnética vigorosa, justo después de agregar el citrato de
sodio la solucién se torna del amarillo a transparente, poco después de 1 minuto la solucion
comienza a tornarse gris azulada o gris rosacea y se va oscureciendo hasta llegar al tipico

color de las Au Nps con un tono rojizo similar al vino tinto. !

En este método los iones de Au (III) son reducidos a Au (I) por accién de los iones citrato
del agente reductor para formar oro metalico. Los iones citrato también funcionan como
agente estabilizador y permiten recubrir por medio de la solvatacion la superficie de la

nanoparticula. "

11



Al utilizar este método se obtiene una morfologia de particula esférica y un tamafio
aproximado de entre 5 y 20 nm comprobables a la vista por su tono de coloracién

caracteristico. [*]

2.4 Proteinas

Las proteinas estdn formadas por cadenas de aminoécidos, es decir macromoléculas
constituidas a partir de la polimerizacion de aminodcidos. Donde la secuencia de
aminodcidos de una proteina da forma a su estructura tridimensional, y asi se determinan

sus propiedades. Las moléculas con mayor tamafio como las proteinas pueden adquirir

muchas configuraciones distintas. Dando origen a cuatro tipos de estructuras. !'¥

2.4.1 Estructura primaria

La estructura primaria (figura 6) es de orden lineal en donde los aminoacidos se unen

mediante enlaces peptidicos covalentes.

B LR

Figura 6. Estructura primaria de una proteina.
2.4.2 Estructura secundaria
La estructura secundaria presenta un arreglo espacial en donde los atomos de la cadena

polipeptidica infieren una forma de plegamientos (Ver figura 7) debido a la formacion de

puentes de hidrogeno entre los aminoacidos. '

12



Figura 7. Estructura secundaria de una proteina.

2.4.3 Estructura terciaria

La estructura terciaria tiene un arreglo tridimensional de todos los atomos en la molécula

(ver figura 8). '¥

Figura 8. Estructura terciaria de una proteina.

2.4.4 Estructura cuaternaria

Esta estructura cuaternaria es el nivel final de las proteinas en las estructuras proteicas y
forma parte de las proteinas que contienen mas de una cadena polipeptidica (ver figura 9).
Donde dichas interacciones estdn constituidas por subunidades de varias cadenas

polipeptidicas. '
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Figura 9. Estructura cuaternaria de una proteina.

2.5 Acidos, bases y electrolitos

Un 4cido se describe como una sustancia que cuando se disuelve en agua libera iones
hidrégeno (H"), mientras que una base libera iones hidroxido (OH") cuando esta disuelta en

una solucidn acuosa.

Los acidos son electrolitos fuertes que se ionizan completamente en agua. La mayoria de
estos acidos fuertes son acidos inorgénicos como es el caso del HCI (4cido clorhidrico). Al
igual que los acidos, existen bases fuertes que son también electrolitos que se ionizan por
completo en el agua, como lo son algunos alcalinotérreos y los hidroxidos de metales

alcalinos. !

14



Capitulo 3. Hipotesis y Objetivos

3.1. Hipotesis

Es posible realizar un sensor colorimétrico para la deteccidon de proteinas y electrolitos a

partir del oro coloidal.

3.2. Objetivos
3.2.1 Objetivo general

Realizar un sensor colorimétrico a base de nanoparticulas de oro para la deteccion de

electrolitos y proteinas.

3.2.2 Objetivos especificos

e Sintetizar las AuNPs.

e [Estandarizar el proceso de sintesis de las AuNPs.

e Realizar pruebas colorimétricas combinando AuNPs con diferentes electrolitos y
proteinas para evaluarlo como sensor colorimétrico.

e (aracterizar las AuNPs y las AuNPs con electrolitos y proteinas, con espectroscopia
UV-Vis.

e FEvaluar la eficacia del sensor colorimétrico.
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Capitulo 4. Metodologia

4.1 Sintesis de nanoparticulas de oro (AuNPs)

La sintesis de las nanoparticulas de oro se baso en el procedimiento Turkevich " (figura
10) y se realizaron varios ensayos modificando las concentraciones de acido clorodurico
(HAuCly) y citrato de sodio (Na;C¢HsO,) para encontrar la estandarizacion del

procedimiento y se utilizd el mas conveniente.
4.1.1 Primer ensayo de AuNPs

Para un primer ensayo se realiz6 una disolucioén de 51 ml de nanoparticulas de oro, para lo

cual se utilizaron las siguientes cantidades en sus respectivos reactivos.

e 2.11 mg de HAuCI, para preparar 50 ml de disolucién 0.125 mM.
o 4.387 mg de Na;C4H;O, para preparar un 1 ml de disolucion 0.125 mM.

En un matraz, se anadieron 50 ml de HAuCl, (0.125 mM) y después se puso sobre una
plancha de calefaccion hasta llegar a la temperatura de ebullicion, posteriormente se agregd
1 ml de Na;C¢Hs0; (0.125 mM) con agitaciéon magnética constante, hasta que se logro ver
un cambio en la coloracion de la disolucidn, finalmente, se dejo enfriar la disolucion a

temperatura ambiente.

4.1.2 Segundo ensayo de AuNPs

En un segundo ensayo se realizd una disolucion de 11 ml de nanoparticulas de oro
partiendo de una disolucién de HAuCl, (0.5 mM) y una de Na;C¢Hs0, (5 mM). Utilizando

las siguientes cantidades de reactivos.

e (.012 g de HAuCl, para preparar 70 ml de disolucion 0.5 mM.
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e 0.032 g de Na;C4H;O; para preparar 25 ml de disolucion 5 mM.

En un matraz, anadir 5 ml de disolucion de HAuCl, (0.5 Mm) y 5 ml de agua destilada
hasta alcanzar la temperatura de ebullicion; una vez en ebullicion se realizd agitacion
magnética y se afiadio 1 ml de la disolucion Na;C¢HsO, (5 mM). Como consecuencia la
solucion se tornd inmediatamente de un rosa oscuro, se dejo aproximadamente cinco
minutos con agitacion magnética constante, se retird del termoplato y después se dejo

enfriar hasta llegar a temperatura ambiente.

s . ' ] |
]
— 9y
HAuCl, y Na,CH. 0, 50'”?(;:?; :’i 1—?_,;?“ Cl,
2 .
Y
o

S

L

HAuC!, se lleva a
ebullicién,

Al MPs

Se agrega Na,C.H.O,

Figura 10. Procedimiento general para la sintesis de nanoparticulas de oro.

De los dos métodos anteriores, con el procedimiento descrito en el primer ensayo de
AuNPs se obtuvieron nanoparticulas de color café rojizo y en el segundo ensayo de AuNPs
se obtuvieron nanoparticulas de color vino, es por eso, que para realizar las siguientes
pruebas, se utilizaron las nanoparticulas de oro sintetizadas siguiendo el procedimiento del

segundo ensayo de AuNPs.

17



4.2 Pruebas colorimétricas

Para realizar las pruebas colorimétricas se utilizaron 20 tubos de ensayo, cada uno con 200

uL de AuNPs;

4.2.1 Pruebas colorimétricas con distintos electrolitos (identificacion de

electrolitos fuertes)

Con el objetivo de identificar un electrolito fuerte se tomd una alicuota de AuNPs y se le
afiadi6 un electrolito fuerte como: acido sulfurico (H,SO,), acido clorhidrico (HCI),

hidréxido de sodio (NaOH) y cloruro de sodio (NaCl). El procedimiento fue el siguiente:

a) AuNPs con H,SO,: a 200 uLL de AuNPs se le anadieron 5 pL. de una solucién 0.5M
H,SO,.

b) AuNPs con HCI: a 200 pL de AuNPs se le afiadieron 5 pL de una soluciéon 0.5M HCL

¢) AuNPs con NaOH: a 200 pL de AuNPs se le anadieron 5 pul. de una solucion 0.5M
NaOH.

d) AuNPs con NaCl: a 200 pL de AuNPs se le afiadieron 10 pL de una solucion 0.5M
NaCl.

Si se lograba visualizar un cambio de coloracién (como se muestra en la figura 11),

significaba que la muestra utilizada era un electrolito fuerte, en caso contrario, no lo era.

&+ —EC

Au Nps Se afiade un

h Cambio de coloracion
electrolito fuerte

Figura 11. Procedimiento de pruebas colorimétricas con electrolitos fuertes.
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4.2.2 Pruebas colorimétricas con distintas proteinas (identificacion de una

proteina)

Para identificar una proteina es necesario primero identificar un electrolito fuerte que logre
un cambio aparente y visible en la solucion.

A una muestra de AuNPs se le agrego6 una alicuota de proteina (albumina de huevo, sangre
hunana, plasma seminal humano e higado de res) y después se le afiadié un electrolito
fuerte (H,SO,, HCI, NaOH o NaCl), este cambio se da porque la proteina inhibe el cambio
de coloracioén al afiadir un electrolito fuerte (como se observa en la figura 12), por tanto, si
presenta un cambio de coloracion no se trata de una proteina, en cambio si no se presenta el
cambio colorimétrico, se confirma la presencia de una proteina. El procedimiento es el

siguiente:

a) AuNPs con plasma seminal humano + electrolito: El plasma seminal recolectado y se
centrifug6 a 13,000 rpm durante 5 minutos. Se tomo el sobrenadante. Después a 200 L. de
AuNPs se le anadieron 10 pL de plasma seminal. Este procedimiento se repitio 4 veces, y a
cada muestra se le agreg6 un electrolito diferente, 5 uL de H,SO,, 5 uL de HCI, 5 pL de
NaOH y 10 pL de NaCl, respectivamente, todos a una concentracion de 0.5M.

b) AuNPs con albimina de huevo + electrolito: A 200 uL. de AuNPs se le afiadieron 10
pL de albumina. Repitiendo esto para obtener 4 muestras, y a cada una se le agregd un
electrolito diferente a una concentracion de 0.5M, como se muestra a continuacion; 5 pulL de

H,SO,, 5 pL de HCL, 5 uL. de NaOH y 10 pL de NaCl, respectivamente.

¢) AuNPs con sangre humana + electrolito: La sangre humana se obtuvo a partir de una
muestra de sangre que se centrifugd a 13,000 rpm por 5 minutos. Después a 200 pL de
AuNPs se le afiadieron 10 pL de la sangre humana. De igual manera, este procedimiento se
repitié 4 veces, y a cada muestra se le agregaron 5 pL de un electrolito diferente con una
concentracion de 0.5M, los electrolitos fueron: H,SO,, HCI, NaOH. En el caso del NaCl se
agregaron 10 pL totales, en alicuotas de 5 L en 5 pL.
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d) AuNPs con higado de res + electrolito: 1 gramo de higado se cort6 en pequeiios trozos
y se triturd en un mortero. Posteriormente, a 200 pl. de AuNPs se le afiadieron 10 pL del
suero proveniente del higado. Una vez hecho esto y al igual que en los casos anteriores, el
proceso se realizd 4 veces para obtener cuatro muestras a las que se les agregd un
electrolito distinto; 5 pL de H,SO,, 5 pL de HCIL, 5 pL de NaOH y 10 pL de NacCl,

respectivamente, todos ellos a una concentracion de 0.5M.

el

w T I

Au Nps Se aiiade Se afiade un ] . .
una proteina electrolito fuerte Sin cambio de coloracidn

e’ —

Figura 12. Procedimiento de pruebas colorimétricas con proteinas.

4.3 Caracterizacion

La caracterizacion se hizo mediante el método de Espectroscopia UV-Vis con el
espectrofotometro Genesys 10s de la marca Thermo Scientific (figura 13). Este equipo
cuenta con un haz de luz de doble resolucién y una lampara de xendn que permiten la
medicion simultanea de la muestra con la correccion del haz de referencia en tiempo real,
dando resultados precisos. En esta técnica de caracterizacion, la muestra recibe un haz de
luz (fotones) que interactian con ella para obtener informacion que después es
transformada en una sefial que genera datos numéricos para medir transmitancia y

absorbancia.
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Figura 13. Espectrofotometro.

La espectrofotometria UV-Visible es una técnica que se utiliza para determinar la presencia
molecular de sustancias ya sea organicas o inorganicas en las soluciones. Segun sea la
muestra y su estructura quimica, el patron en el espectro de absorcion serd diferente. Las
curvas que arroja el espectrofotometro indican la radiacion o energia que la muestra

absorbe en un rango determinado de longitud de onda. '

Figura 14. Soluciones de AuNPs.
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Para caracterizar las nanoparticulas de oro se agregaron 500 pL de la solucién en una celda
de cuarzo (figura 14), y a ésta se le agregaron 500 puL de los electrolitos y las proteinas,
medidos en un rango de longitud de onda de 400 y 750 nm. Esto con el fin de analizar si se
producia una diferencia entre las longitudes de onda entre una sustancia y otra, y asi

determinar la eficiencia del sensor.
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Capitulo 5. Resultados y discusiones

5.1 Sintesis de nanoparticulas de oro

Como se mencion6 en el capitulo anterior, con el procedimiento descrito en el segundo
ensayo de AuNPs se obtuvieron nanoparticulas de color vino, las cuales se pueden observar

en la figura 15.

Figura 15. Nanoparticulas de oro sintetizadas.

5.2. Pruebas colorimétricas

5.2.1 Pruebas colorimétricas con distintos electrolitos (identificacion de

electrolitos fuertes)

Como ya se menciond, se realizo esta prueba con el fin de probar el sensor colorimétrico, se
espera que si hay un cambio de coloracidon significa que la muestra utilizada es un
electrolito fuerte y, en caso contrario, no lo es. En la tabla I se muestran los cambios de
coloracion de las AuNPs al combinarse con distintos electrolitos (NaOH, H,SO,, HCI,
NaCl). De acuerdo a los resultados mostrados en la tabla I, se puede observar que al
combinar las AuNPs con H,SO,, HCl y NaCl se produce un cambio de coloracion, es decir,

son electrolitos fuertes. En el caso de las AuNPs con NaOH, no se logr6 ver un cambio de

23



color al afiadirle 5 pL de éste. Entonces, en este caso, se fueron anadiendo alicuotas SuL de
NaOH cada una hasta llegar a 60 pL totales de la disolucion inicial de nanoparticulas de
oro, con lo cual se logré6 un pequefio cambio de coloracion, apenas aparente, por lo que

podemos concluir que el NaOH es un electrolito débil.

Electrolitos

NaOH %v

NaCl .

Tabla I. Cambios de coloracion de las AuNPs al combinarse con distintos electrolitos (HCl, H,SO,,
NaOH y NaCl).

5.2.2 Pruebas colorimétricas con distintas proteinas (identificacion de una

proteina)

Se realiz6 esta prueba para detectar la presencia de proteinas en la solucion, se esperaba que
si uno de los electrolitos producia un cambio de coloracion, en presencia de una proteina no

deberia presentarse cambio alguno de coloracion.

En la tabla II se muestran las diferencias colorimétricas encontradas entre las AuNPs al

combinarse con diferentes electrolitos (NaOH, H,SO,, HCIl, NaCl) y distintas proteinas
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(albumina de huevo, sangre humana, higado de res y plasma seminal). De acuerdo a los
resultados mostrados en la tabla II, se puede observar que las AuNPs al combinarse con
albimina de huevo, sangre humana y el higado de res no producen un cambio de
coloracion, es decir que en estos casos son proteinas, ya que inhiben el cambio de color al
entrar en contacto con un electrolito. En el caso del plasma seminal se pudo observar un
cambio del color en todos los casos, esto puede deberse a que hayan quedado restos de
orina previo a la eyaculacion en la muestra recolectada, por lo tanto ésta no es una proteina

viable, ya que el cambio de coloracion se dio antes de tener contacto con alguno de los

electrolitos.
Proteinas

Au NPs (
v Albumina | Sangre | Semen | Higado )
° H,SO, C sC SC C SC
} .
Sd
'] HCl C SC sC C SC Tt SC
Q N
w NaOH SC SC SC C SC

[ NA
NaCl C sC SC C sC V = C

*C, cambio de color
*SC, sin cambio de color
*CNA, Cambio no aparente

Tabla II. Cambios de coloracion de las AuNPs al combinarse con distintos electrolitos y diferentes proteinas.

5.3 Caracterizacion UV-Vis

En la figura 16 se muestra la espectroscopia UV-Vis de las AuNPs sintetizadas. Se observa
el pico caracteristico del oro coloidal en Ay x 529 nm (aproximadamente) y un ancho de

banda de absorcion que va desde los 475 nm a 570 nm.
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Figura 16. Espectroscopia UV-Vis de las AuNPs.

En la figura 17a se muestran las espectroscopias UV-Vis de las AuNPs combinadas con
algunos electrolitos como NaOH, H,SO,, HCI, NaCl y en la figura 17b se puede observar
como las AuNPs cambian su coloracion cuando se combinan con estos electrolitos.
Comparando las espectroscopias entre si, se puede observar que las AuNPs con H,SO,
presentan un pico caracteristico Ayax €n 650 nm, es decir, el pico caracteristico del oro se
desplaza hacia la derecha cuando se le afiade H,SO,, de Ay x 529 nm (coloracion vino) a
Miax 650 nm (coloracion azul), y el ancho de banda de absorcion se encuentra de 485 nm a
750 nm, es decir, el ancho de banda de absorcion aumento de 475 nm - 570 nm a 485 nm -
750 nm. El espectro de absorcion UV-Vis de la solucion saturada de NaCl con AuNPs
presenta dos picos aparentes Ayux €n 530 nm, y otro Aysx €n 688 nm, y su ancho de banda
de absorcion se encuentra de 490 nm a 750 nm (ancho de banda de 260 nm formado por
dos A). Ademas, se puede observar que las AuNPs con HCI tienen un pico caracteristico
Mvax €n 583 nm y el ancho de banda de absorcion se encuentra de 475 nm a 750 nm. En
ambos electrolitos, NaCl y HCI, se puede apreciar un cambio de coloracion en tonos azules
palidos. En el caso de AuNPs con NaOH, se puede observar que hay un pico caracteristico
Mvax €n 547 nm, es decir, el pico caracteristico de las AuNPs se desplaza de Ayax 529 nm

hacia Aypx 547 nm, esto representa un cambio de coloracion apenas perceptible para el ojo
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humano (figura 17b), debido a que NaOH es un electrolito més débil. También se observa

que el ancho de banda de absorcidn se encuentra de 480 nm a 630 nm.

En general, en las graficas se observa que entre més a la derecha esta la Ay;,x, mas fuerte es
el electrolito, como el HCI, la solucién saturada de NaCl y H,SO,, o si la Ay,x estd mas
cerca de la Ayux 529 nm de las AuNPs el electrolito es mas débil, como lo es el caso del
NaOH. Ademas, cuando hay un incremento en el ancho de banda, se puede decir que es un

electrolito mas fuerte. De acuerdo a los resultados HCl es el electrolito mas fuerte.

b)
—— AuNPs
AuNPs + HCI o= AuNps
AuNPs + NaOH
—— AuNPs + H_SO,
AuNPs + NaCl ' AuNps+NaOH
© - i
3 — I
° < - AuNps+H_SO,
p v
1]
C "\r
& AuNps+HCI
c \ /
0.2+ —
\_\ AuNps+NaC|
0.0

—
400 450 500 550 600 650 700 750
Longitud de onda (nanémetros)

Figura 17. AuNPs combinados con NaOH, H,SO,, HCl y NaCl.
a) Espectroscopia UV-Vis de AuNPs con diferentes electrolitos
b) Cambios de coloracion de las AuNPs con diferentes electrolitos.

Ademas podemos observar que hay cambios notorios en el espectro UV-Vis, exceptuando
el caso del NaOH; por lo que podemos concluir que esto se debe a que las nanoparticulas al
hacer contacto con los electrolitos electrostaticamente afines, rodean la capa de cargas
negativas (aniones) del citrato de sodio que rodea a la nanoparticula de oro y que a su vez,
por efectos de la solvatacion catddica de los elementos del electrolito, como lo es el caso de
los cationes, dan una nueva polarizacion positiva a la nanoparticula de oro, lo que hace que

interactien generando atracciones entre si con las otras nanoparticulas con polaridad
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negativa colindantes, generando aglomeraciones y agregados de nanoparticulas, también
conocidas como clusters, originando asi el cambio de coloracion asociado del color vino a
un azul palido (figura 18a), por otro lado al agregar una proteina a las AuNPs previamente
al agregar el electrolito, inhibe el cambio de coloracion debido a una neutralizacion de las
cargas electrostaticas de las AuNPs en la solucion (figura 18b). Estos efectos resultan utiles

para detectar electrolitos fuertes presentes en una disolucion.

a
) Coloide color vino Con NaCl Coloide azul
Np Au Ionei:'e cre ‘ Agrupacion de Hp Au
.' " - +*l W - ‘! ’ v
o - 2 + l
= A ’ 3
L ¥ - *9 + !\- . -

- - - ) t - - - \ —

of T 4T 0 g
et -2 a 1" e - . ‘
-
lones de citrato lones de Na+
b
) Coloide color vino Con Proteinas Con HaCl Sin cambios
Np AU Recubrimiento de proteinas o po
e o © o4 e o o “
o o e @ L] I ° o /,
o . o e -
] o + o
o ™ [ o o 9 +

Figura 18. a) Solvataciéon de las AuNPs al agregar una solucién saturada de NaCl

b) AuNPs recubiertas con una proteina que neutralizando la carga electrostatica de las AuNPs

Del cambio de coloracion podemos concluir que no importa el electrolito con el que
estemos trabajando, éstos siempre tomaran la misma tonalidad debido al efecto de
solvatacion catddica. Sin embargo, como bien se mencion6 anteriormente, al tener una
mayor cantidad de electrolito o concentracion, éste tendrd una tendencia a aglomerarse mas
y por consecuencia a precipitarse como se observa en el ejemplo de la figura 19 con una

solucion saturada de NaCl.
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Figura 19. Muestra de AuNPs con diferentes concentraciones de NaCL

En la figura 20 se muestra la espectroscopia UV-Vis de las AuNPs con albimina
combinada con diferentes electrolitos como HCI, NaOH, H,SO, y NaCl. Se puede ver
claramente que la adicion de la proteina alblimina a las AuNPs no resultd en cambios de
Miax al someterlas a los electrolitos, sin embargo, solo se pudo percibir una pequena
desviacion con los electrolitos fuertes como el HCI que presenta una Ay, de 536 nm, y la
solucion de NaCl con una Ay,x 531 nm, pero en ninguno de los casos se percibié un cambio

de coloracion aparente.

En la figura 21a se muestra la espectroscopia UV-Vis de las AuNPs con sangre humana
combinada con diferentes electrolitos como HCI, NaOH, H,SO, y NaCl. En la figura 21b se
muestra la espectroscopia de absorcion UV-Vis de una muestra de sangre humana, se
pueden observar los picos caracteristicos de la sangre humana, donde el pico Ayux de 225
nm es tipico de la hemoglobina y la sangre diluida en agua también conocida como
Oxihemoglobina (HbO,) contempla tres bandas cuyos méaximos estan en Ay,x 541 nm
llamado banda [, Aysx 576 nm llamada banda @, asi como la banda Soret o banda y , cuyo

Mvax €sta en 415 nm.
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Figura 20. Espectroscopia UV-Vis de las AuNPs con la proteina albimina de huevo combinada con
diferentes electrolitos (HCl, NaOH, H,SO, y NaCl).

Si comparamos las figuras 21a y 21b se puede observar que en la muestra de sangre con
AuNPs aparecen los picos caracteristicos o coinciden con los picos caracteristicos de la
sangre humana, Ayax 414 nm (banda Soret) y Ayax 573 nm (banda a). Ademads, se puede
observar un traslape en la banda B y la banda de absorbancia tipica de las AuNPs,
ocasionando un pequefio desfase a los 532 nm. Este comportamiento se repite con la
adicion de la solucion saturada de NaCl (Ayax 414 nm, Ayax 533 nm, Ayax 576 nm) y en el
ensayo de la adicion del electrolito NaOH, (Ayax 410 nm, Ayax 523 nm) que se desplazo
ligeramente el espectro al ultravioleta. Este desplazamiento del espectro de absorbancia
hacia el ultravioleta también se vio mayormente afectado en los ensayos de los acidos al
adicionar el HCI (Ayax 400 nm, Ayax 523 nm, Ayax 638 nm) y el H,SO,4 (Ayax 400 nm, Ayax
522 nm, Ayux 636 nm).
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Figura 21. Comparacion entre a) Espectroscopia UV-Vis de las AuNPs con sangre combinada con
diferentes electrolitos (HCl, NaOH, H,SO, y NaCl) y b) Espectroscopia UV-Vis tipica de la sangre
humana [15].
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Figura 22. Comparacion entre a) Espectroscopia UV-Vis de higado de res [16], b) Espectroscopia

UV-Vis de sangre de res [17], ¢c) Espectroscopia UV-Vis de las AuNPs con higado de res combinada con
diferentes electrolitos (HCI, NaOH, H,SO, y NaCl).

En la figura 22a y 22b se muestran los picos caracteristicos del espectro UV-Vis del higado
de res (Myax e€n 414 nm) y de la sangre de res (Banda Soret Aysx en 410 nm, Banda B Ayax

en 540 nm, Banda a Ay,x en 575 nm), respectivamente. Podemos darnos cuenta que los
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picos caracteristicos de la sangre humana son muy parecidos a los picos caracteristicos de
la sangre de res (presentan coincidencias en las bandas del espectro de absorbancia),
recordando que toda la sangre que sale de los intestinos y del estbmago circulan a través del
higado, procesando esta sangre y separando sus componentes de tal manera que el higado
regula los niveles de las sustancias quimicas de la sangre, produce algunas proteinas para la
sangre entre otras muchas aplicaciones, por lo que su relaciéon con la sangre es muy

estrecha y no es raro pensar que compartan las bandas tipicas del espectro sanguineo.

En la figura 22c se muestra la espectroscopia UV-Vis de las AuNPs con higado de res
combinada con diferentes electrolitos (HCI, NaOH, H,SO, y NaCl). Se observa que las
AuNPs con higado de res tienen picos caracteristicos Ayax €n 407 nm, Ayax 531 nm y Ayax
573 nm, los cuales coinciden con los espectros del higado (Ayax 414 nm), la sangre de res
(Aviax 540 nm, Ayax 575 nm) y las AuNPs (Ayax 529 nm), con un traslape en la banda 3
(Mvax 540 nm) y la banda de absorbancia de las AuNPs, ocasionando un pequefio desfase a
los 531 nm. Estos resultados demuestran que la muestra de higado de res analizada podria

contener sangre.

Por otro lado, este comportamiento se repite con la adicion de la solucion saturada de NaCl
(Mviax 408 nm, Ayax 540 nm, Ayux 576 nm) y en el ensayo de la adicion del electrolito
NaOH (Ayax 414 nm, Ayax 529 nm, Ayux 577 nm) manteniendo los picos tipicos del higado
con AuNPs. Este desplazamiento de la banda Soret (A\yax 414 nm), en el espectro de
absorbancia hacia el ultravioleta también se vio mayormente afectado en los ensayos de los
acidos al adicionar el HCI (Ayax = 400 nm, Ayax 542 nm, Ayux 668 nm) y el H,SO, (Ayviax
404 nm, Ayax 533 nm, Ayax 576 nm, Ayux 648 nm). La banda a (Ayux 573 nm) se pudo
apreciar en los espectros del higado con AuNPs con los electrolitos NaCl y H,SO,.
Ademads, se observa que aparece una nueva banda Ayux = 760 nm que se presenta
ligeramente desfasada al ultravioleta en los espectros del higado con AuNPs con los

electrolitos NaCl Ayax 614 nm, H,SO, Ayax 648 nm, HCI Ayax 668 nm.

En la figura 23 se muestra la espectroscopia UV-Vis de las AuNPs con plasma seminal
combinado con diferentes electrolitos (HCI, NaOH, H,SO, y NaCl). Se puede observar que

el espectro de las AuNPs con plasma seminal (Ayax €n 410 nm y Ayax €n 522 nm) y el
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espectro de las AuNPs con plasma seminal combinado con HCI (Ayux en 407 nm, Ayax €n
526 nm) mantienen el mismo comportamiento. También, se puede observar que los
espectros de las AuNPs con plasma seminal combinado con H,SO, (Ayax520nm), NaOH
(Mvax 524 nm) y NaCl (Ayax 530 nm), presentaron la misma tendencia en sus espectros a

diferentes intensidades y con un incremento del ancho de banda aproximado de 150 nm.

1.2
] —— AuNPs
—— AuNPs + Plasma seminal
1.0 < AuNPs + Plasma seminal + HCI

AuUNPs + Plasma seminal + NaOH
—— AuNPs + Plasma seminal + H,SO,

AuNPs + Plasma seminal + NaCl

Absorbancia (u.a)

-4_“.'1
0.0 — '
400 450

) )
500 550 600 650 700 750
Longitud de onda (nm)

Figura 23. Espectroscopia UV-Vis de las AuNPs con plasma seminal combinado con diferentes
electrolitos (HCl, NaOH, H,SO, y NaCl).

En este ensayo encontramos que la muestra de plasma seminal podria contener sales o iones
disueltos, probablemente por contaminaciones de orina, ya que al contacto con las AuNPs
se produjo un cambio colorimétrico instantdneo como consecuencia de la solvatacion y de
agregados, por otro lado, el espectro UV-Vis del plasma seminal presenta un pico de Ayax =
545 nm que se empalma con el pico caracteristico de las AuNPs (Aypx 529 nm), por lo que
presenta dificultades para discernir la procedencia de este pico particular. Lo que

justificaria el cambio de coloracidn en todos los casos de la tabla II.
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De acuerdo a los resultados mostrados en las espectroscopias UV-Vis de las AuNPs
combinadas con diferentes electrolitos y proteinas, y la tabla II, donde se muestran los
cambios colorimétricos en relacion entre las AuNPs, los electrolitos y la capacidad de
inhibir el cambio de coloracion de las proteinas, se observa que los electrolitos fuertes son
los 4cidos y la solucion saturada de NaCl, ya que todos ocasionaron un cambio de
coloracion al contacto con las AuNPs, al contrario de lo que se observo con la base NaOH,
que no presentd un cambio aparente apenas percibido por su espectro UV-Vis en la figura
18, esto produce un pequeno desfase de su banda hacia la derecha, concluyendo que el
NaOH no es un electrolito ideal para identificar la presencia de proteinas en una solucion.
Ademas, el electrolito mas fuerte encontrado es el HCl ya que al compararlo con los
espectros UV-Vis de todos los electrolitos utilizados y las AuNPs, la combinaciéon de

AuNPs con HCl tiene la Ay,x mas a la derecha y el mayor ancho de banda de absorcion.

Por otro lado, las proteinas de albumina de huevo, sangre y el higado si cuentan con poder
inhibidor al cambio de coloracion producido por algunos electrolitos fuertes, a diferencia
del plasma seminal que presentdé el cambio de coloracion solo con el contacto con las
AuNPs. Suponemos que es debido a que el plasma seminal contenia orina y con ésta, sales
disueltas que ocasionan la solvatacién y su continuo proceso de agregacion, por esta razon
se concluye que el plasma seminal no funciona para la deteccion de electrolitos fuertes. Asi
mismo, la albimina de huevo fue la proteina con mayor capacidad inhibidora de color que
puede ser empleada para la deteccion de electrolitos fuertes, porque al combinarla con las

AuNPs y los electrolitos casi no hubo cambios de Ay.x 0 de su espectro de absorcion.
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Capitulo 6. Conclusiones y trabajo futuro

e Se sintetizaron exitosamente las nanoparticulas de oro.

e Es posible la realizacion de un sensor colorimétrico a base de AuNPs para la
deteccion de proteinas y electrolitos fuertes.

e Se comprobd experimentalmente que los cambios mas significativos en coloracion
se presentan con los acidos H'.

e Se encontro que de los electrolitos, el HCI es el mas fuerte y la albumina de huevo,
la que mejor inhibe el cambio de coloracion.

e EI NaOH no es un buen electrolito para poner a prueba la existencia de proteinas en
una solucion, un electrolito estable para este fin podria ser una solucion saturada de
NaCl debido a su pH y estabilidad.

e El plasma seminal no es una proteina viable para la deteccion de electrolitos fuertes.

e En cambio, la albimina de huevo es una proteina que puede ser empleada para la
deteccion de electrolitos fuertes, por su estabilidad y su duracion, sin
descomponerse ni producir malos olores.

e Se comprob6 que las proteinas llegan a proteger a las AuNPs de la atraccion ionica

de los electrolitos fuertes, logrando con esto también la identificacioén de proteinas.

Trabajo futuro

e Realizar pruebas con otros electrolitos fuertes y otro tipo de proteinas.

e Caracterizar las AuNPs utilizando AFM.

e Probar otros métodos de sintesis de las AuNPs.

e Combinar el sensor colorimétrico con una interfaz electronica de deteccion.

e Desarrollar un sistema microfluidico para sintetizar AuNPs in situ, utilizando el
método de Turkevich.

e Disenar un sensor colorimétrico para la deteccion de electrolitos fuertes y proteinas

con microcanales, con la finalidad de reducir costos.
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Anexos

Presupuesto

Dentro de los reactivos consumibles en Abril 2022 encontramos principalmente los

siguientes:

Reactivo

Marca

Precio

HAuCl, (acido cloroaurico)

Sigma-Aldrich

$11,912.00 (10 g)

Na;C¢H;s0; (citrato de sodio)

Sigma-Aldrich

$1,821.00 (1 Kg)

NaOH (hidroxido de sodio)

Sigma-Aldrich

$5,839.00 (500 g)

HCI (4cido clorhidrico)

Sigma-Aldrich

$1,552.00 (500 mL)

H,SO, (acido sulfurico)

Sigma-Aldrich

$2,613.00 (100 mL)

NaCl (Cloruro de Sodio)

Sigma-Aldrich

$819.00 (25 g)

Agua desionizada
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