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Resumen

En el &ra biomedica existe la necesidad de contar con métodos que permitan la de-
teccion de anticuerpos o antigenos como un medio de diagnostico. El presente trabajo
de tesis se enfoca en realizar la sintesis de nanoparticulas metélicas funcionales usan-
do anticuerpos especificos, con la idea fundamental de usarlas en el reconocimiento de
antigenos. Dos protocolos de funcionalizacion fueron propuestos y comparados. El pri-
mero de estos partié del método de Turkevitch para la sintesis de nanoparticulas de oro,
posteriormente estas particulas fueron conjugadas y funcionalizadas con el anticuerpo
Anti-BSA. El segundo protocolo de funcionalizacion realizado propone una nueva ruta
de sintesis que permite la obtencién de nanoparticulas conjugadas con cisteina en un
solo paso. De igual manera estas nanoparticulas se funcionalizaron con Anti-BSA.

Para cada caso se procedio a realizar diversas pruebas que esperdbamos permitieran
determinar si hubo o no funcionalizacion mediante los protocolos que aqui se proponen.
Las técnicas que usamos fueron: Electroforesis, espectroscopia Uv-Vis y Raman. Los
resultados mostraron que no es posible determinar si ocurrié o no la funcionalizacion
para el primer caso. Mientras que para el segundo protocolo, se pudo determinar sin

lugar a dudas la funcionalizacién con anti BSA.
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Capitulo 1

Introdu ccién

Aun cuando las fronteras no estan del todo definidas, se considera que un material
es nanométrico cuando al menos una de sus dimensiones tiene un tamafio de menos
de 100 nandémetros. De este modo una pelicula delgada podria tener un area de varios
centimetros, pero si su espesor es de menos de 100 nm se le puede considerar un na-
nomaterial. Lo mismo se aplica a los llamados nanowires, que basicamente son cables
de hasta varias micras de largo pero cuyo diametro es de unos cuantos nanémetros. Por
lo tanto, para que una particula sea considerada una nanoparticula al menos una de sus
dimensiones debe estar por debajo de este limite.

Un nanémetro es la mil millonésima parte de un métrom= 1x10~°m). Para
darnos una idea de que se trata imaginemos que podemos alinear atomos de oro consi-
derandolos como esferas solidas. El radio de un &tomo de oro unido covalentemente a
otro seria de 0.144 nm [1], con lo que 3.5 atomos de oro puestos en fila ocuparian una
distanciade 1 nm (Fig. 1.1).

Las nanoparticulas metalicas han sido fabricadas desde la antigliedad, aun sin co-
nocer de que se trataban. Un ejemplo de esto es la famosa copa de Lycurgus. Esta copa

es una artesania de vidrio romana del siglo V. Se trata de una copa en la cual se repre-
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2 CAPITULO 1. INTRODUCCION

Figura 1.1: Cuatro domos de oro puestos sobre una regla de un nanémetro
de largo.

senta al rey Lycurgus siendo arrastrado al inframundo por Ambrosia. Al ser iluminada
por el exterior el vidrio muestra un color verdoso y al ser iluminada desde el interior el
vidrio se ve rojo excepto por el cuerpo del rey que muestra color violeta. No fue hasta
1990 que se comprendio el origen fisico de este fendmeno al analizar la copa mediante
microscopia electrénica de barrido (SEM). Se observo que los colores de la copa se
debian a la presencia de nanoparticulas de plata, oro y cobre introducidas en la matriz
de vidrio [2, 3], estas particulas no excedian los 100 nm de diametro. La mayoria de
los nanoparticulas metalicas tenian un tamafo de entre los 20 y 40 nm. El color rojo
es debido a la absorcién de luz por particulas de oro alrededor de los 520 nm. El color
violeta del cuerpo del rey es debido a particulas de mayor tamafio. El color verde se
atribuye al esparcimiento provocado por particulas de plata de tamafio mayor a 40 nm.
La composicion del vidrio juega también un papel importante en la respuesta Optica de

las particulas metdlicas inmersas dentro de este.

Después de los romanos, las nanoparticulas metalicas, en su forma coloidal o de
soluciones, fueron usadas en la edad media para decoracion ornamental. El purpura de
Cassius, descubierto en 1676, fue usado como esmalte para vidrio y porcelana. Unos
afos después Johann Kunchel perfecciono la técnica de hacer vidrio color rubi. En
ambas preparaciones el color se debia a la presencia de particulas coloidales de oro, sin
embargo este hecho no fue reconocido hasta el trabajo de Michael Faraday en 1857 [4].

Faraday explico el mecanismo de formacién de coloides metalicos y preparé soluciones
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coloiddes estables a las que llamé “metales divididos”. Faraday no solo entendi6 el
proceso de formacion de coloides metalicos sino que ademas se percaté que la adicion
de sales transformaba los coloides de color rubi en coloides de color azul. Demostro
también que la transformacion en estos colores se podia prevenir al afiadir materiales
organicos como gelatina; con estos experimentos Faraday contribuy6 indirectamente a
la quimica organica de monocapas. También fue el primero en registrar los cambios en
las propiedades Opticas de las particulas en relacion con el medio que las rodea.

Avances significativos en el control de la sintesis y en la compresion de los fenéme-
nos fisicos que exhiben estos nanoagregados se han dado en las ultimas dos décadas.
Estos no pueden simplemente ser tratados como pequefios elementos de un bloque me-
talico, como lo implica el término metales divididos. En el caso de nanoparticulas meta-
licas una gran cantidad de los atomos que las conforman se encuentran en su superficie,
por lo que el nimero de electrones que se encuentran en su superficie se incrementan
notablemente en relacion a los que estan dentro de su volumen. Una nanoparticula de
10nm de diametro tendria aproximadamente el 10 % de sus atomos en la superficie,
mientras que una particula de 1nm tendria casi el 100 % [5].

A principios del siglo XX, Gustave Mie presento su teoria, un tratamiento matema-
tico del esparcimiento de la luz que describe la relacién entre el tamafio de las particulas
metélicas y las propiedades Opticas de las soluciones que las contienen [6]. Mie fue el
primero en demostrar matematicamente la dependencia entre el tamafio de las particu-
las metélicas esféricas y sus propiedades épticas.

Las nanoparticulas de metales nobles como oro y plata han sido ampliamente es-
tudiadas en los pasados 20 afios, pues sus propiedades fotonicas las hacen materiales
atractivos para diversas aplicaciones [7, 8, 9]. Debido a esto, resulta muy interesante
su aplicacién en diversas areas cientificas, aunque actualmente se observa una fuerte

contribucion en el area biomédica [10].
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Parte del interés en las nanoparticulas de oro radica en su destacada absorcion en
el rango visible y la sensibilidad de ésta a los cambios en sus dimensiones y morfolo-
gia. También es interesante el incremento local del campo electromagnético [11]. Por
lo tanto, las posibles aplicaciones requieren de protocolos que otorguen control en el
tamafio y en su morfologia [12, 13].

Por otra parte, en el &rea biomedica existe la necesidad de contar con métodos que
permitan la deteccidn de anticuerpos o antigenos como un medio de diagnostico. Tra-
dicionalmente la deteccion de antigenos se realiza mediante pruebas de ELISA, sin
embargo recientemente se han desarrollado técnicas basadas en nanoparticulas en so-
luciéon que han dado buenos resultados. En 2010, Wentong detecto células de cancer
de mama mediante nanoparticulas bi-funcionalizadas con un anticuerpos y aptameros
especificos usando la dependencia angular del esparcimiento de luz de dos fotones [14].

Anteriormente Englebienne utilizo nanoparticulas de oro para desarrollar un inmu-
noensayo para monitorizar la cinética del reconocimiento antigeno-anticuerpo median-
te cambios en el color de la solucion [15]. Después de ser recubiertas con anticuerpos
monoclonales especificos, las nhanoparticulas fueron incubadas en soluciones de su an-
tigeno correspondiente.

En 2003 Hirsch utilizé nanoparticulas de silica con un cascaron de 22 nm de oro
(nanoshells) para detectar el antigeno IgG de conejo mediante un ensayo de agregacion
[16]. Las nanoparticulas fueron funcionalizadas con anti-lgG e incubadas en tres dife-
rentes medios que contenian IgG: solucion salina, suero sanguineo y sangre diluida al
20 %. Midiendo los cambios en la absorcion en la banda de 720 nm antes y de 10 a 30
minutos despues de la incubacion fue posible establecer limites de deteccion de 0.88
ng/ml en solucion salina y en plasma sanguineo y 4.4 ng/ml en sangre al 20%. Las
ventajas de este ensayo para su aplicacion clinica son que no se requieren procesos de

purificacion y el poco tiempo que consumen.
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El objeivo del presente trabajo de tesis se enfoca en realizar la sintesis, conjuga-
cion y funcionalizacién de nanoparticulas usando anticuerpos especificos, con la idea
fundamental de usarlas en el reconocimiento de antigenos.

En el Capitulo 2Nanoparticulas metalicase presentan algunas de las técnicas de
sintesis comunmente usadas y se introducen algunos conceptos e ideas béasicas en la
funcionalizacién de nanoparticulas metalicas.

Posteriormente, en el CapituldvBtodos de caracterizaciése describe la teoria'y
algunos detalles experimentales de las técnicas utilizadas en este trabajo de tesis. Técni-
cas espectroscopicas como la absorcion UV-Vis y Raman fueron utilizadas, en conjunto
con la electroforesis en gel y la microscopia de transmision electronica, para monito-
rizar la sintesis, conjugacion y funcionalizacion de las nanoparticulas. Estos procesos
son descritos en el CapituldPteparacion de las muestra8qui se proponen dos pro-
tocolos de funcionalizacién, el primero de ellos parte de un proceso de sintesis bien
conocido, seguido de la conjugacion y funcionalizacién de las nanoparticulas, todo es-
to en procesos separados. El segundo protocolo propuesto integra en un mismo paso la
sintesis y la conjugacién de las nanoparticulas y en segundo proceso la funcionalizacion
de éstas.

El Capitulo 5Resultadosncluye la caracterizacién de las nanoparticulas y la dis-
cusién de los dos protocolos de funcionalizacién realizados durante cada uno de los
procesos a los que se sometieron. Finalmente en el Capitulo 5 Conclusiones se resu-
men y contrastan ambos protocolos de sintesis y ademas son planteadas las perspectivas

de este trabajo.
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Capitulo 2

Nanoparticulas metalicas

2.1. Sintesis de nanoparticulas

Los métodos de fabricacién de nanoparticulas se puede dividir en dos tipos basicos.
Uno es el llamado proceso “de arriba hacia abajo” en el cual, a partir de un material
macroscopico se obtienen materiales nanometricos mediante procesos fisicos, quimicos
0 mecénicos. El otro método es el llamado proceso “de abajo hacia arriba” en el cual se
parte de atomos, iones 0 moléculas, estos reaccionan bajo diversas condiciones fisicas o
guimicas para formar nanomateriales. Este proceso depende del crecimiento y el auto-
ensamble. Ambos tienen ventajas y desventajas inherentes. Ademas existe un tercer tipo
de procesos en los cuales las fronteras entre uno y otro no son claros, son los llamados
procesos de “cruce”.

Dentro del proceso “de arriba hacia abajo” podemos encontrar diferentes técnicas
como lo son: el molido mediante bolas de acero, atomizacion, compactacion dindmica
de liquidos (LDC), evaporacion, ablacion laser, sonicacién de alta energia, pulimento
guimico-mecanico (CMP), técnicas litograficas, etc.

El molido mediante bolas de acero consiste en introducir un material en forma gra-

7
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nular a un barril que gira a alta velocidad, dentro de este barril se encuentran pequefias
bolas de acero que transfieren su energia cinética mediante choques y van reduciendo el
tamafio del material. El limite en la molienda son materiales de mas de 5 nm. Las des-
ventajas de esta técnica son la gran polidispersividad en el producto y la contaminacién
de éste.

La atomizacién consiste en convertir un liquido en aerosol al hacerlo pasar a través
de una boquilla a alta presion.

En la compactacion dindmica de liquidos el metal fundido es atomizado mediante
pulsos de un gas inerte a alta velocidad. Las gotas semisolidificadas son colectadas en
un sustrato metalico enfriado.

La evaporacion consiste en hacer el deposito de peliculas delgadas de orden na-
nometrico ya sea de metales u otros materiales. Si la formacién de nanoclusters se da
durante la evaporacion es un proceso “de arriba a abajo”.

La ablacion laser consiste en hacer incidir un laser de alta intensidad sobre un mate-
rial inmerso en algun solvente. La absorcién de energia del laser provocara un aumento
en la temperatura del material y la evaporacion de este, la eleccion adecuada del sol-
vente tendra como consecuencia la creacion de nanoestructuras. Por ejemplo, al dirigir
un laser de alta intensidad a un blanco de grafito mas un catalizador, se pueden producir
nanotubos de carbono. Estos son colectados mediante un sustrato de cobre enfriado por
agua [17].

La sonicacion de alta energia usa ondas sonoras de alta energia para hacer nano-
materiales a partir de la reduccién de materiales macroscoépico. También es usada para
dispersar nanoparticulas en solventes que prevengan su aglomeracion.

El pulimento quimico-mecéanico usa abrasivos para adelgazar y aplanar las mues-
tras. La porosidad del la superficie es dependiente del tamafio del abrasivo. Acabados

de espejo con rugosidad nanométrica pueden ser obtenidos mediante esta técnica.
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Las técnicas litograficas son las mas ampliamente utilizadas en los procesos indus-
triales. La industria de la computacion depende en gran medida de estas técnicas para la
fabricacion de circuitos integrados, maquinas microelectromecanicas, etc. Esta técnica
permite hacer un deposito controlando la morfologia del material depositado.

En general el procedimiento de estas técnicas es el siguiente: se deposita una capa
delgada del material deseado, sobre este se deposita una capa de fotoresist. El fotoresist
es un material que reacciona a la luz y una vez irradiado es soluble ante un solvente
determinado. Al exponer los patrones deseados es posible retirar tanto el fotoresist
como el material que estaba debajo de éste. Finalmente se remueve el fotoresist no
irradiado dejando Unicamente impreso el patrén del material que se deseaba depositar.

La resolucion de los patrones a grabar depende de la longitud de onda con la que la
muestras es irradiada, por lo que se usan fuentes que van desde el cercano UV hasta los
rayos X, ademas de rayos de electrones o iones.

Si bien algunas de las técnicas litograficas ofrecen un gran control en cuanto a la
forma y tamafio de la particula, el costo de éstas las hacen poco accesibles.

Los procesos “de abajo hacia arriba” se pueden dividir en cuatro categorias gene-
rales de acuerdo a la fase en la que se den: métodos de fase gaseosa, métodos de fase
liquida, métodos de fase solida y métodos biolégicos. Los casos mas interesantes se
dan tanto en la fase gaseosa como en la fase liquida. Algunas de las técnicas utilizadas
se describen brevemente a continuacion.

Dentro de los métodos de fase gaseosa podemos encontrar técnicas como la de-
posicion quimica de vapor (CVD), deposicién de capas atomicas (ALD), combustién,
etc.

La deposicion quimica de vapor consiste en la formacion de nanomateriales a partir
de la fase gaseosa, a altas temperaturas, que son depositados en sustratos solidos.

ALD es unatécnica de deposicidén quimica secuencial de alta precision, utiliza reac-



10 CAPITULO 2. NANOPARTICULAS METALICAS

ciones quimicas especificas para afiadir monocapas moleculares una a una y de esta
forma controlar el espesor de peliculas delgadas.

La formacion de nanoparticulas de Silicio mediante la combusti@itdeen una
atmaosfera baja en oxigeno es un ejemplo de particulas fabricadas mediante combustion.

En los métodos de fase liquida podemos encontrar técnicas como el autoensamble
molecular, nucleacién y procesos sol-gel, reduccion quimica de sales metalicas, creci-
miento de cristales, etc.

El autoensamble molecular es uno de los métodos mas poderosos para fabricar na-
nomateriales en masa. Este es el proceso que mejor ejemplifica los procesos “de abajo
hacia arriba”. Por ejemplo, si tenemos una molécula con una terminacioén hidrofobi-
ca y otra hidrofilica, el autoensamble tendra lugar formando micelas al disolver estas
moléculas en agua.

En la nucleacién y procesos sol-gel percusores quimicos se combinan mediante
autoensamble y reacciones quimicas para formas particulas semillas. Después se da
la nucleacion alrededor de estas particulas semillas formando asi nanoestructuras. Los
procesos de nucleacién dependen de las condiciones de pH, temperatura, fuerza ibnica
y el tiempo.

El método de sintesis por reduccién quimica de sales metalicas es un método am-
pliamente usado por su simplicidad y bajo costo [18, 19, 20, 21]. Esta ruta de sintesis
consiste en la reduccién quimica de sales metalicas que disueltas en los solventes apro-
piados resultan en nanoparticulas metalicas con tamafios diversos. Como las particulas
preparadas en solucion tienden a agregarse es necesario protegerlas utilizando surfac-
tantes. Las reacciones de reduccion se pueden dar bajo condiciones muy diversas: se
puede dar a temperatura ambiente [22], reacciones quimicas activadas por temperatura
[11], reacciones fotoquimicas [23, 24], etc. Las nanoparticulas de metales como el oroy

la plata son interesantes por sus caracteristicas épticas y debido a su biocompatibilidad
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las nanoparticulas de oro son ampliamente interesantes para aplicaciones bioldgicas.

Existen muchas formas de sintetizar quimicamente nanoparticulas de oro, la mayo-
ria de éstas parten de soluciones de Acido Clorautibdu'' Cly) [25]. La reduccion
deAu"" a Aw® mediante Citrato de Sodio fue introducido por Turkevitch en 1951 [26].
En este método el Citrato sirve como agente reductor y como estabilizador anionico,

tal como se expresa en la siguiente reaccion [27]:

BAUCI, + CsHgO7 4 5Hp0 = 6CO, + 24CI~ 4 6AWY 4-18H (2.1)

Mediante este método se pueden sintetizar particulas entre 9 y 120 nanémetros de
didmetro [28]. La simplicidad de este método lo ha hecho ampliamente usado: solucio-
nes de Acido Cloraurico y Citrato de Sodio son preparadas por separado. Para que la
reaccion se lleve a cabo es necesario aumentar la temperatura de las soluciones hasta
el punto de ebullicion. Al mezclar ambas soluciones el Citrato reduce la sal de oro,
mientras que un exceso de éste actia como surfactante. El resultado es una suspension
coloidal de color rojo intenso. Al ser una sintesis activada mediante temperatura las va-
riaciones en ésta influyen notablemente en la morfologia de los productos. Este método
es ampliamente utilizado actualmente debido a la simplicidad de cambiar el Citrato por
otros ligandos de interés biologico [29]. Modificaciones recientes al método de Turke-
vitch han permitido un mejor control del tamafio promedio de las nanoparticulas y en
la distribucidn de éste. Algunas de las modificaciones hechas al método de reduccion
mediante Citrato de Sodio incluyen la catalizacién a temperatura ambiente mediante

luz ultravioleta [11].

Otra sintesis cominmente usada es la reduccion de Acido Cloraurico mediante Bo-
rahidruro de Sodio [30]. Esta sintesis puede ser realizada a temperatura ambiente. Este

método produce nanoparticulas esféricas de alrededor de 20 nm de diametro y ofrece
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la ventaja de tener una baja dispersion en el tamafio de las particulas. Al incorporar

diversos surfactantes durante la reduccion se puede cambiar tanto el tamafio como la
morfologia de las nanoparticulas sintetizadas. Algunos otros métodos de sintesis uti-

lizan reductores como Acido Ascorbico, Ascorbato de Sodio [11], Acido Tanico [31],

etc.

2.2. Funcionalizacion de nanoparticulas

Muy pocas aplicaciones se pueden obtener a partir de suspensiones coloidales inme-
diatamente después de su sintesis, por lo que la mayoria de las aplicaciones requieren
de procesos posteriores para la utilizacion del nanomaterial. Casi todas las aplicaciones
requieren que la interaccion entre las nanoparticulas y el medio anfitrién, sustratos o
moléculas, sean controladas [32]. Este control es obtenido mediante la llamada funcio-
nalizacién, la cual consiste en incorporar en la superficie de las nanoparticulas molé-
culas con grupos funcionales especificos. Estos grupos funcionales pueden ser elegidos
sblo para asegurar la estabilidad del coloide o bien para permitir su union a diferentes

sitios especificos del medio anfitrion.

Figura 2.1: Esquemale la funcionalizacion de una nanoparticulaes el
ligando que se une a la superficie de la nanoparti€uda,el grupo funcional
especifico que reconocexael blanco dentro del medio anfitrién.

El objetivo de la funcionalizacion es cubrir la superficie con los grupos funcionales

gue son necesarios para su posterior procesamiento (Fig. 2.1).
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La quimica en la superficie de la nanoparticulas es crucial desde la formacion de
éstas, pues esto determina su forma y tamafio, asi como su dispersion coloidal. En algu-
nos casos la funcionalizacion se puede hacer desde la sintesis, pero es mas comun que
las nanoparticulas sean funcionalizadas después de ser sintetizadas. Esto se debe a que
las moléculas que funcionalizaran pueden afectar el control en el tamafio y su distribu-
cion durante la sintesis. También existe la posibilidad de que las condiciones de sintesis
(solventes, temperatura, etc.) no sean adecuadas para la molécula que funcionalizara a
la nanoparticula.

La funcionalizacion post-sintesis requiere entonces de la incorporacién de com-
puestos que tengan una estructura descrita €RoEstos compuestos son complejos
y son sintetizados antes de su incorporacioén al coloide. El gfuigsoel grupo que hace
el reconocimiento y permite la interaccién con el medio anfitrion, es decir, tiene una
gran afinidad al grupa (véase Fig. 2.1). El grup@, llamado ligando, asegura que el
compuesto se una a la superficie de la nanoparticula. Esta unién se puede dar en dos
formas basicas.

La primera de ellas consiste en el recubrimiento mediante un enlace quimico de
la moléculaC a la superficie de la particula. Por ejemplo los grupos thiol(-SH), los
fosfonatos y carboxilatos han sido usados en la funcionalizacion de nanoparticulas de
oxidos metélicos y metales nobles. La fuerza enlace de la mol€cdibe ser alta
para asegurar el maximo de cobertura de la superficie, esto es importante sobre todo
cuando se quieren sustituir los surfactantes utilizados durante la sintesis. En ese sentido
es interesante utilizar ligandos polidentados como di-thioles o fosfinas oligoméricas,
los cuales se unen mediante enlaces covalentes a la superficie metalica [33].

Una segunda estrategia es utilizar un silano como ligando. Reacciones de hidrolisis
y de condensacion forman un recubrimiento alrededor de la particula dejando algunos

de los grupos$- en el exterior. Este procedimiento se usa mayormente para particulas
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de Oxidos metalicos [32]. El principal problema es que debe haber una fuerte afinidad
entre el silano y la superficie de la particula para asegurarse que la precipitaciéon del
silano es sobre la superficie de la particula y no como clusters aislados.

Otra alternativa de funcionalizacién es la modificaciéon de la superficie paso a pa-
so, afiadiendo moléculas con grupos funcionales que de antemano se sabe son afines
a la superficie de la particula. Por ejemplo, la gran afinidad del grupo thiol hacia me-
tales nobles como oro y plata es bien conocida, es por esto que posterior a la sintesis
de nanoparticulas los surfactantes originales pueden ser sustituidos por moléculas que
contengan este grupo funcional. El uso de polimeros thiolizados y moléculas como la
cisteina y la cisteamina son comunmente utilizadas con este fin. En general los grupos
funcionales expuestos no son especificos a un determinado compuesto quimico, por lo
gue en esta etapa solo podemos decir que la nanoparticula se encuentra conjugada, pues
las posibilidades de interaccion con el medio anfitridn aun no son especificas.

Un inconveniente que se puede presentar al sustituir el surfactante original es la
posibilidad de afectar la estabilidad del coloide, o que puede desencadenar en la pre-
cipitacion y aglomeracion de las particulas, para evitar esto es comun la incorporacién
de compuestos estabilizantes (generalmente proteinas) que bloguean las zonas no ocu-
padas por la molécula ligando, evitando asi la coagulacion de las particulas.

A partir de nanoparticulas conjugadas con diferentes grupos funcionales expuestos
se puede hacer una nueva modificacion a la superficie incorporando moléculas comple-
jas o anticuerpos especificos a alguna especie quimica determinada. De este modo se
asegura que la nanoparticula solo pueda interaccionar en sitios especificos del medio
anfitrién. Solo cuando esta especificidad es lograda podemos referirnos a una nanopar-
ticula como un material funcionalizado.

Otro factor de suma importancia es determinar el numero de grupos funciénales

que estan ligados a la particula. Gran parte del trabajo en funcionalizacién de nano-
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particulas esta dedicado a resolver este problema. Sdlo resolviéndolo serian posibles
aplicaciones en las cuales las nanoparticulas funcionalizadas permitan la cuantificacion

en los medios anfitriones.
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Capitulo 3

Métodosde caracterizacion

La necesidad de ordenar, nombrar, categorizar y describir las cosas que nos rodean
ha acompafiado al hombre desde el inicio de la civilizacién. La caracterizacion y la
presentacion de resultados son fundamentales en la ciencia. El medir es caracterizar y
para medir es necesario tener herramientas que lo permitan. Algunos de los métodos
de caracterizacion para nanomateriales son anteriores al desarrollo de la nanociencia
y otros se han desarrollado a la par de ésta. Un ejemplo de esto es la microscopia de
fuerza atomica, en la cual para poder tener una resolucion de nanémetros es necesario
poder fabricar puntas de prueba de escala nanométrica.

Si bien las herramientas para la caracterizacién de nanomateriales son muchas, en
este capitulo solo se describiran las herramientas de caracterizacion utilizadas durante

este trabajo.

3.1. Espectroscopia de absorcion

En Quimica es comun hacer uso del color para reconocer diferentes compuestos y

determinar que algunas reacciones se llevan a cabo. Si remplazamos el ojo humano por

17
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detectores de luz mas sofisticados se puede estudiar con mayor detalle la interaccion de
la luz con estos compuestos.

En general, si hacemos incidir un haz de luz sobre algin cuerpo parte de esa energia
luminosa sera transmitida y parte sera absorbida y convertida en algun otro tipo de

energia.

= =

v

Figura 3.1: Un haz deluz incide perpendicularmente sobre una material
con un espesor b. Como consecuencia de la absorcién de luz la intensidad
del haz disminuye.

La figura 3.1 muestra un haz de luz antes y después de que ha pasado a través de
una solucion que tiene un espebor una concentracion de una especie absorbente.
Como consecuencia de interacciones entre los fotones y las particulas absorbentes, la
intensidad del haz es atenuada. La transmitahaoike la solucién se define como la

fraccion de la radiacion incidente transmitida por la solucién:

T—— (3.1)
lo

La absorbancia de una soluciéon se define mediante la ecuacion:

A= —logT = Iogll—0 (3.2)
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Consideremos un bloque de materia absorbente, cuya trayectoria épiiga@stiene
n particulas absorbentes (&tomos, iones o moléculas). Un haz de radiacion monocroma-
tica con intensidady llega al bloque perpendicular a su superficie; como resultado de

la absorcion su intensidad disminuyé.a

Consideremos ahora una seccion transversal del bloque que tiene Uhyaoea
espesor infinitesimalx. Dentro de esta seccion hdy particulas absorbentes; asociada
a cada particula podemos imaginar una superficie en que ocurrird la captura del fotén.
Esto es, si un foton alcanza una de esas areas, ocurrira inmediatamente la absorcion. El
area total de esas superficies de captura dentro de la seccion se dssigmalacion
del area de captura al area totald'S. En un promedio estadistico, esta relacion

representa la probabilidad para la captura de fotones dentro de dicha seccion.

La intensidad del haz que entra en la seccignes proporcional al nUmero de
fotones por area y por segundodi; representa la intensidad de radiacion absorbida
en este diferencial de espesbx. Entonces la fraccion absorbida eslly/Ix y esta
relacion también es la probabilidad promedio de fotones absorbidos. El término tiene

signo negativo para indicar que la intensidad del haz disminuye.
X _T= (3.3)

Remrdemos queses la suma de las areas de captura para cada particula dentro de
la seccidn; puede ser por eso proporcional al nimero de partts#aadn; siendodn
el numero de particulas dentro de la sec@ég a una constante de proporcionalidad,
llamada seccidn transversal de captura. Considerando las ecuaciones e integrando de 0
an, el numero de particulas absorbentes que causan que la intensidad disminuya desde

lo hastal:

L dly nadn
_/IOV_ o S (3.4)
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Resulta:

| an
“ln— =~ )
nIO S (3.5)

Luego de convertir los logaritmos a base 10 e invirtiendo la fraccion para cambiar

de signo, se obtiene:

097 = 5305

(3.6)

Siendon el nimero total de particulas dentro del bloque. La seccion trans@ssal
puede expresar en términos del volumen del bloque y su longitemtonceS=V /b.
Retomado la ecuacion 3.2 y sustituyendo en la ecuacion anterior, la absorbancia da

como resultado:
anb
A=
2,303V

(3.7)

Senota quen/V tiene las unidades de concentracion (esto es numero de particulas
por volumen), se puede convertir a moles por litro. El numero de moles es:
n

les= _ .
moles= 6,02x10%3particulas/mol (3:8)

con lo cual la concentraci@ = n/(6,02x1073V), con el volumeiv expresado en litros,

y combinando esto se tiene:

_ 6,0x10%%abc

A= 303 (3.9)

Finalmente, las constantes de esta ecuacion se pueden reunir en una Unica constante

A=¢ebc= Iogll—0 (3.10)

dondes = 2,61x10%3a. Ahora bien, podemos considerar quda seccion transver-

sal también llamada seccién eficaz de extincidn, es dependiente de la longitud de onda



3.1. ESPECTROSCOPIA DE ABSORCION 21

con la que el material es iluminado, con esto podemos obtener una curva de absorban-
cia como funcién de la longitud de onda (Fig 3.2). Esta curva es llamada el espectro de

absorbancia del material.

0.30

0.25+

0.204

0.15+

Absorbancia

0.104

0.054

0.004

T T T T T T T T T
400 500 600 700 800
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Figura 3.2: El espetro de absorciéon no es mas que la grafica de la absor-
bancia contra la longitud de onda.

La investigacion de la interaccion de la radiacion con particulas metalicas peque-
flas, generalmente de decenas de handmetros, ha sido el foco de atencion de numerosos
investigadores durante los ultimos 15 afios [34]. Si se analiza la respuesta de esas parti-
culas con la frecuencia de la radiacion incidente uno encuentra que para determinados
valores, la seccion eficaz de extincion (dispersion mas absorcion) presenta picos reso-
nantes debidos a la excitacion de plasmones localizados. Estos son oscilaciones colec-
tivas del plasma electrénico del metal (electrones en la banda de conduccién) que estan
confinadas por el tamafio de la particula y que equivalen a la oscilacion de un pequefio
dipolo a la frecuencia de la onda incidente.

Metales como el oro, la plata y el cobre son generalmente usados, pues en el caso



22 CAPITULO 3. METODOS DE CARACTERIZACION

de particulas de tamafio nanométrico, estas resonancias se dan en el rango del espectro
visible, con lo cual al iluminar una solucién de estas particulas con luz blanca se obser-
van estas resonancias para determinadas longitudes de onda, con lo cual se tendria un

espectro de absorcidn caracteristico.

Desde el punto de vista de la teoria de Mie [35] dichas resonancias corresponden
a ceros en los denominadores de los coeficientes del desarrollo multipolar del campo

electromagnético difundido.

Por otro lado, existe una clara dependencia de las resonancias plasmonicas con el
tamanfo de las particulas, con su geometriay con las propiedades Opticas del medio que
las rodea [36, 37]. No presentara el mismo espectro una particula de 10 nm de diametro
gue una de 50 nm. Para particulas de mayor tamafio se observa que el pico resonante del
plasmon se mueve hacia longitudes de onda mas largas. Particulas con forma cubica no
presentan la misma respuesta espectral que las de forma esférica con el mismo volumen.
Debido a esto se han creado geometrias mas exoticas (nanoshells, rods, cajas, etc) para
poder "jugar” con el espectro y asi ampliar el rango de las aplicaciones. Los cambios
espectrales debidos al tamafio y a la morfologia se deben a la aparicion tanto de modos
de ordenes superiores al dipolar, asi como a modos resonantes que no existen en la

geometria.

En el caso de coloides metélicos, el espectro de absorcién de una muestra nos puede
dar informacién acerca del tamafio de las particulas suspendidas [11]. En el caso de
nanoparticulas esféricas de oro, el espectro de absorcion puede tener un maximo que
cambia desde los 518nm hasta los 565nm, cuando el tamafio de la particula va desde
9nm hasta 100nm. En general, la sintesis de nanoparticulas produce una distribucién
de tamafios por lo que el ancho del espectro nos puede indicar que tan grande es esta

dispersion.



3.2. ELECTROFORESIS 23

3.2. Electroforesis

La electroforesis es un método ampliamente usado en el analisis de macromolécu-
las. Esta técnica ofrece la ventaja de ser relativamente simple y barata. El principio en
gue se basa la electroforesis es el hecho de que macromoléculas como proteinas, acidos
nucleicos, polisacaridos, etc. poseen carga eléctrica debida a grupos capaces de diso-
ciarse electroliticamente. La carga neta de una particula esta determinada primero que
nada por la concentraciéon de ionds$ en el medio y puede ser modificada por la in-
teraccidén con iones de bajo peso molecular u otras macromoléculas. Bajo la influencia
de un campo eléctrico las particulas cargadas migraran hacia el anodo o hacia el cato-
do, dependiendo del signo de su carga neta. Este fendmeno es llamado electroforesis.
La velocidad de migracion de una particula,(em/s), bajo una intensidad de campo
eléctrico de ¥ /cmes llamada la movilidad electroforética. Las dimensiones de este
parametro egn?/V -sy su signo es el mismo que el de la carga neta de la particu-
la. Las diferencias en la movilidad es el principal parametro para la separacion de las
moléculas con propdositos analiticos. La determinacién de la movilidad es también atil

para la caracterizacién de una sustancia.

Al funcionalizar una nanoparticula se adhieren nuevas moléculas en su superficie,
lo que tiene como consecuencia un cambio en la masa de esta y puede influir también
en su carga neta, por lo que el andlisis de electroforesis puede dar informacién acerca

de estos cambios.

Consideremos una particula suspendida en un aislante perfecto. Si un campo eléc-
trico uniformeE es aplicado, una fuerZ@E actuara sobre la particula, donQees la
carga neta de la particula. Consideremos también que una fuerza de ffitdigdt)
se opone al movimiento de la particula, dorfdes un coeficiente de fricciongx/dt

es la velocidad de la particula. La resultante de estas dos fuerzas de acuerdo con la



24 CAPITULO 3. METODOS DE CARACTERIZACION

segunda ley de Newton nos dara la siguiente ecuacion:

d2x dx
- _QE—f— 11
e~ T (3.11)

Eda ecuacion puede ser resuelta como:

S (Hewl (@) e

como el valor def /m >> 1 (es 182 — 10 para particulas de tamafio molecular)
el valor deexp— f /m)t decrece como ¥entre 1014y 10-1? segundos, por lo que
para tiempos mayores a 18 la ecuacion 3.12 se puede reducir a:
dx QE

= (3.13)

Edo significa que cuando el campo eléctrico se aplica la particula acelera rapida-
mente hasta que la fuerza eléctrica se equilibra con la friccion, y entonces migra con
velocidad constante de acuerdo con la ecuacion 3.13.

Para particulas esféricas el coeficiente de friccibnregaédondea es el radio de
la particula yn es el coeficiente de viscosidad del solvente. Es conveniente eliminar
el radio de la particula sustituyendy’a por DWO, dondeW, es el potencial en la
superficie de la esfera, el cual es iguaDgaD y D es la constante dieléctrica de la

particula. La movilidad) de la particula seré:

1dx DWWy
=—=—=— 3.14
Edt 6mn ( )

Es obvio que esta ecuacion, desarrollada para particulas moviéndose en un aislante

perfecto, debe ser modificada para ser aplicada a la electroforesis de macromoléculas,

ya que esos experimentos son llevados a cabo en soluciones electroliticas. Se debe tener
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en cuenta que existe una nube ionica alrededor de las particulas cargadas y esta nube
iGnica tiene carga de signo contrario al de la particula. La presencia de esta nube ionica
implica valores de movilidad menores a los predichos por la ecuacién 3.14.

Los ensayos de electroforesis se pueden llevar a cabo en distintos medios de so-
porte. EI medio de soporte mas comun son los geles de Agar y Agarosa. El Agar es
un componente de las membranas celulares de varias algas. La estructura precisa del
Agar no es conocida pero de acuerdo con Araki contiene al menos dos polisacaridos,
Agarosa y Agaropectina [38].

El Agar y la Agarosa pueden disolverse en soluciones acuosas al calentarse y una
vez disuelta la solucién permanece liquida hasta I6€48a esta temperatura la visco-
sidad aumenta abruptamente y &38a solucion inicia su gelificacion. Una vez secos
forman una pelicula transparente que permite la evaluacion Optica y pueden ser alma-
cenados sin que se dafien. Los geles de Agarosa contienen poros de diferente tamafio
y el tamafio promedio es funcién de la concentracién de Agar [39]. Estos geles son
mecanicamente estables lo que permite dejar huecos donde depositar las soluciones a

analizar.

Figura 3.3: Esquemale una cubeta de electroforesis en gel.

La figura 3.3 muestra un diagrama esquematico de un equipo de electroforesis el

cual consta de una cubeta en forma de U invertida en la que se coloca el buffer necesa-
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rio para establecer una corriente entre los dos electrodos colocados en los extremos y
por debajo del gel (marcados comen la figura 3.3). La separacion entre los electro-

dos es de 15 centimetros. En la parte central de la cubeta se coloca el gel de Agarosa
(marcado comd). Las muestras se colocan en una serie de hendiduras hechas durante
la gelificacion en uno de los extremos del gel (marcadas @ynuna vez que las mues-

tras se colocaron en el gel la cubeta es llenada con buffer hasta cubrir el gel(marcado
comod). Al establecer un voltaje entre los electrodos las muestras comienzan a migrar
dentro del gel. Las diferencias en la movilidad de distintas muestras se hacen eviden-
tes con el paso del tiempo, al medir los desplazamientos de las muestras y el tiempo

transcurrido se puede medir la movilidad de las muestras.

3.3. Microscopia electrénica de transmision

En 1931, apenas 34 afios después del descubrimiento del electrén por J.J. Thomson,
Max Knoll y Ernst Ruska inventaron el microscopio de transmision electronica. M. von
Ardenna construyo el primer microscopio electrénico de barrido (SEM por sus siglas en
inglés) comercial en 1938, y para 1939 ya se disponia del primer equipo de microscopia
electrénica de transmisién (TEM por sus siglas en inglés) comercial construido por
Siemens.

El limite de resolucion de un microscopio esta directamente relacionado con la
longitud de onda con la que la muestra es iluminada. Conforme la longitud de onda dis-
minuye se pueden obtener resoluciones menores y con esto se pueden observar objetos
de menor tamafo.

Dado que los electrones exhiben una dualidad onda-particula, podemos asociar una
longitud de onda a ellos mediante la ecuacion de De Broigle (ec. 3.15). Esta ecuacion

relaciona el momento de un electron con su longitud de onda, conforme se aumenta el
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momento del electrén la longitud de onda asociada a éste disminuird, al igual que el
limite de resolucion. Es por esto que los microscopios electrénicos utilizan electrones

acelerados como fuentes de radiacion.

La ecuacion de De Broigle establece que:

Cc
p=—=3 (3.15)

dondep es el momento del electrém, es la frecuenciag es la velocidad de la luz
(3x10°m/s), h es la constante de Plagg,62x1034)-s) y A la longitud de onda. Con-
virtiendo p en su forma convencional de masa-velocidad, la longitud de onda del elec-

tréon es:
h h

=—=— 3.16

0~ M (3.16)
dondeme es la masa del electromg = 9,11x103kg) y v su velocidad. La energia
cinética clasica esta dada por:

KE = :—2Lmev2 (3.17)

con lo cual la longitud de onda del electrén queda:
A= (3.18)

dondee es la carga del electror £ 1,6021071°C), V es el voltaje  /C), y la energia

cinética,KE, se convierte a la forma de electronvolts (eV).

Un TEM actual opera a un voltaje de 15V, por lo que la longitud de onda
asociada a este seria dg>30 ?m, lo cual es mucho menor a la radiacion visible
utilizada en un microscopio 6ptico (40 ~°m) y por lo tanto su limite de resolucion

sera mas bajo.
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Figura 3.4: Esquemaimplificado de un equipo de microscopia de transmi-
sion de electrones (TEM)

Los componentes basicos de un equipo TEM son los siguientes: un cafién de elec-
trones que se ubica en lo alto de la columna, este produce un haz de electrones que
es acelerado por voltajes que pueden variar entre 100kV y 400kV segun sea el caso.
Generalmente se usan el tungsteno o el hexaboruro de lantano como catodo. El haz de
electrones es acelerado hacia un anodo y colimado mediante una apertura. Al igual que
los microscopios 6pticos, los microscopios electrénicos tienen varios juegos de lentes
condensadoras, de objetivo y proyectoras. La diferencia es que las lentes de un micros-

copio electrénico no son de un material sélido, sino que son controladas mediante un
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campo magnético. El haz de electrones que sale del cafion de electrones es divergente
por lo que la funcion de la lente condensadora es colimar este haz y enfocarlo sobre la

muestra. Para ser transparente al haz de electrones, la muestra tipicamente tiene mil o
menos atomos de grosor, es decir de unos cuantos nanémetros y no mayor de 100nm
[40]. Los electrones que pasan a través de la muestra son enfocados por la lente objeti-
vo, después por una apertura y son enfocados por la lente proyectora sobre una pantalla
fluorescente. La imagen generada en la pantalla fluorescente es luego capturada me-
diante una cdmara CCD. Equipos antiguos utilizaban cdmaras fotograficas analdgicas.

La resolucién de un buen equipo de TEM esta alrededor de 0.2 nm, con lo cual es
posible ver la separacién entre dos planos atdbmicos. En 2005 Carl Zeiss SMT anuncio
un gran avance en TEM al alcanzar una resolucién de 0.07 nm, lo cual esta muy cerca
del limite tedrico de resolucion para TEM.

Los electrones pueden interaccionar con la materia de diferentes formas. Un elec-
tron que llega a la superficie de un sélido puede ser esparcido una o varias veces, 0
bien no ser esparcido. El esparcimiento multiple ocurre si el material es mas ancho
gue dos veces la trayectoria media libre del electrén. El esparcimiento puede ser elas-
tico o inelastico y hacia adelante o hacia atras respecto a la trayectoria del electron. La
probabilidad de esparcimiento esta determinada por la seccién transversal de esparci-
miento y la trayectoria media libre del electron, ambas dependientes de la propiedades
del material y de su tamafio [40].

En el caso de la microscopia de transmision electrénica, los efectos que mide y de
los que se obtiene informacién son los electrones transmitidos sin esparcimiento, los
electrones esparcidos elasticamente y los electrones esparcidos inelasticamente.

Los electrones transmitidos sin esparcimiento son los que permiten la formacion de
imagenes en la pantalla fluorescente (Fig. 3.5). La capacidad de transmision es inver-

samente proporcional al grueso de la muestra, es por esto que en TEM se desea tener
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Figura 3.5: Los eleg¢rones transmitidos son los que generan las zonas bri-
llantes de la imagen. El contraste es obtenido cuando materiales densos ab-
sorben electrones.

muestras muy delgadas. Ademas materiales con bajo peso molecular aparecen mas bri-
llante en la pantalla fluorescente que los materiales de alto peso molecular. El TEM de
alta resolucion permite la observacion directa de las estructuras cristalinas.

Los electrones esparcidos elasticamente son dispersados sin perdidas de energia y
son transmitidos oblicuamente a la muestra. Estos electrones son consistentes con la
ley de difraccion de Bragg (Fig. 3.5). Pueden ser utilizados para determinar los patro-
nes de difraccién de electrones y con esto se puede obtener informacion acerca de la
orientacion y estructura cristalina de la muestra.

Los electrones esparcidos ineldsticamente pierden energia por interacciones con la
muestra. Eventualmente son transmitidos en muestras muy delgadas. La perdida de
electrones es tipica para cada elemento.

Los equipos mas comunes de TEM solo funcionan con la deteccién de los elec-

trones transmitidos generando zonas brillantes, las zonas oscuras son producidas por
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electrones que son absorbidos por el material.

3.4. Espectroscopia Raman

En 1928, C.V. Raman y K.S. Krishan descubrieron que la luz esparcida de ciertas
moléculas cambiaba el estado de polarizacion de las moléculas [41]. El efecto Raman
es un fendmeno de esparcimiento que relaciona las frecuencias vibracionales de la mo-
lécula con la diferencia de energia entre la luz incidente y la esparcida. Sin embargo,
solo las moléculas con modos vibracionales simétricos son sensibles al analisis de es-
parcimiento Raman.

Cuando una molécula interacciona con un campo electromagnético, una transfe-
rencia de energia del campo a la molécula puede ocurrir sélo cuando la condicion de
frecuencia de Bohr se satisface:

AE = hy = h/\E — hey (3.19)

dondeAE es la diferencia de energia entre dos estados cuantizadsda constante

de Planck(6,62x10-34J - ), ¢ la velocidad de la luz) la longitud de onda y es el
numero de onda. Entoncesesta directamente proporcional a la energia de transicion.
Supongamos que:

AE =E, — E; (3.20)

dondeE, y E; son las energias de los estados excitado y estado base. Entonces la
molécula absorbAE cuando se excita d&; aE, y emite cuando decae @ aE;:

Usando las ecuaciones 3.19 y 3.20 podemos ver que:

AE =E>;—E; = hcv (3.21)
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E, E,
AE | apsorcin AE | Emision
E, E,

con lo que una transicion derm ! seria guivalente a:

AE = (6,62x10734] - 5)(3x10"%cm /5) (1cm 1) = 1,99x1023] (3.22)

En la espectroscopia Raman la muestra es irradiada por laseres intensos en la re-
gién del UV-Vis y la luz esparcida puede ser colectada perpendicularmente, a 0 grados
0 a 180 grados respecto del haz incidente. La luz esparcida consiste en dos tipos: una
llamada luz de esparcimiento Rayleigh, que es fuerte en intensidad y tiene la misma fre-
cuencia que la luz incidented), y la luz esparcida Raman, que es muy débil (?1@e
la intensidad del haz incidente) y tiene frecuenexs vy, dondevy, es una frecuencia
vibracional de una molécula. Las frecuenargs- vim Y Vo + Vi SON llamadas las lineas
anti-Stokes y Stokes, respectivamente. Entonces, en espectroscopia Raman, medimos

la frecuencia vibracionaly, como un corrimiento desde la frecuencia incidente

De acuerdo con la teoria clasica, el esparcimiento Raman puede ser explicado de
la siguiente forma: La intensidad de campo elécticde una onda electromagnética

varia en el tiempo como lo muestra la siguiente ecuacion:

E = Egcoq2nvot) (3.23)

dondeEy es la amplitud vibracional yg es la frecuencia del laser. Si una molécula
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diatdbmica es irradiada por esta luz, un momento digélsera inducido:

P=aE = aEycoq2mvgt) (3.24)

dondea es una constante de proporcionalidad llamada polarizabilidad. Si la molécula

esta vibrando con una frecuendig, el desplazamiento nucleqise escribe como:
g = Qo COY 2TVt) (3.25)

dondeqg es la amplitud vibracional. Para una pequefia amplitud de vibraziéa,una

funcion lineal deg. entonces podemos escribir:

Jda
azao+(0.,—q)oqo+... (3.26)

0p es la polarizabilidad en la posicion de equilibrio,do /dq) es la razon de cambio

dea con respecto al cambio @pevaluada en la posicidon de equilibrio.

Combinando la ecuacion 3.24 con las ecuaciones 3.25 y 3.26, obtenemos:

P = aEpcoq2mnvot)

= apEpcoq2mvot) + Z—z) qEpcog2mvot)
0

= aoEocos(vaot)+((;—z> QoEo o 2mvot ) O 27TVt )
0

= apEpcoq2mvot)
1/0a
-3 (0_q) GoEo[cOS(27T{vo + Vim} ) +COS27T{ Vo — Vm} 1)]
0

(3.27)

De acuerdo con la teoria clasica, el primer termino corresponde a un dipolo osci-
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lante que emite luz de frecuenarg, es decir esparcimiento Rayleigh. mientras que el
el segundo termino corresponde al esparcimiento Raman de frecuwgRreig, (anti-

Stokes) yo — Vi (Stokes).

Figura 3.6: Nivelesenergéticos en esparcimiento Rayleigh y Raman.

La figura 3.6 muestra el esparcimiento Raman en términos de un simple esquema de
dos niveles de energiBg es el estado basg; es el primer estado electronico excitado,
se muestran también los primeros tres estados vibracionales del estado base y algunos
estados virtuales como lineas punteadas.

En el esparcimiento Rayleigh la molécula esté inicialmente en el estado base, me-
diante la absorcion de un foton de frecuengjapasa a un estado virtual con energia
hvo. A partir de este estado virtual decae hasta el estado base, emitiendo un fotén de
frecuenciavy, igual a la frecuencia absorbida.

En el esparcimiento Raman anti-Stokes la molécula se encuentra en el estado base,
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mediante la absorcion de un foton pasa a un estado virtual con eheggkmitiendo
un fotén de frecuencia&gy — vm, menor a la del haz absorbido, decae hasta un nivel
vibracional del estado base.

En el esparcimiento Raman Stokes la molécula se encuentra en algun nivel vibra-
cional del estado base con eneligig, mediante la absorcion de un fotén de frecuencia
Vo pasa a un estado virtual con energigo + V). Desde este estado decae hasta el es-
tado base, emitiendo un foton de frecuengia- vm, mayor a la frecuencia del haz
absorbido.

De acuerdo a la ley de distribucion de Maxwell-Boltzman, la poblacién estado base
v =0 es mucho mayor que la del primer estado estado vibracieadl. Debido a esto
las lineas Stokes son mas fuertes que las anti-stokes bajo condiciones normales. Ya que

las dos dan la misma informacién es conveniente medir sélo el lado Stokes del espectro.
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Capitulo 4

Preparacion de las muestras

4.1. Sintesis de NPs mediante Citrato de Sodio

El método de sintesis de nanoparticulas mediante Citrato de Sodio (NPs-C) consiste
en la reduccion quimica de Acido Cloraurico mediante Citrato de Sodio &C,qfro-
duciendo un coloide con excelente estabilidad y una distribucion de tamafio de particula
uniforme de 20 nm de didmetro en promedio [20]. Tanto el didmetro promedio de la par-
ticula como la distribucion cambian con las condiciones de preparacion (concentracion,
relacion entre concentraciones de reactivos y temperatura) [11]. La disminucién en la
temperatura de la reaccién trae como consecuencia particulas mas grandes y formas
irregulares. El resultado de esta reaccion son particulas de oro cargadas negativamen-
te. Esta carga negativa en la particula, debida a la absorcion de iones de citrato que la
rodean, es balanceada por los cationes de sodio libres haciendo neutro al coloide [21].

Una vez obtenidas estas particulas se puede modificar su superficie quimicamente
haciéndolas aptas para recibir nuevas moléculas que funcionen como enlaces entre la
particula y otros compuestos para asi permitir su funcionalizacién.

En particular, para esta ruta de sintesis se prepararon 300 ml de solucién de Acido
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Cloraurico al 0.01%2,53x10~*M) y 30ml de Citrato de Sodio al 1¥8,4x102M),

ambos disueltos en agua desionizada. Una vez preparadas, estas soluciones se calientan
hasta llegar a su punto de ebullicibn y se mezclan bajo agitacion vigorosa durante apro-
ximadamente 10 minutos. La solucion pasa de un color amarillo claro a transparente,
cuando se agrega el citrato, seguida de tonos morados, rosas y finalmente un color rojo-
rubi intenso cuando la reaccion termina. Una vez alcanzado este color se deja el coloide

en reposo hasta alcanzar la temperatura ambiente, esto le lleva alrededor de 3 a 4 horas.

4.1.1. Conjugacion de nanoparticulas NPs-C

Figura 4.1: Molécula de Cisteina. Los atomos de Hidrégeno mostrados en
gris, Carbono en negro, Oxigeno en rojo, Nitrégeno en azul y Azufre en
amarillo.

La conjugacion de la nanoparticulas se da de la siguiente manera: se adiciona Cistei-
nay albimina bovina (BSA) en un vaso de precipitado y se afiaden 30 ml de particulas
y se deja agitar durante 10 minutos aproximadamente, permitiendo que los reactivos se
disuelvan. Después de esto se guardan en refrigeracion en un envase sellado para evitar
la degradacion de BSA. Se prepararon 4 muestras, manteniendo constante la concen-
tracion de cisteina y variando la concentracion de BSA, mas una muestra control, sin

conjugar. Los detalles preparacion y las concentraciones correspondientes se muestran
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en la Tabla 4.1. La incorporacion de BSA durante la conjugacion fue necesaria para
mantener la estabilidad del coloide pues en pruebas anteriores se observo que al con-
jugar las NPs-C Unicamente con cisteina la muestra se precipitaba al cabo de 1 a 2

horas.

Figura 4.2: Vista frontal del modelo de la molécula de albumina bovina
con residuos basicos en azul, residuos acidos en rojo y residuos neutros en

amarillo [42].
Muestra Concentracion de | Concentracion de
Cisteina (M) BSA (mg/ml)
Coloide A 0,0 0,00
NP-Cys-BSAl 1,3x10°2 1.66
NP-Cys-BSA2 1,3x1072 3.33
NP-Cys-BSA3 1,3x1072 5.00
NP-Cys-BSA4 1,3x1072 6.66

Tabla 4.1: Concentacion de Cisteina y BSA durante la conjugacion.

El uso de BSA como agente estabilizante es muy comun, pues se usa para bloquear

los sitios que no fueron ocupadas por las moléculas ligandos o por los anticuerpos
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especificos. Como resultado del proceso de conjugacion existen tres posibilidades que

se ilustran en la figura 4.3.

Figura 4.3: Esquemale las tres posibles configuraciones resultantes de la
conjugacion de las NPs-C con Cisteina y BSA.

Una posible configuracion seria si la Cisteina se une directamente a la superficie de
la particula mediante el grupo thiol, formando un enlace S-Au [43], mientras que BSA
bloquea los sitios de la particula que no fueron cubiertos por ésta (Fig. 4.3.A). Una
segunda posibilidad seria el caso en el que la particula es cubierta directamente por la
cisteina, dejando libres los grupos amireNHy) y carboxilo COOH) en los que
BSA se puede unir (Fig. 4.3.B). Otra configuracién seria si BSA se uniera directamente
a la particula y la cisteina se uniera sobre ésta (Fig. 4.3.C). Esta ultima configuracion
seria la menos deseable pues como se vera en la siguiente seccion las posibilidades de

funcionalizacion se reducirian.

4.1.2. Funcionalizacion de nanoparticulas NPs-C

Por las caracteristicas mostradas se eligi6 el coloide NP-Cys-BSA4 para funciona-
lizarla con anticuerpos anti-BSA. La funcionalizacion se realiz6 de la siguiente forma:

1.5ml de la muestra se centrifugaron durante 60 minutos a 7200 RPM y se retiraron 1.3
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ml del sobrenadante. A esto se le agregargnl @& anticuerpos a una concentracion
de 10Qug/ml. Se agregd agua desionizada para recuperar los 1.5ml de la muestra, se
dejé incubar durante 24 horas en refrigeraciony se volvio a centrifugar la muestra para

retirar el anticuerpo que no se fijé en la nanoparticula.

Figura 4.4: Esquemale las tres posibles configuraciones resultantes de la
funcionalizacion de las NPs-C con anti-BSA.

Debido a que el anticuerpo utilizado durante este proceso es anti-BSA, el resultado
puede ser la funcionalizacién de la particula o bien el reconocimiento del anticuerpo
por medio de la particula conjugada. En caso de que la conjugacion con Cisteina y
BSA hubiera resultado en el caso mostrado en la figura 4.3.A, al agregar el anticuerpo,
la particula quedaria funcionalizada. En este caso BSA cubriria los sitios en los que la
Cisteina no se unio estabilizando el coloide al prevenir la aglomeracién de particulas.
El anticuerpo se uniria a la Cisteina dejando expuesta su region de reconocimiento con
lo que estaria funcionalizada para captar una molécula de BSA (figura 4.4.A). Existe
también una posibilidad de que una fraccion de BSA, aunque esté unida a la nanopar-
ticula, sea reconocida por los anticuerpos. Si se utilizara este protocolo de conjugacion
con un anticuerpo diferente este problema no se daria.

Si la conjugacién resulta en el caso de la figura 4.3.B, donde la mayor parte del BSA
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guedo expuesto, el anti-BSA estaria reconociéndolo y uniéndose a la particula (fig.
4.4.B). Si bien este caso no es funcionalizacion, en el sentido de que la particula seria
capaz de interaccionar con otros compuestos no especificos a BSA, resulta interesante
si lo que se desea es la deteccion de este anticuerpo en particular.

El tercer caso de conjugacién seria el menos deseado (Fig. 4.3.C), en este caso la
Cisteina modificaria a BSA uniéndosele, lo que haria poco probable el reconocimiento

por medio del anticuerpo (Fig. 4.4.C).

4.2. Sintesis de NPs mediante crecimiento de semilla

La sintesis mediante el crecimiento de semilla (NPs-S) es una alternativa a los pro-
ceso normales de sintesis. En este caso la molécula que se usara para conjugar a la
particulas se usa como surfactante, lo que permite tener una mejor estabilidad y control
en el tamafio de la nanoparticula. De este modo la particula queda lista desde un prin-
cipio con una molécula de enlace entre la superficie metélica y los compuestos que la
funcionalizaran.

En este caso en particular se eligié como recubrimiento la Cisteina por ser un ami-
noacido que incluye los grupos funcionales thiol y amino (Fig. 4.1). El grupo funcional
thiol es conocido por su fuerte afinidad a metales [43].

Esta sintesis consiste en dos pasos. En el primero de ellos se lleva a cabo la reduc-
cion de la solucion de Acido Cloraurico mediante borahidruro de sodio en presencia
de una pequefia cantidad de Cisteina, que en este caso servira como recubrimiento y
molécula de enlace. Con este primer paso se obtienen particulas pequefias llamadas
semillas. Dependiendo de la cantidad de Cisteina se obtienen semillas con diferentes
caracteristicas.

El segundo paso consiste en el crecimiento de las semillas hacia particulas de mayor
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tamafio. Ahora se combina una solucién de Acido Cloraurico con una pequefia cantidad
de semillas, para que la reaccion se lleve a cabo es necesario agregar un nuevo reductor
y un catalizador, en este caso se agrega Acido Ascorbico e Hidroxido de Sodio respec-
tivamente. Tanto la sintesis de semillas como el crecimiento se realizan a temperatura
ambiente, pero se ha observado que al enfriar todas las soluciones previo a su mezcla

permite una mayor repetibilidad y reacciones mas estables. Dado que se queria estudiar

Concentracion de Cisteina
Muestra en la semilla (M)
sl 0,0
s2 3,1x104
s3 6,2x10~4
s4 9,3x10 4
s5 1,2x10°3

Tabla 4.2: Concentaciéon de Cisteina durante la sintesis de la semilla.

el efecto de la concentracion de Cisteina(tamafio, morfologia, estabilidad, etc.) se pre-

parar6 un conjunto de muestras en el cual se vari6 la concentracion de Cisteina. Cuatro
soluciones coloidales se usaron como semillas, los detalles de la sintesis se muestran el
la Tabla 4.2. Estos coloides muestran un color que va de amarillo a café claro (muestras

s2 a s5). Cada una de las soluciones fue guardada en refrigeracion hasta su uso.

De manera similar se realizo la sintesis de una muestra que no contiene Cisteina
(etiquetada como s1), que se us6 como muestra control. Este coloide exhibe un tono de
color rojo, con esto se hace evidente el efecto que tiene la Cisteina, o en este caso su
ausencia, en la formacion de la semilla.

Una vez sintetizada la semilla se debe esperar un par de horas antes de pasar al
crecimiento de ésta, pues con ello se observé una mayor estabilidad y repetibilidad al
llevar a cabo el crecimiento. Para el crecimiento de la semilla es necesario preparar las

siguientes soluciones: Acido Ascorbico a 0.1 M, Hidréxido de Sodio a 1 M y Acido
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Concentracién de Cisteina
Muestra | después del crecimiento (M)
NP-s1 0,0
NP-s2 3,0x10°6
NP-s3 6,1x10°°
NP-s4 9,2x10°6
NP-s5 12,2x10°6

Tabla 4.3: Concentaciones de Cisteina durante el crecimiento de la semilla.

Cloraurico a 0.019%2,53x10~%M). Para llevar a cabo el crecimiento se pone en un
vaso de precipitado con agitacion 30 ml de la solucion de Acido Cloraurico, al cual se

le agrgan las semillas y finalmente el reductor y el catalizador. Esto se hace para cada
una de las 5 semillas previamente preparadas. En la Tabla 4.3 se muestran los detalles

de la concentraciéon de Cisteina resultante de cada muestra.

4.2.1. Funcionalizacion de nanoparticulas NPs-S

Figura 4.5: Esquemale las nanoparticulas NPs-S sin funcionalizar y fun-
cionalizadas con anti-BSA.
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El coloide NP-s5 se funcionalizé con anticuerpos anti-BSA. Se centrifugaron 1.5ml
del coloide durante 60 minutos a 7200 RPM, posteriormente se retiraron 1.3 ml del
sobrenadante. A esto se le agregaropl66e anticuerpos a una concentracion de
100ug/ml y se recuperan los 1.5ml de la muestra agregando agua desionizada. El co-
loide se incub6 durante 24 horas y después se centrifugd para retirar el anticuerpo que
no se fij6 en la nanopatrticula.

En la figura 4.5 se presenta un esquema de las nanoparticulas NPs-S sin funcionali-
zar y funcionalizadas. La particula sin funcionalizar estara cubierta de Cisteina, la cual
dejara expuestos los grupos funcionales amino y carboxilo. A partir de estos grupos es
posible la union del anticuerpo a la superficie de la particula. La ventaja de este proto-
colo respecto del anterior es el preparar la superficie de la particula desde la sintesis y

asi evitar problemas de estabilidad al sustituir el surfactante original.
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Capitulo 5

Resultados

5.1. Caracterizacion de NPs-C

La sintesis de nanoparticulas metalicas mediante reductores débiles tales como el
Citrato de Sodio, producen un coloide rojo rubi, este color se debe a la banda angosta
de absorcion centrada en los 520 nm. Particulas con didmetros menores a 40 nm tienen
esparcimiento de luz despreciable. Con el incremento en el tamafio de la particula la
banda de absorcién se desplaza hacia longitudes de onda mayores y el esparcimiento de
luz se hace presente. Cuando la solucién esta parcialmente coagulada el color de esta
se torna azul y la absorcion va acompafiada de esparcimiento (Coloide C en la fig. 5.1)
[11].

En lafigura 5.1 se muestran los espectros caracteristicos de absorcion, de dos mues-
tras coloidales preparadas en diferentes dias bajo las mismas condiciones de sinte-
sis(Coloides A y B). Ambas muestras exhiben un anico pico de absorciéon centrado

en 520 nm.
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1.0

084 — Coloide A
' ——Coloide B

V Coloide C
0.6

0.4 1

Absorbamcia Normalizada

0.2 1

0.0 1

400 500 600 700 800
Longitud de onda (nm)

Figura 5.1: Especto de absorcién del coloide NPs-C (Coloides Ay B) y
nanoparticulas parcialmente coaguladas (Coloide C).

Es importante sefalar que este método de sintesis produce un coloide muy estable
gue permanece en suspension durante varios meses. En la figura 5.2 se muestran los
espectros de absorcion de uno de los coloides monitorizado a lo largo de dos meses. En
este gréfico se puede observar claramente que el pico de absorcidn conserva su posicion
y forma original. Las desviaciones observadas entre los 300 y 450 nm se asocian a las
condiciones experimentales bajo las cuales fueron tomados los espectros de absorcidn.

Las nanoparticulas que sintetizamos mediante esta metodologia fueron caracteriza-
das en tamafo y morfologia mediante microscopia de transmisién electronica (TEM,
por sus siglas en inglés).

Las figuras 5.3 y 5.4 muestran las correspondientes imagenes de TEM. Para de-
terminar la distribucion en tamafio, cada una de las imagenes fue analizada usando el

software ImageJ 1.42q.
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Figura 5.2: Monitorizacion temporal de la estabilidad de los coloides de
oro mediante espectroscopia de absorcion Uv-Vis

Del lado derecho de las figuras 5.3 y 5.4, se muestran las imagenes de TEM después
de aumentar su contraste y aplicar un filtro pasa bandas y un filtro binario. Para realizar
el conteo de las nanoparticulas, se consider6 un valor de circularidad entre 0.7 y 1.0. Se

define la circularidad como:
41Area

~ Perimetr@ (5.1)

tomando un valor de 1 para un circulo perfecto y de 0 para un poligono infinitamente
alargado.

La distribucién muestra que el promedio en el tamafio de las nanopatrticulas se en-
cuentra alrededor de los 20nm, pero la figura 5.3 muestra que también se formaron
nanoparticulas de 40 y 50nm. Mientras que la figura 5.4 muestra que el coloide B es
mas mono-disperso, pues la distribucion de tamafio es menos ancha y presenta un solo

pico.
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Figura 5.3: Imagen @& transmision electrénica de nanoparticulas de oro
del coloide A. Del lado izquierdo se observa la imagen que se obtiene del
microscopio electrénico por transmision, mientras que del lado derecho se
muestra el histograma de la distribucion en tamafio.

4 605 54,373
Count: 114 Min: 4.605
Mean: 21.142 Max: 54.373
StdDev: 7.886 Mode: 17.877 (29)
Bins: 15 Bin Width: 3.318

Figura 5.4: Imagen @& transmision electrénica de nanoparticulas de oro
del Coloide B. Del lado izquierdo se observa la imagen que se obtiene del
microscopio electronico por transmision, mientras que del lado derecho se
muestra el histograma de la distribucion en tamafio.

Al hacer el andlisis de las imagenes de TEM se encuentran algunas diferencias. Las
particulas del Coloide A presentan un didmetro promedio de 26nm y una desviacion

estandar de 10 nm (Fig. 5.3), mientras que las particulas del Coloide B tiene un diametro
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promedio de 21 nm y una desviacion estandar de 7 nm (Fig. 5.4). Cabe sefialar que el
andlisis mediante TEM puede no ser representativo del total de la muestra ya que no la
observa en su totalidad, para asegurar que sea representativo de la muestra es necesario

obtener multiples imagenes y hacer un analisis estadistico de estas.

5.1.1. Caracterizacion de NPs-C conjugadas

La conjugacion de las particulas NPs-C no tiene un efecto significativo en el es-
pectro de absorcién de éstas. En la figura 5.5 podemos ver los espectros de absorcion
para el conjunto de muestras conjugadas a partir del Coloide A. Este conjunto tiene un
Unico pico de absorcién alrededor de los 520 nm y si bien se observaron ligeros cam-
bios en la intensidad del pico de absorcion, éstos no guardan ninguna relacién con la

concentracion de BSA resultante en la muestra.

0.304

—— Coloide A

—— NP-Cys-BSA1-A
NP-Cys-BSA2-A

——NP-Cys-BSA3-A

NP-Cys-BSA4-A
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0.10

0.05 1

0.00

T T T T T T T T
400 500 600 700 800
Longitud de onda (nm)

Figura 5.5: Espectos de absorcién de las particulas conjugadas a partir del
Coloide A.
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De igual forma los cambios en la intensidad de la absorcién vistos en la figura
5.6, correspondiente al conjunto de muestras del Coloide B, y tampoco se observa una
relacion directa con la concentracion de BSA, por lo que atribuimos las variaciones a

posibles errores experimentales cometidos durante la preparacion de las muestras.
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——NP-Cys-BSA2-B
——NP-Cys-BSA3-B
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400 500 600 700 800
Longitud de onda (nm)

Figura 5.6: Espectos de absorcion de las particulas conjugadas a partir del
Coloide B.

Es importante monitorizar la reproducibilidad de la metodologia de conjugacion de
las nanoparticulas. Para revisar la reproducibilidad del método, una vez hecha la con-
jugacion se compararon los espectros de los dos conjuntos de muestras. Cada espectro
fue corregido en su linea base, suavizado y posteriormente normalizado. En la figura
5.7, en cada uno de los recuadros, estan superpuestos los espectros de las nanoparticu-
las conjugadas con Cisteina y BSA, a cada recuadro le corresponde una concentracion
de BSA (véase la Tabla 5.1).

En los tres recuadros superiores de la figura 5.7 se puede ver que las curvas se
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sobreponen entodo el rango en el que los espectros fueron medidos, por lo que se podria
decir que una vez conjugadas las particulas tienen caracteristicas muy similares. En el
caso de los dos recuadros inferiores, que corresponden a las mayores concentraciones
de BSA, se ve que las dos muestras pertenecientes al conjunto Coloide B presentan
un pico de absorcibn mas ancho que sus contrapartes de conjunto Coloide A, pero el

comportamiento de los espectros es muy similar.
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Figura 5.7: Comparaion de los espectros de absorcion normalizados de las
muestras conjugadas con Cisteina y BSA a partir del Coloide Ay el Coloide
B (espectros en negro y rojo respectivamente). En cada grafica se comparan
las muestras con las mismas concentraciones de cisteina y BSA.

Si bien los espectros parecen ser practicamente iguales en casi todos los casos, al

realizar un analisis mas detallado de los espectros podemos ver que las posiciones de
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A del pico de absorcion (nm)
Muestra | Concentracién de BSA (mg/ml)(Coloide A) (Coloide B)
Coloide 0.00 521 521
Cys-BSA1l 1.66 521 526
Cys-BSA2 3.33 522 526
Cys-BSA3 5.00 522 530
Cys-BSA4 6.66 530 526

Tabla 5.1: Concentacion de BSA y posicion del pico de absorcion para los
dos conjuntos de muestras NPs-C.

los méximos de absorbancia varian entre los dos conjuntos (Tabla 5.1). Las diferencias
en las caracteristicas de estos coloides s6lo pueden hacerse evidentes mediante el uso

de otras técnicas.

De lo anterior queda claro que la técnica de absorcion en el visible es una técnica de
caracterizacion til pero a su vez limitada. Si bien puede dar informacién aproximada
acerca del tamafio de la particulay puede monitorizar la cinética de la sintesis, pareciera
ser poco sensible a los cambios que las nanoparticulas sufren en su superficie. Para esto
es necesario recurrir a alguna técnica que ofrezca informacién de la modificacion que
sufre la superficie de la particula. Por la simplicidad que ofrece en los ensayos, se
opto por usar la técnica de electroforesis en gel. Como se mencioné anteriormente, esta
técnica es usada para medir la movilidad que tiene las particulas cargadas dentro de un
gel al verse afectadas por un campo eléctrico. Esta movilidad depende tanto del peso

molecular como de la densidad de carga superficial de las nanoparticulas.

Se utilizé una cubeta de electroforesis horizontal cuya distancia entre electrodos es
de 15cm. Como medio de soporte se utilizaron geles de Agarosa al 0.05% w/vy como
medio conductor se utilizo el buffer TAE 1x. Se corrieron dos geles para cada conjunto

de muestras.

En un inicio fue necesario realizar un diversas pruebas que nos permitieron deter-
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minar las condiciones optimas de preparacion de los coloides para electroforesis, es
decir una centrifugacién de 4500 RPM por 30 minutos. Asi mismo, determinamos los
parametros bajo los cuales se debe usar el sistema de electroforesis para obtener la
mejor separacion de las nanoparticulas, un voltaje de 100 V por 45 min. Bajo estas

condiciones se pudieron obtener imagenes aceptables de la mayoria de las bandas.

Figura 5.8: Fotogrdias de los geles de Agarosa en los cuales se corrieron
las muestras de nanoparticulas conjugadas con Cisteina y BSA.

En la figura 5.8 se muestran las imagenes de dos geles de Agarosa. La figura 5.8.A
corresponde al conjunto de muestras del Coloide A mientras que la figura 5.8.B corres-
ponde al conjunto de muestras del Coloide B. En cada una de estas imagenes podemos
ver las bandas resultantes después de que la muestras fueron sometidas al campo eléc-
trico durante 45 min. Tanto en la figura A como en la B las muestras se colocaron en
el siguiente orden: en el carril 1 el coloide sin conjugar, en el carril 2 la muestra NP-

Cys-BSALl y asi sucesivamente hasta la NP-Cys-BSA4 en el carril 5. En ambas figuras
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la linea continua muestra la posicidon de los pozos, mientras que los signos positivo
y negativo muestra la polaridad del potencial eléctrico aplicado. Las lineas punteadas
fueron afiadidas para mostrar la zona en la que la banda fue més intensa.

En las dos imagenes de la figura 5.8 se observa claramente que las nanoparticulas
sin conjugar se desplazan mas facilmente que las nanoparticulas conjugadas con Cis-
teina y BSA, de hecho estas son mas pequefias que cualquiera de las nanoparticulas
conjugadas. Sin embargo, estas muestras no corrieron como una banda compacta sino
gue fueron dejando un barrido a lo largo de todo el carril. De las diversas pruebas que
hicimos, nos percatamos que este barrido se debe a que conforme las particulas avanzan
en el gel dejan de ser estables, se van coagulando y dejan de avanzar dentro del gel.

Lo destacable de estos ensayos es que en los siguientes carriles se puede ver que
conforme la muestra tiene mas BSA avanza mas en el gel e incluso parece que la banda
se va haciendo mas angosta. El adelgazamiento de la banda se hace muy evidente para
la muestra Cys-BSA4, la que tiene la mayor cantidad de BSA. Al parecer, conforme va
aumentando la concentracion de BSA la muestra se va haciendo mas homogéneay por
lo tanto se observa una menor dispersion en el corrimiento dentro del gel.

La técnica de electroforesis sirve para medir pesos moleculares de cadenas de ADN
y otras moléculas orgénicas, en estos casos existen tablas y marcadores con los cuales
comparar y a partir del corrimiento de las bandas determinar estos pesos moleculares.
Al ser de mayor tamafo no existen tablas o marcadores con los cuales se pueda deter-
minar el peso molecular de las nanoparticulas. Sin embargo, la informacion cualitativa
obtenida de estos ensayos nos permite concluir que la conjugacion estéa teniendo efec-
to. En caso de que la conjugacion no se estuviera dando, entonces tanto la Cisteina
como BSA correrian de forma independiente. De suceder esto todas las muestras debe-
rian tener el mismo corrimiento dentro del gel independientemente de si tuvieran o no

Cisteinay BSA.
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Figura 5.9: Imagens de las muestras donde se aprecia el cambio en el color
al ser combinadas con diferentes concentraciones de sal.

El uso de esta técnica ademas permitié identificar algunos problemas que se podian
tener en los pasos siguientes: la funcionalizacidn con anticuerpos, y posteriores a ésta,
en caso de querer hacer la deteccion de algin antigeno. Tanto los anticuerpos como las
muestras biolégicas son mantenidos o lavados en diferentes clases de buffers para evitar
su degradacion. Por otra parte, las pruebas de electroforesis llevadas a cabo usando
TAE, mostraron que las particulas sin conjugar son inestables y, como consecuencia,

casi al contacto con el gel coagulan.

La estabilidad es basicamente una combinacion de repulsidn estérica y estabiliza-
cion electroestética y puede ser descrita facilmente por la teoria DLVO [44]. Esta teoria
asume una energia potencial total basada en la fuerza de van der Waals y la repul-
sion eléctrica [45, 46]. Con el incremento de la concentracion de sal, la carga efectiva
de la suspension coloidal se reduce, teniendo como consecuencia la agregacion de las

particulas. Esto puede ser observado de forma indirecta mediante espectroscopia de ab-
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Figura 5.10: Espectos de absorcion de las nanoparticulas Coloide A con-
forme la concentracion de NaCl aumenta.

sorcién UV-Vis, pues la intensidad del espectro de absorcién muestra una disminucién
en el valor de la absorbancia, inclusive puede observarse un corrimiento la posicion del
pico, este fendbmeno es muy simple de observarse en presencia de sales monovalentes
como Cloruro de Sodio [47]. En la figura 5.9 se muestra una imagen con una serie
de muestras coloidales en presencia de Cloruro de Sodio a diferentes concentraciones
molares. Conforme la concentracion salina aumenta, el coloide experimenta un cambio
de color, este cambio se debe al efecto de aglomeracion de las nanoparticulas por la

presencia del cloruro de sodio.

Para cambiar la salinidad de las muestras se hizo lo siguiente: se prepararon solucio-
nes de Cloruro de Sodio a diferentes concentraciones. Un volumen de 1 ml de cada una
de las soluciones de NaCl fue mezclado con 1 ml de nanoparticulas dentro de una celda

de espectrometria de absorcion de plastico desechable. Las concentraciones resultantes



5.1. CARACTERIZACION DE NPS-C 59

de estas mezclas se variaron desde 0 M hasta 1.5 M. Las muestras fueron guardadas
en refrigeracion durante 24 horas, se dejo este tiempo para permitir la precipitacion de
aquellas muestras que no serian estables pero cuyo tiempo de precipitacién fuese lento.
La refrigeracion también permitié que BSA no se degradase y de este modo asegurar
que la estabilidad sélo se viera afectada por la presencia del Cloruro de Sodio. Una vez

pasadas las 24 horas fue medido el espectro de absorcién de cada muestra.
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Figura 5.11: Curvas @ estabilidad para las particulas Coloide A, Coloide
B, Cys-BSA3-Ay Cys-BSA4-A.

En la figura 5.10 se muestran los espectros de absorcion UV-Vis caracteristicos del
coloide de oro conforme se incrementa la concentracion salina del Cloruro de Sodio.
Al aumentar la concentracion el pico de absorcion se va recorriendo a longitudes de
onda mayores, lo que muestra que las particulas comienzan a aglomerar hasta que fi-
nalmente se precipitan. Para determinar la concentracion maxima de Cloruro de Sodio

a la cual las nanoparticulas aun son estable, se realiz0 la siguiente prueba. Se prepar6
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un segundo conjunto de muestras como el que se observa en la figura 5.9 y se monito-
rizo el espectro de absorcion UV-Vis en el tiempo hasta que no se observaran cambios
en la absorbancia (520nm). Al hacer esto se obtuvieron curvas como la mostrada en la
figura 5.11. Podemos ver que tanto el Coloide A como el Coloide B son estables sélo a

concentraciones por debajo d@6.0-2M, mientras que las particulas conjugadas con

Cisteina y BSA son aun estables a una concentracion de 1.5 M de NacCl.
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Figura 5.12: Espectos de dispersion Raman del Coloide A y de la muestra
Cys-BSA4-A.

Finalmente se obtuvieron espectros de esparcimiento Raman de las nanoparticulas
conjugadas con Cisteina y BSA y del Coloide A. Ambas muestras fueron lavadas me-
diante centrifugacién para retirar cualquier contaminante y residuos de la sintesis que
pudieran estar presentes, de la misma manera se retiraria de la muestra la Cisteina y
BSA que no se hubieran conjugado a la nanoparticula.

La figura 5.12 muestra los espectros de dispersibn Raman de ambas muestras. Los
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espectros fueron normalizados respecto a su maxima intensidad. Podemos ver que en
el Coloide A no aparecen picos Raman, Unicamente se ve sefial de fluorescencia. Para
la muestra Cys-BSA4-A se puede apreciar un poco de fluorescencia y varios picos
Raman que sobresalen de ésta, siendo sobresaliente en intensidad el pico ubicado en
495cmi1. Debido a las diferencias observadas en los espectros Raman, los ensayos de
electroforesis y las diferencias en la estabilidad podemos concluir que la conjugacion

con Cisteina y BSA se esta llevando a cabo.

5.1.2. Caracterizacion de NPs-C funcionalizadas
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Figura 5.13: Espectos de absorcion de la muestra NP-Cys-BSA4 antes y
después de la funcionalizacién con anti-BSA.

Se eligié la muestra Np-Cys-BSA4 por ser la que tuvo un mayor corrimiento en
electroforesis y por mostrar una gran estabilidad. Los detalles de la funcionalizacion

se dieron en la seccion Funcionalizacion de nanoparticulas NPs-C. En la figura 5.13
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se muestran los espectros de absorcidon del coloide funcionalizado y sin funcionalizar.
Ambas muestras se prepararon bajo las mismas condiciones experimentales de centrifu-

gado y lavado. Podemos ver que los dos espectros se sobreponen, de lo cual concluimos

Figura 5.14: Imagen @ un gel de Agarosa en el que se corrio la muestra
Cys-BSA4 funcionalizada con anti-BSA y sin funcionalizar (Carriles 1y 2
respectivamente).

gue la sensitividad de la técnica de espectroscopia de absorcion UV-Vis no permite de-
terminar si las particulas quedaron funcionalizadas o no, pues no se observarén cambios
significativos que permitan determinar que esto sucede. Esto se debe a que la frecuencia
del plasmon esta asociada al tamafio de la particula de oro y s6lo en menor medida a
las moléculas y el ambiente que la rodea. Al ser BSA una molécula de gran tamafio, el
efecto de la funcionalizacion con el anticuerpo no se manifiesta como un cambio en la
frecuencia del plasmon.

Debido a lo anterior se opt6 por realizar ensayo de electroforesis con estas dos
muestras para determinar si la funcionalizacion se estaba dando. La figura 5.14 mues-
tra la fotografia del gel de Agarosa en el cual se colocaron la muestra Cys-BSA4 fun-
cionalizada y sin funcionalizar. Podemos ver que el desplazamiento que sufrieron las

particulas por la diferencia de potencial es la misma y que el ancho de la distribucion
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Figura 5.15: Espectos de esparcimiento Raman de la muestra NP-Cys-
BSA4 funcionalizada y sin funcionalizar.

de las particulas también son practicamente iguales para ambos casos.

Por otra parte sabemos que los anticuerpos tienen un tamafo aproximado de 10nm
y un peso molecular de entre 150000 y 170000 Daltons. Razo6n por la cual esperabamos
observar cambios muy importantes en las imagenes de electroforesis si la funcionaliza-
cion hubiese ocurrido.

La muestra NP-Cys-BSA4 funcionalizada con anti-BSA fue analizada también me-
diante espectrometria Raman. Al comparar los espectros de esparcimiento Raman de
la muestra NP-Cys-BSA4 funcionalizada y sin funcionalizar podemos ver que las di-
ferencias entre los espectros son minimas. Solo se aprecian diferencias de intensidades

relativas entre los picos y algunas variaciones en el fondo de fluorescencia (figura 5.15).

La figura 5.16 muestra el espectro de esparcimiento Raman del anticuerpo anti-

BSA. La mayoria de los picos Raman se ubican entre los 750 yci530/ aun cuan-
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Figura 5.16: Especto de esparcimiento Raman del anticuerpo antiBSA.

do el anticuerpo no fue diluido la intensidad de estos fue muy baja. Debido a la baja
intensidad y a que corresponden a la misma zona en la que se encuentran los picos de
las nanoparticulas conjugadas con Cisteina'y BSA, es posible que la sefial proveniente
de ellos se pierda.

De lo anterior concluimos que no hay funcionalizacién. Sin embargo, esto no es
concluyente y se deben realizar otro tipo de pruebas que permitan verificar nuestros

resultados.

5.2. Caracterizacion de NPs-S

La sintesis de nanoparticulas NPs-S produce un coloide de color rojo intenso, in-
dependientemente de si se agrega o no Cisteina durante la formacién de la semilla. En

la figura 5.17 se muestra el espectro de absorcion de la NP-s1, las particulas que no
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contiene Cisteina, y podemos ver que el espectro de absorcion muestra un Unico pico

de absorcion alrededor de los 520 nm, al igual que las particulas NPs-C.

Absorbancia Normalizada

T T T T T T T T T
400 500 600 700 800
Longitud de onda (nm)

Figura 5.17: Espectos de absorcion de las particulas NP-s1.

Esta ruta de sintesis produce un coloide que es estable durante varios meses. En
la figura 5.18 se muestra el espectro de absorcion de la muestra NP-S1-A unas horas
después de ser preparada y hasta dos meses después. Se puede ver que el espectro
contindia teniendo la misma forma y el pico de maxima absorcion permanece en la
misma longitud de onda.

Se obtuvieron imagenes TEM de las particulas para verificar su morfologia y ta-
mafio. De manera similar al andlisis que se hizo a las particulas sintetizadas mediante
citrato, las imagenes de TEM fueron procesadas digitalmente para obtener una distribu-
cion de tamafio. La figura 5.19 corresponde a la muestra NP-s1-B y en ella se puede ver
gue las NPs-S son esféricas y tienen un tamafio promedio de 9 nm con una desviacion

estandar de 3nm.
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Figura 5.18: Monitorizacién temporal de la estabilidad de las nanoparticu-
las NP-s1 mediante espectroscopia de absorcion Uv-Vis.

Figura 5.19: Imagen EM de las particulas NP-S1-B (izquierda) y distri-
bucion de tamafio mediante analisis de la imagen (derecha).

Se tomaron los espectros de absorcion del conjunto de muestras NPs-S (Fig. 5.20),

todas las muestras tienen un Unico pico de absorcién y el mismo comportamiento, sélo
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se observan ligeros corrimientos en el pico de absorcién. Sin embargo, estos corri-
mientos no se relacionan directamente con la concentracion de Cisteina que tiene cada

muestra (Tabla 5.2).
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Figura 5.20: Espectos de absorcion del conjunto A de NPs-S.

Al plantear una nueva ruta de sintesis, revisar su reproducibilidad es un factor de su-
ma importancia. Algunas rutas de sintesis, en especial aquellas que producen particulas
de menos de 10 nm, son extremadamente sensibles a las condiciones de preparacion:
cambios en la velocidad de agitacion, pequefias variaciones en la concentracion y tem-
peratura de los reactivos e incluso la velocidad con la que estos son agregados pueden
resultar en coloides con caracteristicas y distribuciones diferentes. Por lo tanto es im-
portante encontrar las condiciones adecuadas para que la sintesis sea reproducible. Para
probar la reproducibilidad se sintetizd un nuevo conjunto de muestras, Sus espectros se

muestran en la figura 5.21. Al igual que en la sintesis basada en Citrato, el corrimiento
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de los picos de absorcién parecen no guardar relacion alguna con la concentracion de

Cisteina.
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Figura 5.21: Espectos de absorcion del conjunto B de NPs-S.

La reproducibilidad de la sintesis se corroboré al comparar los espectros de ab-
sorcién de las muestras que corresponden a una misma concentracion de Cisteina. A
cada espectro se le hizo una correccion de linea base y posteriormente fue normaliza-
do. Como podemos ver en la figura 5.22 so6lo en algunos casos las posicion del pico
es reproducible fielmente y es en la muestras NP-s2 en la que las diferencias entre los
espectros se hacen mas evidentes. La posicion de cada pico de absorcidn se presenta en
la Tabla 5.2.

Si bien los espectros son parecidos en cuanto a su comportamiento, al observar de-
talladamente las posiciones de los méximos de absorbancia las diferencias entre los dos

conjuntos de muestras son notables para las muestras NP-s2 y NP-s4. De nueva cuenta
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Posicién del pico de absorcién (nm)
Muestra| Concentracion de Cys (M) (Conjunto A) (Conjunto B)
NP-s1 0,0 515 515
NP-s2 3,0x10° 527 519
NP-s3 6,1x10°6 522 522
NP-s4 9,2x10°6 527 521
NP-s5 12,2x10°6 526 526

Tabla 5.2: Concentacion de Cisteina y posicion del pico de absorcion para
ambos conjuntos de muestras.
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Figura 5.22: Comparaion de los espectros normalizados para los dos con-
juntos de muestras de NPs-S.

se observan las limitantes que la espectroscopia de absorcion presenta como método de

prueba para identificar cambios en la superficie de los coloides y la reproducibilidad
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de la sintesis. En el caso de los coloides sintetizados mediante Citrato, la técnica de
electroforesis en gel mostro cualitativamente que la conjugacion con Cisteinay BSA se
estaba llevando a cabo, por este motivo la técnica fue implementada para indagar si la
presencia de Cisteina en la sintesis por crecimiento de semilla tenia un efecto similar.
Para los ensayos de electroforesis en gel se utilizaron cubetas de electroforesis con
una separacion entre electrodos de 15 cm. El gel utilizado fue de Agarosa al 0.05 %
w/v y se utilizo el buffer TAE 1x como medio conductor. El voltage fue 100 Volts
y las muestras fueron corridas durante 45 minutos. Se corrieron dos geles para cada
conjunto de muestras, el protocolo de preparacion fue: cada muestra fue centrifugada a
4500 RPM durante 30 minutos, se retiré el sobrenadante y se colocaron 10 microlitros

del precipitado en los pozos del gel.

Figura 5.23: Geles deAgarosa en los que se corrieron las NPs-S. Ay B
correspondes al conjunto de particulas A, mientras que C y D al conjunto B.
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En la imagen 5.23 se muestran fotografias de los geles una vez terminados los en-
sayos. Las imagenes A y B corresponden al conjunto A de muestras, mientras que las
imagenes C y D corresponden al conjunto B. A estas imagenes se les hizo una correc-
cion en el contraste pues debido a la baja concentracion de particulas era dificil apreciar
las bandas. En cada imagen los carriles se encuentran numerados de 1 a 5, indicando la
muestras que contienen segun la Tabla 5.2.

De estas imagenes podemos destacar que conforme se aumenta la cantidad de Cis-
teina presente en la sintesis de la semilla, el corrimiento dentro del gel se va haciendo
mas pronunciado, teniendo como maximo en todos los geles a la cuarta muestra (NP-
s4), y después decrece para la ultima muestra. En la mayoria de los casos la banda
de la muestra referencia(NP-s1) desaparece. Ademas de la muestras referencia, algu-
nas otras bandas desaparecen debido a su baja concentracién y otras muestras dejan
un corrimiento a lo largo del carril, por este motivo se opt6 por buscar otra forma de
concentrar las muestras sin sacrificar la estabilidad de éstas. Después de algunas prue-
bas, variando tanto el tiempo como la velocidad de centrifugacién, se observé que al
centrifugar las muestras durante 45 minutos a 14000 rpm y a una temperatdf, de 4
las muestras se encontraban mas concentradas y aun eran estables dentro del gel.

En la imagen 5.24 se muestran fotografias de tres ensayos realizados bajo estas
nuevas condiciones de centrifugacién. Cada una de las imagenes (A, By C) corresponde
a un conjunto de muestras sintetizado exclusivamente para estos ensayos siguiendo las
condiciones antes mencionadas para la sintesis y la centrifugacién. En la imagen se
muestra también la orientacion de los electrodos.

Otra vez el orden de las muestras esta indicado por el nUmero sobre el carril, siendo
la muestra de la derecha la que no contiene Cisteina y la de la izquierda la que contiene
la mayor concentracién de ésta. La imagen A fue editada para mantener el orden de

las muestras, pues al momento de colocar las muestras el orden de éstas se cambi6 por
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5

Figura 5.24: Geles deAgarosa en los que se corrieron 3 nuevos conjuntos
de nanoparticulas sintetizadas bajo las mismas condiciones.

Figura 5.25: Imégene de las muestras NP-s1 conforme se aumenta la sa-
linidad de la muestra. La salinidad aumenta de derecha a izquierda, siendo
las muestras de la derecha las que tienen 0 M de NaCl y las de la izquierda
1.5M.

error. Cabe aclarar que las muestras fueron colocadas en los pozos del gel inmediata-
mente después de salir de la centrifugacidn. Al contar con muestras mas concentradas
fue posible identificar de mejor manera las bandas correspondientes a cada muestra.

El comportamiento de las muestras en las dos imagenes es muy parecido, conforme

se va aumentando la cantidad de Cisteina el corrimiento de las muestras va aumentando,
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siendo maximo para la muestra NP-s4, y al igual que en los geles mostrados anterior-
mente, el corrimiento decrece en el carril 5. Ademas la banda del carril 5 es mas angosta

que la banda del carril 4, esto podria suponer una muestra mas monodispersa.
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Figura 5.26: Curvas @ estabilidad para la muestra NP-s1 de los conjuntos
Ay B. La escala horizontal es arbitraria y se usa asi con fines de claridad.

De igual manera como se estudio la estabilidad de los coloides NPs-C, se estudié
la estabilidad de estas particulas al cambiar la concentracion de NaCl presente en las
suspensiones. Conforme la salinidad de la muestra aumenta se llega a un punto donde
las particulas comienzan a aglomerarse y posteriormente se precipitan. En la figura
5.25 se muestran fotografias de la muestra NP-s1 de los dos conjuntos de muestras, se
observa que las dos muestras tiene el mismo comportamiento.

La figura 5.26 muestra las curvas de estabilidad para la muestra NP-s1 de los dos
conjuntos de muestras. Podemos observar que ambas curvas siguen el mismo compor-

tamiento, aun cuando la muestra del conjunto 2 es ligeramente mas absorbente. Estas
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muestras son estables hasta aproximadameht&® *M, después de esta concentra-
cion de NaCl la aglomeracion se hace presente, como se puede apreciar por el cambio

en color mostrado en la figura 5.25.

Figura 5.27:Imagens de las muestras conforme se aumenta la salinidad de
la muestra. La salinidad aumenta de derecha aizquierda, siendo las muestras
de la derecha las que tienen 0 M de NaCl y las de la izquierda 1.5 M.

Las otras muestras de nanoparticulas tienen comportamientos diferentes segun la
cantidad de Cisteina que fue afiadida durante la sintesis, lo que da muestra que la Cis-
teina esta incorporada en la superficie del coloide. En la figura 5.27 se muestran al-
gunas imagenes de las muestras cuando el cloruro de sodio fue afiadido en diferentes
concentraciones. Aqui se puede ver que dependiendo de la cantidad de Cisteina que fue
afiadida la region de estabilidad varia, siendo la muestra NP-S1-A , la que no contiene
Cisteina, la que permanece estable a concentraciones mayores de NaCl, hasta aproxi-
madamente 3x10-?M, como se habia visto antes en la figura 5.26.

Para la muestra NP-s4-A podemos decir que es estable a concentraciones de NaCl

menores a Bx10~3M, de acuerdo al ajuste mostrado en la figura 5.28, siendo esta me-
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Figura 5.28: Curvas @ estabilidad para la muestra NP-s1, NP-s4 y NP-s5
del conjunto Ay NP-s4 del conjunto B. La escala horizontal es arbitraria y
se usa asi con fines de claridad.

nos estable que la muestra NP-S1-A. La zona de estabilidad de la muestra Np-s5-A
estaria por debajo de@x10-°M. Esta misma prueba se realiz6 para la muestra NP-s4-

B, correspondiente al conjunto de muestras B, esta mostré6 una mayor estabilidad que
su contraparte en el conjunto A, estable a concentraciones por debajxtie M.

Con lo anterior podemos ver que la sintesis aun presenta problemas en la reproducibi-
lidad cuando la Cisteina es agregada, al menos en cuanto a la parte de la estabilidad
de las muestras. Sin embargo, la estabilidad de las muestras sintetizadas sin Cisteina es
practicamente la misma (Fig. 5.26). Las diferencias en la reproducibilidad de la sintesis

y el crecimiento de las NPs-S podrian estar asociadas a la temperatura en la que se dan
ambos procesos, pues como ya se dijo antes al enfriar las soluciones durante la sintesis

y el crecimiento se observaron mejores resultados.
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5.2.1. Caracterizacion de NPs-S funcionalizadas

——NP-s5
—— NP-s5 Funcionalizada
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Figura 5.29: Espectos de absorcion de la muestra NP-S5 funcionalizada y
sin funcionalizar con anti-BSA.

La muestra Np-s5 fue funcionalizada con el anticuerpo anti-BSA. En la figura 5.29
se muestran los espectros de absorcidon del coloide funcionalizado y sin funcionalizar.
A ambas muestras se les dio el mismo tratamiento de centrifugacion y lavado indicados
anteriormente en la seccién funcionalizacién de NPs-S. Podemos ver que la muestra
funcionalizada con anti-BSA ademas de un ensanchamiento del pico de absorcién tuvo
un corrimiento de 9 mn en la intensidad maxima, pasando de 526 nm, en la muestra sin
funcionalizar, hasta 535nm en la muestra funcionalizada. Mas interesante aun es que a
simple vista se observa un cambio en el color de la solucién (figura 5.30).

Al igual que en el caso de las NPs-C, recurrimos a la técnica de electroforesis en
gel con la finalidad de corroborar que fue posible realizar la funcionalizacion. En la

figura 5.31 se muestra la imagen del gel de Agarosa en el que se corrié la muestra
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Figura 5.30: MuestraNP-s5 funcionalizada y sin funcionalizar.

NP-s5 funcionalizada con anti-BSA y sin funcionalizar. De la figura observamos que
la muestra sin funcionalizar tuvo un avance mayor dentro del gel debido a su menor
peso (carril 2). La intensidad de la banda de las particulas funcionalizadas es muy baja,
gran parte de la muestra no pudo migrar dentro del gel y se quedd en el pozo. La
sintesis de NPs-S resulto en particulas ¢68%1m y teniendo en cuenta que el anti-BSA
mide alrededor de 10 nm la unién de varios anticuerpos alrededor de una sola particula
resultaria en particulas de mucho mayor peso molecular que las no funcionalizadas, y
teniendo en cuenta que la carga de las particulas viene dada por la interfaz conductor-
aislante, ésta seguiria siendo la misma, con lo que su movilidad se veria reducida.

Por otra parte es posible que varias de las particulas de menor tamafio se aglomera-
ran alrededor de un solo anticuerpo (fig. 5.32), esto provocaria la aparicion de aglome-
rados, la movilidad de estos se compensaria con la carga de las particulas. Asociamos a
estos aglomerados la banda de poca intensidad mostrada en el gel de electroforesis. La
existencia de estos aglomerados también explicaria el corrimiento del pico de absorcién

hacia longitudes de onda mayores.
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Figura 5.31:Imagen @l gel de Agarosa en el que se corrié la muestra NP-s5
funcionalizada y sin funcionalizar (Carriles 1 y 2 respectivamente).

Figura 5.32: Esquemale los posibles arreglos en la funcionalizacién de las
particulas NPs-S.

Ambas muestras fueron analizadas mediante esparcimiento Raman, para esto una

gota de cada una fue colocada sobre un cubre objetos de vidrio y se dejo secar. El
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analisis de esparcimiento Raman no muestra diferencias entre la muestra funcionalizada
y sin funcionalizar (Fig.5.33). Para ambas muestras son pocos los picos Raman y de
muy poca intensidad comparados con el fondo de fluorescencia que se presenta. Esto
es debido quiza a la baja concentracion tanto de Cisteina, en el caso de las particulas

sin funcionalizar, como de anticuerpos en la muestra funcionalizada.
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Figura 5.33: Espectos de esparcimiento Raman de la muestra NP-s5 fun-
cionalizada y sin funcionalizar.

Aun cuando la espectroscopia Raman no muestra cambios entre las muestras, al
observar los resultados obtenidos mediante las técnicas de espectroscopia de absorcion
y electroforesis, es claro que la funcionalizacién de las nanoparticulas se esta llevando

a cabo.
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Capitulo 6

Conclugones

En este trabajo se planted la meta de sintetizar nanoparticulas metalicas para el
reconocimiento de anticuerpos, para ello se procedio a sintetizar, conjugar y finalmente
funcionalizar nanoparticulas de oro en forma coloidal. Se propusieron dos rutas de
sintesis de nanoparticulas, la primera se llevo a cabo usando una ruta de sintesis que
esta bien reportada en la literatura y a la que denominamos sintesis mediante Citrato
de Sodio (NPs-C). La segunda ruta a la que se llamo sintesis mediante crecimiento de

semillas (NPs-S) es parte de la contribucion de este trabajo.

Las diferencias entre estas dos rutas de sintesis son notables: el primer protocolo
permite obtener nanoparticulas de un tamafio promedio de1@6im, mientras que la
segunda resulta en particulas de®nm. La ventaja del segundo protocolo es que des-
de la sintesis se puede llevar a cabo la conjugacion o modificacién de su superficie para
su futura funcionalizacion. En el caso del primer protocolo se requiere de un segundo
procedimiento. Al Conjugar las NPs-C con Cisteina y BSA se obtuvieron nanoparti-
culas altamente estables ante condiciones de alta salinidad, lo que las hace aptas para
aplicaciones biolégicas que requieren el uso de buffers. Debido a las caracteristicas ob-

tenidas durante la sintesis las NPs-S, la funcionalizacion de estas es muy sencilla, sin

81
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embargo, son menos estables que las NPs-C.

Finalmente, mediante el uso de las técnicas de espectroscopia de absorbancia Uv-
Vis, Raman y electroforesis, fue posible determinar cuél de los dos casos permite llevar
acabo con buen éxito el procedimiento de funcionalizacién mediante el uso de un anti-
cuerpo especifico. De los resultados concluimos que el segundo protocolo ofrece muy

buenos resultados como protocolo de funcionalizacién.
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