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Resumen
Titulo

DISENO DE COMPOSITOS MULTIFUNCIONALES BASADOS EN NANOPARTICULAS DE ORO Y
LANTANIDOS PARA APLICACIONES BIOLOGICAS Y BIOMEDICAS*.

Estudiante de Doctorado, Posgrado Ciencias Aplicadas
Lépez-Neira, Juan Pablo

Asesores

Castillo-Rivera, Francisco; Pérez-Lopez, Elias

Palabras Clave

NANOPARTICULAS DE ORO, LANTANIDOS, COMPOSITOS MULTIFUNCIONALES,
FOTOTERMIA, SERS.

Descripcion

En el presente trabajo, los lectores podran encontrar la metodologia para el disefio y la sintesis de
materiales hibridos compuestos por nanoparticulas oro (NPsAu) decoradas con iones lantanidos (Ln*3
= Eu o Gd) que fueron evaluados en aplicaciones multifuncionales. La fabricacién de dichos materiales
se basa en el uso de una molécula de anclaje (aminoacido) o un recubrimiento de silice entre las
nanoparticulas metalicas (oro) y los iénes lantanidos. El nicleo metalico le infiere al sistema
propiedades Opticas y electrénicas inusuales y los iones lantanidos le brindan a los materiales
propiedades luminiscentes 0 magnéticas (Eu o Gd). Los materiales que presentan el aminoacido (L-tyr)
son usados como sustratos SERS para realce de sefiales de moléculas biolégicas debido a que la
conformacién del sistema incrementa el campo eléctrico cercano, desafortunadamente su poca
estabilidad limita su uso en las demas aplicaciones multifuncionales. Los materiales conformados con
el recubrimiento de silice presentan biocompatibilidad y estabilidad en soluciones acuosas, ademas
dicho recubrimiento no disminuye drasticamente las propiedades de adsorcién del oro. La combinacidn
de estos materiales (NPsAu y Ln) los hace potenciales candidatos a ser usados en mudltiples
aplicaciones que van desde sensado, herramienta de diagnostico y deteccion de enfermedades,
marcadores en sistemas biolégicos, formadores de bio-imagenes, terapias fototérmicas y contraste de
imagenes por resonancia magnética y rayos X. En el presente trabajo se proponen compositos de
NPsAu@SiO2:Ln como materiales multifuncionales y se evaluan en realce de sefiales Raman (SERS)
de moléculas bioldgicas, fototermia y fotocatalisis.

*Tesis de Doctorado, doctorado en ciencias aplicadas



Abstract
Title

DESIGN OF MULTIFUNCTIONAL COMPOSITES BASED ON GOLD NANOPARTICLES AND
LANTHANIDES FOR BIOLOGICAL AND BIOMEDICAL APPLICATIONS*.

Ph.D. Student, Postgraduate Applied Science
Lépez Neira, Juan Pablo

Advisers Doctors, UASLP

Castillo-Rivera, Francisco; Pérez-Lopez, Elias
Key Words

GOLD NANOPARTICLES, LANTHANIDES, MULTIFUNCTIONAL COMPOSITES, PHOTOTHERMAL,
SERS.

Description

In this work, readers will be able to find the methodology for design and synthesis of hybrid materials
based on gold nanoparticles coated decorated with lanthanide ions that were evaluated in
multifunctional applications. The manufacture of these materials is based on the use of an anchor
molecule (amino acid) or a silica coating between the metal nanoparticles (gold) and the lanthanide
ions. A metallic core infers to the system unusual optical and electronic properties and lanthanide ions
provide materials with luminescent or magnetic properties (Eu or Gd). The materials that present the
amino acid (L-tyr) are used as substrates SERS for signal enhancement of biological molecules
because the conformation of the system increases the near electric field, unfortunately, its low stability
limits its use in the other multifunctional applications. The materials formed with the silicon oxide coating
exhibit biocompatibility and stability in aqueous solutions, furthermore said coating does not drastically
decrease the gold adsorption properties. The combination of these materials makes them potential
candidates for use in many applications ranging from sensing, diagnostic tool and detection of disease
markers in biological systems, forming bioimaging, photothermal therapy and contrast MRI and X-ray.
We propose the NpM@SiO2:Ln systems as multifunctional materials and evaluate them in surface
enhancement Raman scattering (SERS) signal of biological molecules, photothermia, and
photocatalysis.

*Graduate Work, Doctor of applied sciences



Indice

Abreviaturas
Listado de Figuras
Listado de Tablas

1. Capitulo 0: Introduccién y Antecedentes
Introduccion
Antecedentes
2. Capitulo I: Primer Sistema Multifuncional Propuesto
1.1.  Sintesis de Nanoparticulas de Oro
1.2.  Funcionalizacién de NpsAu con L-Tirosina
1.3.  Formacion de Hibridos de Au-AA-Ln
1.4.  Calculo numérico para nanoparticulas de oro y sistemas hibridos
1.5.  Caracterizacion de los hibridos
1.6.  Analisis y discusion de resultados
3. Capitulo II: Hipdtesis, Justificacion y Objetivos
2.1. Hipdtesis
2.2. Justificacion
2.3.  Objetivo General
2.4. Objetivos Especificos
2.5. Esquema General y Alcance del Proyecto
4. Capitulo Ill: Metodologia
3.1.  Materiales y Reactivos
3.2. Metodologia
3.3. Sintesis de los Nanomateriales

3.3.1. Sintesis de nanoparticulas esféricas de oro

3.3.2. Recubrimiento de nanoparticulas metalicas con SiO2 (NPsM@SiO2)

3.3.3. Sintesis de compositos de NPsM@SiO, decorados con lantanidos

3.4. Caracterizacion de los Materiales

3.5. Evaluacién y Aplicaciones de los Nanocompositos

Pagina

VilI
VilI



Indice

3.5.1. Ensayo de biocompatibilidad in vitro
3.5.2. Prueba de fototermia en células
3.5.3. Evaluacion de sustratos SERS en L-Cisteina como molécula modelo
3.5.4. Evaluacién Fotocatalitica de los materiales para la reduccion de metano
5. Capitulo IV: Analisis y Discusion de Resultados
4.1. Espectroscopia de Absorcion UV-Vis y Plasmén de Resonancia de los
Sistemas
4.2. Morfologia y Tamafio de los Nanomateriales por DLS, TEM y SEM
4.3. Estructura de los Sistemas de NPsAu@SiO2:Eu
4.3.1. FT-IR de los nanocompositos
4.3.2. Patrones de difraccién de rayos X de los sistemas
4.4. Biocompatibilidad de Nanocompositos en Osteoblastos, Ensayos In Vitro
5. Capitulo V: Aplicaciones
5.1. Realce de Sefiales Raman de L-Cisteina Usando Nanocompositos Como
Sustratos SERS
5.2. Prueba de Fototermia de Nanocompositos Sobre Osteoblastos, Pruebas In
Vitro
5.3. Fotocatalisis para la Descomposicion de Metanol y Produccion de Hidrégeno

6. Conclusiones

44
44
45
46
48

48
92
62
62
63
67
74

74

80

87
93



Listado de Abreviaturas

(3-AminoPropil) TriEtoxiSilano
Boundary Element Method
Cetyl Trimethyl Ammonium Bromide

Coeficiente de Absortividad Molar

Compositos de Nanoparticulas metalicas y SiO2 decorados con lones

Lantanidos

Densidad

Diametro

Dynamic Light Sacattering

Eficiencia

Electron banda de valencia semiconductor
Elementos Lantanidos

Energy Dispersive X-Ray

Escala Logaritmica de Concentracion de lones hidronio
Etanol

Etilo

Flexion

Fourier Transform Infrared

Grupo amino

Hidroxilo

Hueco banda de valencia semiconductor
Imagenes por Rayos X

Imagenes por Resonancia Magnética Nuclear
indice de refraccion

InfrarRojo

lon Carboxilo

Joint Committee on Powder Diffraction Standards
L-Cisteina

Localized Surface Plasmon Resonance

APTES
BEM
CTAB

NPsM@SiOz:Ln
P

D

DLS

€bc

Ln

EDX

pH
EtOH
CH3CH.

FT-IR
NH;
OH
hiy
iRX
iIRMN

COO-
JCPDS
L-Cys
LSPR



L-tirosina

Molaridad
Nanoparticulas de Oro
Nanoparticulas de Plata
Nanoparticulas Metalicas
Numero de Avogadro
Peso Atdmico

Phosphate Buffer Solution
Polivinil Alcohol

Polivinil pirrolidona
Porcentaje peso a peso

Radical Hidroxilo

Radical libre o radical

Radical Superdxido

Rayos X

Revoluciones Por Minuto

Scanning Electron Microscope

Seccion Transversal de Dispersion

Silicato

Sistemas Nucleo-Recubrimiento Nanoparticulas Metalicas con SiO;

Surface Enhancent Raman Scattering

Temperatura
Tension Asimétrica
Tension Simétrica
TetraEtil OrtoSilicato
Tiol

Transmission Electron Microscope

Ultravioleta
UltraVioleta Visible

L-Tyr

NPsAu
NPsAg
NPsM
Na

Pa
PBS
PVA
PVP

% plp

RX
RPM
SEM
Cscatt

(Si03)2
NPSM@SI0
SERS

A

Ua

Us

TEOS

SH
TEM

uv

UV-Vis



Figura

1.1

1.2

1.3

1.4

1.5

1.6

1.7

1.8

1.9

1.10

1.1

Listado de Figuras

Pie de Figura
Esquema de la formacion del dipolo inducido en nanoparticulas de oro y origen
de la resonancia plasménica
Realce de sefiales Raman de L-tirosina por inclusion de lon Gadolinio en
sistemas multifuncionales NPsAu-Tyr-Gd
Reaccion quimica para la sintesis de NPsAu por reduccion con borohidruro de
sodio
Interacciones electrostaticas y estabilidad coloidal de NPsAu con AA y NPAu-AA
entre si
Metodologia para formacion de los sistemas hibridos Au-Tyr-Gd
Espectro de absorcion experimental de NPsAu con plasmén de resonancia en
525 nm (a) y eficiencia de absorcion calculada para una particula de oro
embebida en agua de radio 3.75 nm (b)
Imagen TEM de NPsAu con radio 3.75 + 0.8 nm (a) y distribucidn de tamafios
de NPsAu sintetizadas (b)
Espectros de absorcion de NPsAu (a) y potencial zeta (b) en un rango de pH de
4-9
Eficiencia de dispersion (CScat) en funcién de la A calculada para una NPsAu
de radio 3.75 nm dispersa en agua y grafica de la magnitud del cuadrado del
campo eléctrico cercano para la misma NPAu
Espectro de absorcion UV-Vis de sistemas Au-Tyr-Gd a pH 5.6 (a) y distribucién
de tamafio de particula (b)
Espectros de RMN para 1H1 NMR de L-tyr pura en agua deuterada (a) y sistema
hibrido Au-Tyr-Gd en agua deuterada (b)
Espectro SERS de L-tirosina adsorbida sobre nanoparticulas de oro (a) y SERS
de L-tirosina asistido por NPsAu e iones Gd (b)
Espectro de la seccion transversal de dispersion calculado para 3 sistemas (a

Au-Gd, b Au-Au y ¢ Au Gd Au), inmersos en agua. El radio de las particulas de

Pagina

Xl

18

19

20

22

23

23

24

26

26

28



2.1
3.1

3.2

3.3

34
3.5

4.1
4.2

4.3

4.4

4.5

4.6
4.7

4.8

4.9

410
411

oro es 3.75 nm, el didmetro de los iones Gd 0.22 nm y la distancia de separacion
es 0.5 nm

Esquema general del proyecto y su alcance

Esquema general de la metodologia en 3 etapas para la sintesis de
NPsM@SiO2:Ln

Reduccion del acido tetracloroaurico en presencia de citrato de sodio para la
formacién de NPsAu

Generacion del recubrimiento de SiO2 sobre nanoparticulas de oro e imagen del
montaje utilizado

Imagenes de los sistemas usados para realizar las evaluaciones fototérmicas
Preparacion de sustratos SERS para realce de sefiales en espectroscopia
Raman

Espectros de absorcién UV-Vis de NPsAu, Au@SiO, y Au@SiO2:Eu
Representacion del medio de refraccion de los sistemas dispersos en solucion
acuosa

Espectros de absorcion UV-Vis de NPsAu a diferentes concentraciones (Der.) y
curva de calibracion en funcion de la absorbancia (1zq)

Micrografias TEM y distribucion de tamafios de los sistemas NPsAu, silice y
NPsAu@SiO-

Micrografias TEM de los sistemas de NPsAu recubiertas con silice de forma
directa 0 mediante funcionalizacién de la superficie

Estructura quimica de moléculas usadas para funcionalizar las NPsAu
Esquema de conformacion para NPsAu funcionalizadas con APTES vy
recubiertas con silice

Disminucién del diametro de NPsAu@SiOz en funcion de la concentracion de
TEOS

Micrografias de silice libre separada de los sistemas NPsAu@SiO2 por
centrifugacion

Micrografias de los sistemas de NPsAu@SiO2 separadas por centrifugacién
Micrografias para el sistema de NPsAu@SiO2:Eu sin tratamiento térmico (Izq)

y después de calcinar a 600 °C (Cent. y Der.)

29
36

38

39

40
45

46
48

49

51

53

55
56

57

57

58
59

60



412

413
4.14

4.15

4.16

417

418

4.19

5.1

5.2

5.3

54

5.5

5.6

5.7

5.8

5.9

EDX y micrografia de transmision de alta resolucion para el sistema
NPsAu@SiO2:Eu

Espectros de Absorcion FT-IR de silice y NPsAu recubiertas con silice
Patrones de difraccion de Rayos X de silice tratada térmicamente a 110 y
600 °C, y de NPsAu secadas a 110 °C

Patrones de difraccion de los sistemas NPsAu@SiO2 y NPsAu@SiO2:Eu
secados a 110 °C

Patrén de difraccidn de rayos X para la muestra de NPsAu@SiO2:Eu tratada
térmicamente a 600 °C

Imagenes de osteoblastos en presencia de NPAu y NPAu@SiO2 tomadas en un
microscopio dptico

Micrografias SEM de osteoblastos incubados 24 H con NPsAu, NPsAu@SiO2 y
NPsAu@SiO2:Eu

Viabilidad de osteoblastos en sistemas de NPsAu@SiO2:Eu

Espectro Raman de la L-cisteina en polvo

Esquema del sustrato SERS de nanocompositos de NPsAu@SiO2:Eu
Espectros Raman de L-Cys (10-°M) en ausencia y presencia de NPAu@SiO.:Eu
Magnitud del cuadrado del campo eléctrico dispersado alrededor de una NPsAu
y de una NPsAu recubierta con silice con un espesor de 0.5y 1.25 nm

Seccion transversal (Cscatt) y magnitud del campo eléctrico (Escatt) para dimeros
de NPsAu con un espesor de 0.5 nm y una distancia de separacion entre
particulas de 0.25-0.75 nm

Evaluacion fototérmica de nanomateriales irradiados con luz verde (20mW) en
presencia de osteoblastos

Termografias de sistemas conformados por las muestras de NPsAu dispersas
en medio de cultivo e irradiadas con un laser verde (532 nm) de potencia 20 mW
Termografias de sistemas conformados por las muestras de NPsAu dispersas
en medio de cultivo e irradiadas con un laser verde (532 nm) de potencia
400 mW

Incrementos de temperatura en funcion del tiempo de sistemas de NPsAu

dispersas en medio de cultivo irradiadas con laser verde de 20 y 400 mW

61
62

64

65

66

68

69

70

75

76

7

78

79

81

83

85

85



5.10

9.11

5.12

Termografias de sistemas conformados por las muestras de NPsAu dispersas

en medio de cultivo e irradiadas con un diodo laser IR (785 nm) de potencia

135 mW 86
Moles de hidrogeno gaseoso en funcién del tiempo de reaccion para la

degradacion fotocatalitica de metanol usando NPsAu@SiO2:Eu 88
Mecanismo de accién fotocatalitica de sistemas de NPsAu@SiO2 89



Listado de Tablas

Tabla Pie de Tabla Pagina
1.1 Porcentajes de L-Tyr adsorbida sobre la superficie de las NPsAu a diferentes

valores de pH 25
3.1 Distribucion del contenido de las cajas de crecimiento celular 44

4.1 Comparacion entre los diferentes tamafios de particula obtenidos por DLS, SEM

o TEM 52
4.2 Citotoxicidad de nanomateriales en osteoblastos porcentaje de mortandad 71
2.1 Porcentaje de osteoblastos muertos por hipertermia para los sistemas de

NPsAu, NPsAuSiO2:Eu 82



Capitulo 0

CAPITULO 0: INTRODUCCION Y ANTECEDENTES

Introduccion

En el presente trabajo, proponemos el disefio de sistemas multifuncionales conformados de un nucleo
metalico de nanoparticulas de oro, de morfologia esférica, en el cual incorporamos iones lantanidos
(Eu o Gd) ya sea mediante el uso de un aminoacido como molécula de anclaje (tirosina) o mediante

una delgada capa de silice como matriz que soporte los iones.

Sistemas similares a los compositos de nanoparticulas de oro-lantanidos (NPsAu-Ln) usando
macromoléculas como mecanismos de anclaje han sido reportados y usados en diversas aplicaciones
de tipo bioldgico. Tales sistemas usan moléculas organicas complejas que se coordinan a los metales
(Tipo DTPA', EDTA, etc.), polimeros (Polielectrélitos) o aminoacidos (Trabajo Maestria) como
intermediarios entre las particulas metalicas y los lantanidos. En estos trabajos se aprovecha la
naturaleza eléctrica de la superficie de las NPsAu' y las propiedades acido-base de sus intermediarios

para generar los sistemas NPsAu-Ln'.

Inicialmente nanocompositos con L-tirosina como molécula de anclaje fueron propuestos como
sistemas multifuncionales y se aplicaron al realce de sefiales Raman? tal como se presentara en el
capitulo 1, el principal inconveniente de dichos sistemas es que limita la deteccidn a otras moléculas
debido al ruido que genera las sefiales propias de la L-tirosina. Ademas, el ion lantanido esta
coordinado al grupo carboxilo del aminoacido por lo cual la estabilidad coloidal disminuye y puede ser
susceptible de ser desplazado por otros iones mas afines, por lo cual la estabilidad del material esta

sujeta a las especies presentes en el medio.

Wer abreviaturas pp 1-2
2J. Phys. Chem. A 2015, 119, 4127
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Un segundo grupo de materiales son los que presentan una estructura tipo nucleo-recubrimiento,
donde las nanoparticulas de oro que conforman el nucleo son sintetizadas por el método de reduccién
con citrato de sodio y el recubrimiento de SiO- se realiza mediante una modificacion del proceso de
Stdber, teniendo control de algunos de los parametros de reaccién como concentracién de precursor
y velocidad de adicién, para regular la formacién y dimensiones del recubrimiento. Mientras que la
incorporacioén de los iones lantanidos (europio o gadolinio) se realizé en forma simultanea a la

formacion de la silice, considerando asi la inclusién de los iones a toda la matriz del 6xido de silicio.

El uso de nanoparticulas metalicas tiene gran interés debido a sus propiedades opticas, eléctricas,
cataliticas, etc. Estas propiedades dependen del tamafio, forma y medio de dispersiéon donde se
encuentren, que pueden ser controladas a partir del método de sintesis. Dentro de los parametros que
influyen en la morfologia de las nanoparticulas se encuentran la eleccion del agente reductor,
cantidades relativas y concentraciones de reactivos, temperatura y tiempo de reaccion.
Principalmente, nanoparticulas esféricas son ampliamente usadas en realce de sefiales Raman de

biomoléculas y para tratamientos en terapias fototérmicas.

Uno de los principales inconvenientes en el uso de sistemas conformados por nanoparticulas
metalicas (NPsM), es su baja estabilidad coloidal en medios acuosos que se encuentran a pH
fisiologicos y que dificultan su uso en ciertas aplicaciones de tipo bioldgico. Un recubrimiento de 6xido
de silicio en las nanoparticulas metalicas puede brindarle al sistema mayor estabilidad no solo en
medios acuosos, ademas su superficie nos permite funcionalizar, decorar e incluso dopar con iones

lantanidos, brindandole al material propiedades adicionales.

Actualmente los iones lantanidos son ampliamente usados e incorporados en numerosos compuestos
por sus propiedades magnéticas y luminiscentes. Como ya mencionamos, la superficie de la matriz de
SiO2 puede ser faciimente modificable. Es por esto que la incorporacién de iones lantanidos puede

proporcionarle al sistema una propiedad adicional.
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Por todo lo anterior, el intermediario entre la nanoparticula metalica y los iones lantanidos fue
cambiado por un recubrimiento de silice que cumpla con la misma funcion del aminoacido pero que
no interfiera en las posibles aplicaciones y que le brinde mayor estabilidad. Dentro de las muchas
areas en las que en principio se podrian aplicar los nanomateriales propuestos, en este trabajo se
presentd el disefio de compositos multifuncionales y se evalud los sistemas como sustratos para
realizar realce de sefiales Raman de un aminoacido (pero se puede extender a otras moléculas
bioldgicas: péptidos, oligdmeros, proteinas, etc), agentes para el tratamiento en terapia fototérmica y

como fotocatalizadores en una reaccion para la produccion de hidrégeno.

Antecedentes

El uso de nanoparticulas metélicas principalmente de oro y plata para aplicaciones en terapia
fototérmica, asi como realce de sefiales Raman (SERS) de moléculas biol6gicas y deteccion de
células, contraste de imagenes por resonancia magnética y rayos X, marcadores bioldgicos y
liberacion de farmacos, se basa principalmente en las propiedades 6pticas y electronicas de las
nanoparticulas metalicas. La oscilacidn coherente de los electrones de la banda de conduccion de las
nanoparticulas metalicas inducida por el campo electromagnético se conoce como plasménes de
superficie, y es una consecuencia de la densidad electrénica y su confinamiento, ya que estan

ausentes tanto en un atomo como en los materiales en bulto [1-2, Ver Figura 1].

E]

Figura 1. Esquema de la formacién del dipolo inducido en nanoparticulas de oro y origen de las resonancias plasmoénicas.
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La Figura 1 muestra una NPAu en presencia de un campo eléctrico. La orientacion del campo eléctrico
distorsiona la nube electronica de la superficie del metal formando el dipolo, tal y como se observa en

los recuadros de la derecha, que a su vez estaran oscilando en funcién del campo eléctrico.

Es bien sabido que las resonancias plasmonicas de las nanoparticulas metélicas es fuertemente
sensible al tamafio, morfologia, y a las propiedades dieléctricas del medio circundante. Como resultado
directo de los fendmenos de resonancia, las propiedades Opticas de las nanoparticulas de oro pueden
ajustarse facilmente para absorber y dispersar luz en longitudes de onda especificas, en un amplio
rango del espectro visible e infrarrojo cercano (NIR) variando su tamafio y forma, lo que los hacen muy

adecuados para ser utilizados en multiples aplicaciones biomédicas.

Ademas, los plasménes de superficie son especialmente Utiles a los quimicos puesto que su campo
eléctrico oscilante amplifica fendémenos dpticos como la dispersion Raman, que se conoce como efecto

SERS (Surface Enhancement Raman Spectroscopy) [2-6].

5000 e
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Figura 2. Realce de sefiales Raman de L-tirosina por inclusién de lon Gadolinio en sistemas multifuncionales
NPsAu-Tyr-Gd3.

Este es el caso de los sistemas conformados por NPsAu con L-Tirosina absorbida en la superficie que
propusimos inicialmente como materiales multifuncionales y cuya primera aplicacion fue el realce de

sefiales Raman a bajas concentraciones. La combinacion de estos sistemas con el ion gadolinio que

3 Imagen tomada de J. Phys. Chem. A 2015, 119, 4127
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presenta un numero de coordinacion alto, permite rodear el aminoacido de nanoparticulas que

equidistan por aproximadamente dos moléculas de L-Tyr.

Esta conformacion especial en la que el metal (Gd*3) es coordinado por los grupos carboxilos libres
(COO) de la L-tyr, genera un gran numero de hot-spots (puntos calientes) y por consiguiente un
aumento en el campo eléctrico alrededor de los sistemas comparado al que se tiene Unicamente con
NpsAu, este fendmeno apenas reportado esta pendiente de estudios en funcion del papel que juega

la naturaleza del ion usado.

La Figura 2 muestra una representacion de la conformacion de los sistemas y los espectros Raman
de la L-tyr en ausencia y presencia del ion gadolinio [6]. Comparando las intensidades de los espectros
se aprecia un aumento en las sefales de al menos 5 veces la intensidad presentada por los sistemas
sin el ion lantanido. En la Figura 2 también se aprecia la magnitud del campo eléctrico alrededor de
los dos sistemas que justifica el incremento de las sefiales Raman en los sistemas NPsAu-Tyr-Gd.
Cabe destacar que el sistema anteriormente propuesto es muy Util para estudiar diversas moléculas
que se fijen inicialmente, pero resulta mas complejo hacer el estudio de una segunda molécula, esta
razon junto con la competencia que pueda presentar el ion Gd acomplejado en presencia de otros

iones nos llevd a cambiar la especie quimica de anclaje entre el oro y el lantanido.

Los sistemas de NPsM@SiO. consisten en un nucleo de nanoparticulas metalicas y un recubrimiento
delgado de silice, y por lo tanto la absorcion optica del sistema nucleo-recubrimiento puede ser
convenientemente modulada a la regién del infrarrojo cercano (NIR) conocida como "ventana de
tejido", donde la penetracién de la radiacion en el tejido es 6ptima, controlando el tamafio, la forma de
NPsM, y el grosor de la capa de silice [7-9]. Las propiedades Opticas, electronicas y magnéticas se
pueden preservar con el control del espesor del recubrimiento y la tendencia natural de agregacion de
las nanoparticulas es estrictamente suprimida por una encapsulacion fuerte y hermética del SiO,
como describe Mulvaney et al. [10]. La capa superficial de silice de las NPs no so6lo puede proteger la
nanoparticula de oro del medio externo para hacerla mucho menos susceptible a la desnaturalizacion

quimica-térmica y los efectos de fotoblanqueo que sufren los fluoréforos convencionales, sino también

Wl
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hace al material altamente biocompatible, mas estable, menos téxico y su superficie puede ser
facimente funcionalizable con aminas, tioles y grupos carboxilo entre otros, que permite la

modificacién covalente de la nanoparticula con moléculas bioldgicas [7, 11-13].

Las propiedades opticas de la seccion transversal (cross-sections) de NPsM@SiO2 con espesores
delgados de silice son similares a las de las nanoparticulas metalicas desnudas, y su coeficiente de
absorcion molar (3*10° M-'em-!, para particulas de radio ~ 12.5 nm) comparado con los fluoréforos
convencionales se encuentra que es mayor a la absorcion que presenta el colorante verde de

indocianina (1.08*104 M-'cm") especie quimica muy utilizada en tratamientos fotodinamicos [1, 3-4].

Ademas, la seccion transversal de extincidn dptica es incluso varias veces mayor que la de una
molécula verde indocianina (4.13*10-2' m2). En general, la magnitud del coeficiente de absorcién molar
es varios ordenes de magnitud mayor que los colorantes organicos mas utilizados (105-108 M-'cm-)
incluso para las nanoparticulas mas pequefas [1-3, 14-16]. La fuerte intensificacion de la absorcion y
dispersion de las nanoparticulas metalicas en comparacidn con los colorantes, como se mencion6
anteriormente, también es atribuible a la oscilacion de los plasmones de superficie de los electrones

de las nanoparticulas metalicas.

Una de las multiples ventajas de las propiedades expuestas anteriormente, es que la luz es usada en
el calentamiento de colorantes que funcionan como fotosensibilizadores en terapia fotodinamica o
térmica para tratar enfermedades como el cancer. Estos tratamientos son ampliamente utilizados
debido a su naturaleza minimamente invasiva. Los procedimientos terapéuticos térmicos son
relativamente faciles de realizar y por lo tanto tienen el potencial de mejorar los tiempos de
recuperacion, la reduccion de las tasas de complicaciones y hospitalizacion [4, 9]. En particular, para
las nanoparticulas de metales nobles, su resonancia de plasmén de superficie localizada (LSPR), los
lleva a absorber la luz y convertirla en energia vibracional (calor), que puede ser usada para destruir

las células cancerosas e inhibir el crecimiento tumoral.
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Los nanocompuestos optimizados para absorber la radiacion son particularmente utiles como
mediadores de la terapia fototérmica del cancer porque convierten eficientemente la radiacion
absorbida en calor y son térmicamente estables a temperaturas terapéuticas [19]. Sin embargo, la
profundidad de penetracidn de la luz en los tejidos, la gran potencia utilizada en los laseres y el largo
tiempo de exposicion siguen siendo un problema critico para las aplicaciones clinicas. Ademas, la
potencial fototoxicidad en el microambiente también debe ser investigada a detalle [17]. El objetivo de
un tratamiento de ablacién térmica minimamente invasivo es conformar una dosis letal de calor a las
células malignas o volumen de tejido con el menor dafio posible a los tejidos normales intervinientes

y circundantes [9-18].

Es bien sabido de las inusuales propiedades que presentan los elementos de transicion interna o
lantanidos, dentro de las que destacan la luminiscencia y el magnetismo [14, 20-23]. La resonancia de
plasmén de superficie localizada (LSPR) puede modificar la respuesta 6ptica lineal de los iones
situados en su entorno. En particular, la luminiscencia de los iones lantanidos puede ser potenciada
por un nucleo metalico de oro o plata [14, 21, 24]. Nanocompuestos Au@SiO. decorados con idénes
lantanidos le infieren una propiedad adicional (luminiscente o magnética) a los materiales y los hacen

multifuncionales, donde las propiedades que aporta el lantanido incluso podrian ser potenciadas.

Otro de los multiples usos de los sistemas propuestos es para la degradacién de contaminantes
organicos en agua y produccién de energia (Hidrégeno) en el area de la fotocatélisis [25-26]. Dentro
de un sin numero de semiconductores utilizados, la silice en particular es bastante usada por su
selectividad y estabilidad. La principal desventaja de los fotocatalizadores es la rapida recombinacién
del par electron-hueco que limita la eficiencia del catalizador [27]. Para eliminar este comportamiento,
los semiconductores son dopados con poca concentracion de metal o idnes metalicos. Un centro
metalico (Au o Ag) en un sistema nucleo-recubrimiento incide favorablemente en los procesos de

recombinacion de cargas de los pares electron-hueco ( ej.-h,), el rol principal es el consumo de
electrones y la formacion de radicales ‘OH [28]. Ademas, un decorado con iénes lantanidos en la

matriz de silice como los materiales propuestos puede también influir positivamente en la disminucién

de la recombinacion.
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Finalmente, existen muchos mas campos de potenciales aplicaciones de los materiales como
biosensores [28-29], marcadores biologicos [30-31], liberadores de farmacos [32-33], agentes de
contraste en imagenologia (iRX o iRMN) [34, 21-22], celdas solares [35], entre otros. En este trabajo
nos enfocamos principalmente a evaluar los materiales obtenidos en: el realce de sefiales Raman de
moléculas de interés biologico (SERS), fototermia y en fotocatalisis en la descomposicion de metanol

para la generacion de hidrogeno.

Antes de abarcar la hipétesis, justificacidn y los objetivos propuestos para este trabajo, en el siguiente
capitulo describiremos brevemente: la metodologia para la elaboracién de los materiales conformados
por NPsAu-Tyr-Gd que fueron propuestos inicialmente y que son el preambulo de los sistemas finales
que se presentan en capitulos posteriores, su gran respuesta como sustratos SERS para el realce de
sefiales Raman de moléculas bioldgicas y las razones por las cuales se modificaron para cumplir con

los objetivos propuestos en esta tesis.
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CAPITULO I: PRIMER SISTEMA MULTIFUNCIONAL PROPUESTO

En este capitulo se expone la metodologia y los resultados obtenidos de un primer material propuesto
como sistema multifuncional que esta conformado de nanoparticulas de oro (NPsAu) funcionalizadas
con tirosina (L-Tyr) como sistema de anclaje entre la superficie de las NPsAu y los iones gadolinio.
Estos sistemas retnen las caracteristicas de los materiales propuestos, que son, la conformacion por
un nucleo metalico de oro y la inclusion de un lantanido para darle mayor versatilidad a los materiales
respecto a sus aplicaciones, este sistema en particular fue usado como sustrato SERS en el realce de

la molécula de anclaje (aminoéacido).

1.1. Sintesis de Nps Au

La sintesis de NpsAu se realizé por reduccion del acido cloroaurico [HAuCls.3H20] con borohidruro de
sodio [NaBH;] a temperatura ambiente. La dispersion resultante se calienta a reflujo a temperatura de
60 °C durante una hora y se dializa con agua desionizada con el fin de eliminar el exceso de iones

borohidruro presentes en el medio [1-3].
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Figura 1.1. Reaccion quimica para la sintesis de NPsAu por reduccion con borohidruro de sodio.
La Figura 1.1 muestra la reaccién quimica llevada a cabo para la formacion de nanoparticulas de oro
por reduccion con borohidruro de sodio, una solucién coloidal vino tinto de nanoparticulas de oro de

concentracion 1x10-4M se obtuvieron siguiendo esta metodologia. Finalmente, la dispersion se pasa

por un filtro de 0.2 ym para eliminar algun aglomerado indeseado que se formara durante la sintesis.
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1.2. Funcionalizacién de NpsAu con L-Tirosina

En cuanto a la formacion de las especies de NPsAu-AA, se probaron 3 valores de pH (~2.5, 5.6y 8),
para determinar en qué condiciones hay una mejor adsorcion e interaccion con el aminoacido y la
superficie del oro. La Figura 1.2 muestra las posibles interacciones electrostaticas entre las NPs
metalicas y el aminoacido a los distintos valores en la escala de pH, se resaltan los valores de los pKa
del aminoacido que es donde ocurren las protonaciones y desprotonaciones. Un volumen de solucidn
(1*10-3M) de tirosina fue adicionado a una dispersion de NPsAu en continua agitacion por 24 H, la
dispersion final es centrifugada y lavada, y el sobrenadante es usado de forma indirecta para medir la

absorcion del aminoacido en la particula metalica.

RCOO™

pH = pK, + 10g10m

La variacion del pH modifica la proporcion de especies quimicas del AA presentes en el medio, que
para el caso de la Tyr a los diferentes pH (2.5, 5.6 y 8) se tiene (Tyr*(70%), Tyr*-(99%) y Tyr*-(75%),
respectivamente) obtenidos de la ecuacién de Henderson-Hasselbach, teniendo en cuenta la
superficie eléctrica negativa de las NpsAu se hace un estudio de adsorcion promovido por las
interacciones electrostaticas que se generan y este a su vez puede ser comparado con el obtenido

experimentalmente por espectroscopia UV-Vis [4-5].
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Figura 1.2. Interacciones electrostaticas y estabilidad coloidal de NPsAu con AA y NPAu-AA entre si.
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1.3. Formacion de Hibridos de Au-AA-Ln.

Para la tercera etapa se toman las NPsAu funcionalizadas con los amino&cidos a dos pH diferentes (6
y 8 debido a que presentan buena absorcidn y ademas el sistema conserva su estabilidad coloidal) y
se adiciona al medio una sal de lantanido (nitrato de Gadolinio), bajo estas condiciones el grupo

carboxilo de la tirosina estara desprotonado y podra interaccionar mejor con el lantanido.
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®_NH2 ®_.COOH #®-Ph-OH e.-Gd**

Figura 1.3. Metodologia para formacién de los sistemas hibridos Au-Tyr-Gd.

La Figura 1.3 presenta un esquema general del procedimiento que se sigui6 en tres etapas para la
formacion de los hibridos, desde la formacion de las NPsAu hasta la incorporacién del ion gadolinio.
La interaccion de las particulas de Au-AA con los iones lantanidos produce un precipitado que es
purificado eliminando el sobrenadante y resdispersado nuevamente en agua desionizada, asi los
hibridos obtenidos de Au-AA-Ln pueden conservarse de tres formas: 1) Polvos, evaporando el solvente
mediante calentamiento a 110 °C en una estufa, 2) Polvos, se estabiliza térmicamente calcinando las
muestras a 600 °C en donde se eliminan los amino&cidos y 3) Solucion, redispersando el precipitado

en otros solventes.

1.4. Calculo numérico para nanoparticulas de oro y sistemas hibridos

La caracterizacion optica de una sola nanoparticula de oro y del sistema hibrido Au-tyr-Gd fue
realizada calculando numéricamente la seccién transversal de extincion y dispersion (y, en
consecuencia, la seccion transversal de absorcién), asi como el campo eléctrico disperso alrededor
de las particulas metélicas, usando la teoria de Mie [6-7] y el método numérico de elementos de
frontera (BEM) [8-9]. El indice de refraccion complejo del oro se tomé de Johnson y Christy [10],
mientras que para el ion gadolinio de Dakhel [11]. Los datos experimentales fueron tomados en el
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rango de interés (300-700 nm), tanto para la nanoparticula de oro como Au-tyr-Gd. Los sistemas
hibridos de Gd se consideraron inmersos en agua y caracterizado por un indice de refraccion fijo de
1.33. Para los célculos numéricos, no se tiene en cuenta el indice de refraccion del aminoacido, pero
se considera la distancia de separacidn entre la nanoparticula de oro y el ion Gd3* teniendo en cuenta
la longitud de los enlaces entre los grupos amino y carboxilo de la molécula de L-tirosina [12]. El radio
de la nanoparticula de oro es el obtenido del didmetro promedio medido desde micrografias TEM,

mientras que el radio para el i6n Gd®* se establecié en 0.11 nm [11].

1.5. Caracterizacion de los hibridos

Espectroscopia UV-Vis se utilizd para medir la banda de absorcion (LSPR) de los sistemas hibridos
Au-tyr y Au-tyr-Gd. Usando la ley Beer-Lambert, la informacién UV-Vis es también usada para
determinar la concentracién de aminoacidos adsorbidos. La morfologia y el tamafio de las
nanoparticulas de oro en cada paso del proceso para obtener los sistemas Au-tyr-Gd se determind
utilizando un microscopio de transmision electrénica (TEM, JEOL, JEM modelo 1230). Las mediciones
electroforéticas del potencial zeta se utilizo para evaluar la carga superficial de la muestra y para
determinar la estabilidad coloidal exhibida por los sistemas en funcion del pH. La sefial Raman de
L-tirosina se tomd con un sistema micro-Raman Horiba Jobin Yvon iHR320 (100X, Olympus, N.A.), a
una longitud de onda de excitacion de 532 nm. La intensidad del incidente fue de 15 mW en la muestra,
y el tiempo de integracidn se establecié en 10 s. La region investigada tenia un area de ~1 ym2. La
sefial Raman de amino&cido sin oro nanoparticulas e iones Gd3* se midieron a 2*10-4 M y utilizado
como referencia, mientras que la sefial SERS fue producida por 1*107 moléculas de L-tirosina
(4*105 M).

1.6. Andlisis y discusion de resultados

Las nanoparticulas de oro sintetizadas por reduccién con borohidruro de sodio presentan una banda
de absorcion UV-Vis a 525 nm, la Figura 1.4 muestra el espectro de absorcién UV-Vis de las NPsAu
la banda de absorcion que se presenta corresponde a la oscilacion colectiva de la nube electronica
del plasmon de resonancia de superficie localizado (LSPR) alrededor de Amax = 525 nm.
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Figura 1.4. Espectro de absorcion experimental de NPsAu con plasmén de resonancia en 525 nm (a) y eficiencia de
absorcion calculada para una particula de oro embebida en agua de radio 3.75 nm (b).

Esta banda de absorcion se observa tipicamente para las nanoparticulas de oro con morfologia
esférica, tal y como se encuentra reportado [12]. Usando la teoria de Mie, se calculé la eficiencia de
absorcion para una Unica nanoparticula esférica de oro de radio 3.75 nm inmersa en agua (n = 1.33)
que es equivalente al sistema experimental y se obtiene el espectro que se muestra en la
Figura 1.4 (b)*.

La morfologia esférica que presentan las nanoparticulas de oro fue determinada usando un
microscopio de transmision electrénica (TEM). La Figura 1.5 muestra una Micrografia TEM de las
nanoparticulas de oro sintetizadas (a) y la distribucidén de tamafios de las nanoparticulas de oro (b).
Los resultados de distribucion de tamafio fueron obtenidos del conteo de ~ 90 particulas polidispersas
presentes en varias micrografias®, se estimé usando un software para el conteo que el radio promedio
para estas particulas es 3.75+ 0.8 nm, que concuerdan con los resultados obtenidos por

espectroscopia UV-Vis.

4 Célculo realizado por el Dr. Alejandro Reyes-Coronado y M.C. J.M. Galicia, Departamento de Fisica de la
Facultad de Ciencias, UNAM.
5> Conteo usando el software Imagel].
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Figura 1.5. Imagen TEM de NPsAu con radio 3.75 + 0.8 nm (a) y distribucion de tamafios de NPsAu sintetizadas (b).

La estabilidad de las nanoparticulas de oro se determind de la medida electroforética del potencial
zeta en funcion del pH, donde se obtuvieron valores en el rango de: -70.6 £ 2.2 y -24.4 £ 3.9 mV entre
pHs de 9-4 respectivamente (Ver Figura 1.6), donde -25 mV es el parametro base minimo establecido

de potencial zeta para coloides que conservan su estabilidad en medio acuoso [13].

pH
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Figura 1.6. Espectros de absorcion de NPsAu (a) y potencial zeta (b) en un rango de pH de 4-9.

La Figura 1.6 (a) muestra los espectros de absorcién UV-Vis de NPsAu en funcion del pH (rango 4-9),
en estos se puede ver que el plasmon de resonancia correspondiente al oro no se ve modificado por
la variacion del pH del medio, un leve ensanchamiento de la banda si se aprecia a pH de 4

posiblemente debido a una disminucion de la estabilidad de la dispersion y tendencia a aglomeracion
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de las particulas coloidales. La disminucion en la intensidad de los espectros se debe a un efecto de
disminucion en la concentracion de las nanoparticulas, la dispersion inicial fue tomada a pH 9y
posteriormente esta fue titulada con &cido clorhidrico para los demas pH. La parte (b) de la Figura 1.6
presenta los potenciales zeta de las NPsAu a los mismos pH tomados para los espectros de absorcion
UV-Vis donde se aprecia el caracter negativo de la superficie de las particulas y ademas el amplio
rango de estabilidad coloidal, se incluye un punto a pH (2.5) cercano al limite de estabilidad coloidal
del sistema (PZ = - 24 mV).

El calculo de la eficiencia de absorcion muestra la resonancia localizada a 524 nm, lo que concuerda
bastante bien con la posicidn del plasmén de resonancia obtenido experimentalmente y corresponde
al plasmén de superficie localizado con un comportamiento dipolar (Ver, Figura 1.7). Ademas, la
diferencia en la intensidad, asi como el ancho del espectro medido se puede explicar considerando
tanto la distribucién del tamafio como las correcciones del tamafio en la funcién de respuesta

dieléctrica para el oro.

1 ’ ’ ’ | Escat |2
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Figura 1.7. Eficiencia de dispersion (Cscat) en funcién de la A calculada para una NPsAu de radio 3.75 nm dispersa en agua

y gréfica de la magnitud del cuadrado del campo eléctrico cercano para la misma NPAu.

Para nanoparticulas de oro muy pequefias en relacién con la longitud de onda de la radiacion incidente
(532 nm, laser verde de potencia 15 mW), la eficiencia de dispersion es muy baja en comparacién con
la eficiencia de absorcion (5 6rdenes de magnitud, Figura 1.4); por lo tanto, la eficiencia de absorcion
basicamente coincide con la eficiencia de extincion (Qext). En este caso, el plasmén dipolar es el modo
mas eficientemente excitado y esta localizado a 524 nm.
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La L-tirosina es un aminoacido anféterico, su adsorcion en la superficie del oro depende del estado de
protonacién del grupo amino (caracter basico). Una medicion indirecta del espectro de absorcion
UV-Vis del sobrenadante obtenido de la separacion de las nanoparticulas de oro funcionalizadas con
el aminoacido nos permite obtener mediante la relacion de Beer-Lamber, los porcentajes de L-Tyr

adsorbidos sobre la superficie de las NPsAu a distintos pH (Ver Tabla 1.1).

NPsAu a diferentes pH (%) L-Tyr adsorbida
2.6 32
5.6 21
8.0 19

Tabla 1.1. Porcentajes de L-Tyr adsorbida sobre la superficie de las NPsAu a diferentes valores de pH.

Claramente las mejores condiciones de adsorcién se dan a pH bajos (32% de L-tyr inicial), pero
teniendo en cuenta también la poca estabilidad del sistema bajo estas condiciones (Figura 1.2) que
se ve reflejado en la pequefia magnitud del potencial zeta (Figura 1.6 (b)) optamos por trabajar a pH
de 5.6 donde se mantiene una buena adsorcion y se conserva la estabilidad de las particulas. A este
pH, la concentracién de L-tirosina adsorbida fue ~4*105 M (aproximadamente el 21% de la

concentracion inicial).

En la siguiente etapa para la incorporacion de los iones Gd?*, las nanoparticulas de oro funcionalizadas
con L-tyr se mantuvieron a pH 5.6. A este pH, |a carga negativa presente en el grupo carboxilo (-COO")
y los pares de electrones libres del oxigeno estabilizan los iones de gadolinio. A valores de pH mas
bajos, los sistemas hibridos se precipitan antes que los iones Gd3* se adhiere a su superficie y a
valores de pH arriba de 9 los iones precipitan en forma de 6xido. La Figura 1.8 (a) muestra el espectro
de absorcién UV-Vis obtenido para el sistema hibrido Au-tyr-Gd. Una fuerte absorcion y una amplia
banda se observa para longitudes de onda de 625 nm. Tanto el ensanchamiento como corrimiento al
rojo de la banda del LSPR son evidencia de un proceso agregacién por la presencia de los iones
gadolinio. Un recuadro en la Figura 1.8 (a) muestra un tipo de agregado formado después de adicionar
iones Gd3* en nanoparticulas de oro modificadas con L-tirosina. La distribucion de tamafio del sistema
hibrido Au-tyr-Gd3* con un radio promedio estimado en 5.25 + 1.15 nm (Au-tyr-Gd?*), tal como se

muestra en la Figura 1.8 (b).
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Figura 1.8. Espectro de absorcién UV-Vis de sistemas Au-Tyr-Gd a pH 5.6 (a) y distribucion de tamafio de particula (b).

La tirosina libre y la presencia de esta adsorbida en la superficie de las NPsAu fue determinada por
resonancia magnética nuclear (RMN), la Figura 1.9 (a) muestra el espectro de RMN de la L-Tyr en
una solucién de agua deuterada en el que se pueden apreciar dos dobletes (6 = 7.2 y 6.9 ppm, donde
O representa el desplazamiento quimico) correspondiente a los protones en el anillo aromatico
(representados con el color rojo en el zoom de la grafica y los numero 1 sobre la molécula de L-Tyr)
del amino &cido.
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Figura 1.9. Espectros de RMN para 'H1 NMR de L-tyr pura en agua deuterada (a) y sistema hibrido Au-Tyr-Gd en agua
deuterada (b).

El Unico protdn del carbono a (zoom fucsia en la gréfica y nimero 2 en la L-Tyr) tiene una sefal que
corresponde a un triplete (5 = 3.84 ppm), y finalmente, la Gltima sefial es un multiplete correspondiente
a protones del carbono B (8 = 2.9-3.2 ppm, zoom azul en la grafica y nimero 3 en la L-Tyr). Las sefiales
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obtenidas de los espectros de RMN para la L-tyr y sus desplazamientos quimicos concuerdan bastante

bien con los reportados en las bases de datos de compuestos organicosS.

Comparando el espectro RMN de la L-tyr libre con el que presenta el sistema hibrido Au-Tyr-Gd (Ver
Figura1.9 (b)), se puede observar una disminucién drastica en la intensidad, cambio en la
multiplicidad y un ligero desplazamiento quimico (8) de las sefales (las sefales generadas por los
mismos protones estan representadas con un zoom y numero del mismo color). Las sefiales
correspondientes al carbono a (zoom fucsia y numero 2) y al carbono 8 (zoom azul y nimero 3) de la
L-tirosina en el hibrido son los més afectados debido a su proximidad con la nanoparticula de oro y el

ion Gds3+.

La presencia de centros metalicos con iones paramagnéticos es responsable de modificar en gran
medida el entorno quimico de los protones que se encuentran en el aminoacido, por lo que se dificulta
identificar la L-tirosina presente en el sistema hibrido [14-15]. A pesar de que la resonancia magnética
nuclear (RMN) es una técnica sensible e infalible a la hora de caracterizar sistemas bioldgicos, la
preparacion de muestras es normalmente dificil, ya que estas deben ser transferidas a solventes
deuterados. Ademas de lo anterior, la técnica es mas costosa y menos accesible razédn por la cual se

propone la espectroscopia Raman para el analisis e identificacion de este tipo de sistemas.

Los materiales hibridos propuestos nos permiten usar la espectroscopia Raman y superficie de
dispersién Raman mejorada para detectar L-tirosina en concentraciones tan bajas como en este
trabajo de 4*10-5 M. La contribucion en el disefio de sustratos SERS es el uso de una combinacion de
NPsAu con iones Gd3* para mejorar la sefial de Raman. En este sistema hibrido, suponemos que la
molécula modelo se coloca entre la nanoparticula de oro y los iones Gd3*. Sin embargo, por las
técnicas descritas anteriormente, no podemos asegurar completamente que la molécula de L-tirosina

se encuentra en medio entre la nanoparticula de oro y los iones Gds3*.

6 Spectral data base for organic compounds, SDBS http://sdbs.db.aist.go.jp/sdbs/cgi-bin/direct frame top.cgi
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La presencia de los iones Gd3* en el sistema tiene dos roles principales en el sistema: por un lado,
funcionan como un auxiliar para proporcionar una mejora adicional de la sefial Raman de L-tirosina
(molécula de prueba), y por el otro, funcionan como un espaciador entre nanoparticulas de oro
contiguas, fijando la distancia entre ellos y permitir la agregacion de nanoparticulas de oro. De esta

forma, promueven la formacién de puntos de calientes (hotspots) dentro del sistema.

Los espectros Raman para L-tirosina en presencia de NPsAu o del sistema hibrido a 2*104 M se
muestran en la Figura 1.10. Debido a la baja concentracion de la L-Tyr, solo algunos modos de
vibracion Raman son visibles. La identificacion de las bandas de Raman se baso en trabajos
reportados [16-17]. La regién de 1200 a 1550 cm-' corresponde a las vibraciones de flexion N-H y
estiramiento C-N, mientras que la region entre 1550 y 1750 cm-! corresponde al modo de estiramiento

C=0. La banda observé cerca de 836 cm! corresponde a las vibraciones del anillo aromatico.
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Figura 1.10. Espectro SERS de L-tirosina adsorbida sobre nanoparticulas de oro (a) y SERS de L-tirosina asistido por
NPsAu e iones Gd (b).

En la Figura 1.10, se muestra el aumento de la sefial Raman mejorada de la L-tirosina adsorbida en

la superficie de la nanoparticula de oro. Este incremento es el resultado del campo eléctrico alrededor
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de las nanoparticulas de oro que interactuan con moléculas de L-tirosina. Tal la interaccion es mas
fuerte con el grupo amino (-NH3)* porque esta mas cerca de la superficie de la nanoparticula de oro
[18-19]. Uno de los modos de vibracion mas caracteristico del grupo de amino se encuentra a
1630 cm! (banda resaltada en la Figura 1.10). Esta banda muestra un factor de realce de la sefial
Raman de al menos~10 veces mayor que para la L-tirosina libre. Como se puede ver en la Figura
1.10 (b), el factor de mejora debido a la presencia de Gd* aumentd aproximadamente 5 veces
comparado con el factor de realce producido en el sistema Au-tyr sistema. Ademas, los iones Gd3* en
el sistema hibrido producen un factor de realce de 46 veces mayor que la sefial Raman de L-tirosina

libre.

El incremento en la sefial Raman de L-tirosina podria ser debido a una combinacion de tres factores:
(i) formacion de hotspots donde los iones Gd3* funcionan como espaciadores entre nanoparticulas de
oro; (i) el contraste del indice de refraccidn producido por la presencia de iones Gd3* puede causar
un incremento en el campo eléctrico alrededor de la nanoparticula y, en consecuencia, producir un
mayor factor de realce; y (iii) un efecto de transferencia de carga entre nanoparticulas de oro e i6nes
Gd3+,
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Figura 1.11. Espectro de la seccion transversal de dispersidn calculada para 3 sistemas (a Au-Gd, b Au-Au y ¢ Au-Gd-Au),
inmersos en agua. El radio de las particulas de oro es 3.75 nm, el didmetro de los iones Gd 0.22 nm y la distancia de
sepracion es 0.5 nm.

En la Figura 1.11, se presentan los espectros de la seccion transversal de dispersion, Cscat, para el

Au-Gd (linea azul), Au-Au (linea roja) y Au-Gd-Au (linea verde), que muestran un desplazamiento al
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rojo del LSPR de unos pocos nandmetros (5 nm aproximadamente) entre una sola NPAu en
comparacion con un dimero de oro (practicamente no hay diferencia entre los sistemas Au-Au y
Au-Gd-Au). Para los casos estudiados, los radios de particulas de oro se fijaronen R = 3.75 nm y el
didmetro para los iones Gd fue D = 0.22 nm’. La distancia de separacién entre el oro y las particulas

de Gd se establecid en d = 0.5 nm.

Para cada sistema, en su frecuencia resonante, calculamos la magnitud del cuadrado del campo
eléctrico cercano disperso alrededor de las particulas (ver Figura 1.11) usando el método BEM. El
campo eléctrico aumenta alrededor de ~2 veces desde un solo Sistema Au-Gd a un dimero de
particulas de oro, y aumenta de la misma forma otro factor ~ 2 con respecto al sistema Au-Gd-Au. Por
lo tanto, el incremento es 4.2 veces mayor para el sistema hibrido Au-Gd-Au que para el sistema
Au-Gd. Estos resultados claramente muestran un aumento de 1 orden de magnitud para el campo
eléctrico local causado por iones Gd3* en comparacion con los resultados para Unicamente

nanoparticulas.

El origen del incremento en el campo eléctrico disperso como mencionamos antes puede deberse a
tres factores y ahora con los resultados obtenidos se debe a los dos primeros: (i) la formacion de
puntos calientes (hotspots), donde el Gd3* actia como un espaciador controlando la distancia de
separacion entre nanoparticulas de oro, y (i) la contribucién de la respuesta electromagnética de las
particulas que rodean las nanoparticulas de oro, en este caso la presencia de iones Gd3*. Es decir, el
origen fisico de la mejora del campo eléctrico disperso producido en las proximidades del Gd3* se
debe al contraste en el indice de refraccion de Gd3* con el de los alrededores del medio (agua,
n=1.33).

7 WebElements. Gadolinium: Radii of Atoms and Ions.
http://www.webelements.com/gadolinium/atom_sizes.html. Accessed in Oct 2014.
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Este tipo de realces ha sido reportado antes, en sistemas donde usan silice como espaciador entre
las nanoparticulas de oro y asi pueden modular sus propiedades de realce en funcion del espesor del

recubrimiento.

Como se mostrd anteriormente, la presencia de iones Gd3* aumenta el campo eléctrico alrededor de
1 orden de magnitud en comparacion con nanoparticulas de oro. Como consecuencia de esta mejora,
el factor de mejora de la sefial de Raman para L-tirosina libre aumentado 46 veces. Los célculos
numéricos junto con los resultados experimentales han demostrado que teniendo en cuenta los
primeros dos factores, puntos calientes bien definidos y contraste en el indice de refraccidn,
obtenemos resultados que son suficientes para explicar el incremento en la sefial de Raman obtenida
experimentalmente. Aunque el efecto de transferencia de carga (tercer factor) puede desempefiar un
papel secundario en el sistema, este requiere un estudio mas profundo para cuantificar su contribucion

a la mejora de sefial Raman para L-tirosina 0 moléculas similares en el sistema.

Como se presentd en este capitulo los sistemas propuestos funcionan muy bien como sustratos SERS
e incluso abren la posibilidad de estudio a sistemas similares con diferentes concentraciones de
lantanidos e incluso otro tipo de iones en los que se puede demostrar que los resultados obtenidos no
son inherentes al tipo de ion, todo esto debido al poco estudio de estos sistemas para esta aplicacion
en particular. Desafortunadamente la baja estabilidad de estos materiales limita su uso en las
aplicaciones bioldgicas propuestas, por lo que nos vimos en la necesidad de cambiar el intermediario
(aminoéacido) por una cubierta de silice para cumplir con los objetivos propuestos en esta tesis y esos

sistemas se presenta en los capitulos posteriores.
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CAPITULO II: HIPOTESIS, JUSTIFICACION Y OBJETIVOS

En este capitulo se plantean las hipétesis, justificacion y objetivos general y especificos para la
realizacion de este trabajo. Estos objetivos fueron planteados para abordar de una manera sistematica

y logica el proyecto de tesis.

2.1. Hipotesis

Proponemos materiales con estructura tipo nucleo-recubrimiento conformados por nanoparticulas
metalicas (NPsM) e iones lantanidos (en su mayoria presentan propiedades luminiscentes y
magnéticas) combinen sus propiedades, e incluso dichas propiedades se realcen para que pueda ser
utilizados como un sistema multifuncional. Nanoparticulas metélicas de oro de morfologia esférica
presentan propiedades opticas y electronicas particulares que son de potencial uso en aplicaciones
bioldgicas y biomédicas. Una molécula de anclaje (AA) o una matriz de silice inerte que no absorbe
en la mayor parte del espectro visible (300-800 nm), en la superficie de las NPsM y soportando los
iones lantanidos, nos permitirda un material biocompatible, mas estable y con una combinacion de
propiedades. Ademas, los iones lantanidos pueden ser soportados en la superficie de dicha matriz,
que con un buen control del espesor podré permitir variar la distancia de separacion entre nucleo

metalico y los iones lantanidos, y por consiguiente conservar o mejorar las propiedades del material.
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2.2. Justificacion

En la actualidad muchas técnicas alternativas para deteccion, marcaje, tratamiento y cura de
enfermedades aprovechan las inusuales propiedades de los nanomateriales para mejorar en
diferentes aspectos las técnicas ya existentes. Algunas de las desventajas de estos nanomateriales
es que en muchos casos su compleja elaboracion (sintesis y bajas concentraciones de los
nanomateriales) y en otros tantos sus propiedades especificas delimitan su rango de aplicacién. En
nuestro caso, nosotros proponemos un material multifuncional basado en la combinacién de dos o
mas materiales que pueda ser aplicado en diferentes areas. Un material conformado de un nucleo
metalico puede ser usado para deteccion de moléculas bioldgicas mediante SERS, contraste de
imégenes por RX, etc. Si el nucleo metalico es recubierto con una especie inerte como el SiOz
hacemos mas biocompatible el material, mas estable en medios acuosos y ademas eliminamos la
necesidad de usar ligandos como intermediarios que pueden generar interferencias para ciertas
aplicaciones. La superficie del SiO2 permite ser ampliamente funcionalizada con diferentes moléculas,
lo que podria volver al material mas selectivo en su funcion, también permite ser decorado o dopado
con iones lantanidos que puede inferirle al material propiedades magnéticas o luminiscentes segun
sea el caso. Asi, un control en las dimensiones nano del material y en especifico del espesor del
recubrimiento nos permite obtener un material hibrido que conserve e incluso mejore las propiedades

de los materiales de los cuales esta conformado y asi pueda ser usado en diversas aplicaciones.
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2.3. Objetivo General

Disefiar compositos conformados por nanoparticulas de oro de morfologia esférica (NPsM) y

lantanidos (europio o gadolinio) con propiedades Opticas, magnéticas y fisico-quimicas especificas;

que se puedan combinar e incluso mejorar y tengan la capacidad de jugar un papel multifuncional en

aplicaciones bioldgicas y biomédicas.

2.4. Objetivos Especificos

El objetivo general de este trabajo de tesis se dividié en los siguientes objetivos especificos:

a.
b.

C.

Sintetizar nanoparticulas de oro de morfologia esférica

Recubrir las NPsM de oro con SiO2, generando sistemas tipo nucleo-recubrimiento.

Optimizar y controlar el espesor del recubrimiento de SiO2 sobre las NPsM.

Decorar los compositos de NPsM@SiO> con iones europio o0 gadolinio.

Caracterizar tamafios, morfologias y propiedades opticas de los sistemas; mediante
micrografias (TEM y SEM) y espectroscopias.

Evaluar la viabilidad y toxicidad de los materiales en sistemas biologicos como lo son las
celulas.

Determinar la respuesta térmica de los sistemas irradiados con un laser, para posibles
aplicaciones fototérmicas.

Evaluar el realce de sefiales Raman (SERS) de los sistemas en moléculas biologicas,
especificamente en L-cisteina.

Determinar la actividad fotocatalitica de los materiales en una reaccién redox para la

generacion de hidrégeno.
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2.5. Esquema general y alcance del proyecto

Un esquema general del alcance del proyecto basado en los objetivos planteados se presenta en la
Figura 2.1, en el que partimos del objetivo general de este trabajo, que es el de disefiar los materiales
multifuncionales. A continuacion, tres etapas que corresponden a la metodologia de sintesis seguida
para la obtencion de los materiales que son: sintesis de nanoparticulas metalicas mediante reduccion,
funcionalizar con un aminoacido (Ver Capitulo I) o recubrir con silice mediante el proceso de Stober
controlado las NPsM, para finalmente incorporar el ion lantanido a la matriz de silice mediante un

proceso sol-gel como se detallara de aqui en adelante.

Disefar compositos multifuncionales conformados por NPsAu
e iones lantanidos con propiedades opticas, magnéticas y
fisicoquimicas especificas.

—{ NPs Esféricas Au lr

Funcionalizar Decorar con iénes Recubrir NPsAu
NPsAu con AA Gadolinio/Europio con silice
Fototermia Realce de sefiales Raman |
y

Fotocatalisis
Contraste de iRMN y iRX

Figura 2.1. Esquema general del proyecto y su alcance.

Finalmente, los materiales se evaliian en algunas de las maltiples posibles aplicaciones para los cuales
fueron disefiados como: agentes de realce de sefiales Raman (SERS) de moléculas bioldgicas que,
en este trabajo en particular, usamos cisteina, un aminoacido no esencial, que presenta muchas
funciones bioldgicas importantes, agentes para terapias fototérmicas inicialmente evaluadas in vitro
en células y fotocatalizadores en una reaccién de generacion de hidrégeno. Entre otras muchas
posibles aplicaciones que se propusieron, pero no pudieron ser evaluados por cuestiones de

implementacion y equipos como para agentes de contraste de iméagenes (iRMN y iRX).
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CAPITULO Ill: METODOLOGIA

En este capitulo presentamos los materiales y reactivos usados, las metodologias para la sintesis
paso a paso de los sistemas NPsM@SiO2:Ln y el tipo de caracterizaciones realizadas a los compositos
obtenidos. En primera instancia partimos de la sintesis de nucleos de morfologia esférica de
nanoparticulas metalicas (Au) usando agentes reductores suaves (potencial estandar de reduccion
intermedio), posteriormente se realiza un recubrimiento con SiO2 de forma directa y controlada que se
compara con otro procedimiento para realizar el recubrimiento usando moléculas como ligandos entre
la superficie de las NPsM y el dxido de silicio. La incorporacion de los iones lanténidos se realiza
durante la formacién del recubrimiento de silice de la etapa anterior, adicionando al sistema de
reaccion la sal que contenga el ion de interés (europio o gadolinio, en principio cualquier lantanido
puede ser incorporado). A continuacion, mostramos de manera mas detallada los procedimientos de

sintesis para la elaboracién de los materiales.

3.1. Materiales y Reactivos

Todos los reactivos quimicos se adquirieron de Sigma-Aldrich y se usaron sin posterior purificacion.
Acido tetracloroaurico (HAuCla.3H20, 99.999%) y nitrato de plata (AgNOs, 99.99%) se usaron como
precursores metalicos, como agentes reductores citrato de sodio dihidrato tribasico (Na3CeHs07.2H20,
= 99%), &cido ascorbico (CeHsOs, >99%) y borohidruro de sodio (NaBH4, 99.9%). El alcohol polivinilico
(PVA, peso molecular promedio 89000-98000), bromuro de hexadecil trimetil amonio (CTAB, >99%) y
polivinil pirrolidona (PVP, promedio de peso molecular 40000) son usados como surfactantes y el
peroxido de hidrégeno (H202, 30%) como agente oxidante. Tetraetil ortosilicato (Si(OC2Hs)s, 98%) y
(3-aminopropil) trietoxisilano (APTES, >98%) como precursor de silice, etanol absoluto (CH3CH20H,
>99,8%) e hidréxido aménico (NH4OH, 28-30% en agua) para controlar la hidrolisis y como modulador
de pH. Se utilizé nitrato de Europio (IIl) pentahidratado (EuN309.5H20, 99,9%) y nitrato de Gadolinio
(1) hexahidratado (GdN309.6H20, 99,9%) como agentes dopantes. Cultivos celulares de osteoblastos
adecuados en solucion salina tamponada con buffer de fosfatos (PBS), Tryple express, azul de tripano
bioregent (CasH24NeO14S4Nas) para detectar las células muertas y moribundas en ensayos de
citotoxicidad y para la evaluacion rutinaria de la viabilidad celular, y glutaraldehido en solucién (grado
[, 25% en agua) se us6 como agente fijador de células. El agua usada en todos los experimentos como
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disolvente y para el lavado y purgado de todos los materiales fue destilada-desionizada (p <18.2
MQ*cm, 24°C).

3.2. Metodologia

Un esquema general del alcance del proyecto, los materiales que se proponen y sus posibles
aplicaciones, se presento en el capitulo anterior (ver Figura 2.1). Partiendo de un objetivo general, los
materiales estan conformados de un nicleo metélico de oro, posteriormente los nicleos metalicos son

recubiertos con oxido de silicio para luego ser decorados con iones gadolinio o europio.

La metodologia seguida para sintetizar los materiales la podemos dividir en tres etapas tal como se
presenta esquematizada en la Figura 3.1, aunque en la practica la etapa 2-3 ocurren casi de manera

simultanea.

Partimos de un precursor metélico que es reducido a su estado de oxidacion cero para generar las
NPsM de morfologia esférica (se puede extender a otras morfologias) en la etapa 1. En la segunda
etapa mediante una modificacion del proceso de Stober realizamos un recubrimiento controlado de

SiO2 de alrededor de 50 nm para generar los sistemas nucleo-recubrimiento.

Precursor @Reduccién @Revestimiento
Metalico !

% = lon Lantanido
Eu*3o Gd+?

Figura 3.1. Esquema general de la metodologia en 3 etapas para la sintesis de NPsM@SiOz:Ln.
Por Ultimo, en la etapa 3 que ocurre de manera simultanea con la etapa 2, se adiciona una sal de

europio o gadolinio al medio durante la formacion del recubrimiento de SiO2 en el nucleo metélico para

someter al sistema a un proceso sol-gel.
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3.3. Sintesis de los nanomateriales

3.3.1.  Sintesis de nanoparticulas esféricas de oro

Las nanoparticulas esféricas de oro se sintetizaron segun el método de reduccion descrito por
Turkevich [1-3], se prepard una solucion acuosa de acido tetracloroaurico (103 M) en un matraz de
100 ml que se mantuvo bajo agitacion vigorosa y calentamiento hasta ebullicion. Rapidamente, se
inyectd una solucidn de citrato de sodio (1% p/p) en el matraz con la solucidn de &cido tetracloroaurico,
y el sistema se mantiene bajo agitacion y calentamiento. Después de 15 minutos de ebullicion, la
reaccion se completo y la dispersion obtenida de color vino tinto se enfrié a temperatura ambiente [4],

en la Figura 3.2 se representa la reaccidn quimica que se lleva a cabo para la formacion de las NPsAu.

o — NPsAu
(|3| . F ‘
OAu + e X N s100c B
e o ®
| <l | H : i
Acido Tetracloroaurico i persale [‘1 x10-3M]

Figura 3.2. Reduccion del acido tetracloroaurico en presencia de citrato de sodio para la formacién de NPsAu.

Finalmente, las NPsAu de ca.14 nm de diametro se filtran (Millipore, 0.45 pym) y se dializ6 usando una
membrana semipermeable (Tubo de dialisis, MWB de Fisherbrand 12000-14000) con una gran

cantidad de agua desionizada para eliminar el exceso de reactivos.

3.3.2.  Recubrimiento de Nanoparticulas Metélicas con SiO, (NPsM@SiO:)

Las nanoparticulas metalicas con recubrimiento de silice se hicieron mediante una reaccion
controlada, usando una modificacién del proceso de Stober [6]. El recubrimiento con una capa de
dxido de silicio homogénea se llevé a cabo mediante una inyeccion lenta del precursor TEOS para
controlar la formacion y deposicion de mondmeros durante la sintesis [7]. Las dos etapas para la
formacién de SiOz que son: A) la hidrolisis donde los grupos etilo del precursor TEOS son sustituidos

por grupos OH generando el hidréxido de silicio como intermediario (mondémeros) y B) la condensacion
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del hidroxido de silicio en la que varias unidades del hidréxido se polimerizan formando enrejados de

estructura bidimensional, que se representan a continuacion:

A) Hidrolisis

H,C CH

3 >C 0 o C/ 3 /

- _

a: :
\/\Si\ ' 4 ElOH 20, \ nCH,CH,OH
H,C—0 0—CH,
Hie” \CH3 / \

B) Condensacion \Si/
P o
N\ / "N / N\,
N N Do
n HO \Si/
7N

La Figura 3.3 muestra las condiciones de reaccién para generar el recubrimiento de SiO2 que siguen
las dos etapas anteriores, pero ahora sobre un nucleo de oro y una imagen del sistema usado en el
laboratorio para generar el recubrimiento de las NPsM que en ese caso correspondian a
nanoparticulas esféricas de oro (Izquierda), ademas se aprecia el sistema para la inyeccién controlada

del precursor TEOS.

En un matraz, se afiadieron en una proporcion (1:8) NPsM 0.5 uM en etanol. El pH de la solucion
resultante se ajustd entre 9-10 utilizando hidréxido de amonio, la mezcla se agitd vigorosamente
(500-600 RPM) e inmediatamente después se inyectaron 100 ul de TEOS a una velocidad de 5 uL/Min.
La cantidad total de TEOS afiadida se eligio en funcion del espesor del revestimiento de silice y del

numero de nanoparticulas metalicas presentes en el medio [8-9].

H;C CH3
N\ #
H,C—O0 0—cC
LN 4 H,  EtOH/H,0
o Si T
/ L pH~9-10
HZC—OT c)so—c<
/
HsC CHs

Figura 3.3. Generacion del recubrimiento de SiO2 sobre nanoparticulas de oro e imagen del montaje utilizado.
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Finalmente, la mezcla de reaccion se agitd continuamente durante al menos 3 horas mas para
asegurar una hidrdlisis completa. La dispersidn coloidal obtenida fue purificada del exceso de reactivo
y nucleos de nanoparticulas de SiO- sin recubrir por centrifugacion repetida y lavados con mezclas de
agua destilada y etanol. Esta metodologia permite obtener sistemas NPsM@SiO2 con aprox. 80 nm
de didmetro de una manera facil y directa, sin la necesidad de funcionalizar la superficie de las
nanoparticulas o usar un ligando entre las NPsM y el 6xido de silicio como se propone generalmente

en multiples trabajos.

Recubrimiento de nanoparticulas metalicas con SiO, mediante funcionalizacion

También se realizd el procedimiento de recubrimiento de nanoparticulas de oro con SiO2 usando dos
moléculas diferentes como ligandos para acoplar la superficie de las nanoparticulas con la coraza de

dxido de silicio y asi poder compararlo con el procedimiento directo mencionado anteriormente.

a. Au-SiO, usando PVP como intermediario

La funcionalizacién de NPsAu con polivilpirrolidona (PVP) se llevo a cabo mediante simple adsorcion
del polimero en la superficie de las particulas de oro. Una dispersion coloidal de particulas metalicas
se dejo en continua agitacion por 24 horas en presencia del PVP, esta dispersién fue centrifugada y
redispersada para su posterior uso [10-11]. El revestimiento de SiO; se llevé a cabo mediante el
método de Stdber, NPs funcionalizadas con PVP fueron adicionadas a una soluciéon (EtOH:H-0).
La solucion resultante fue llevada a pH (9-10) adicionando amoniaco bajo agitacién constante y como
paso final se adiciono lentamente el tetraetil ortosilicato (TEOS) a razén de 5 pl/Min para controlar la
velocidad de hidrolisis. Finalmente, la mezcla se deja agitando por 3 horas, se centrifuga y redispersa

en agua al menos 3 veces hasta eliminar el amoniaco y el etanol del medio [6, 8].

b. Au-SiO, usando APTES como intermediario

La funcionalizacién de NPsAu con (3-aminopropil) trietoxi silano se lleva a cabo por coordinacién del
grupo amino con la superficie del oro. A una dispersion de NPsAu en agitacion constante se le adiciona
APTES, la mezcla se deja reaccionar un par de horas hasta que se lleve a cabo la formacién del
complejo NPsAu-APTES [12-13]. El recubrimiento de silice de los sistemas NPsAu-APTES se llevan
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a cabo de la misma forma como aparece en el inciso anterior. La metodologia usada anteriormente

permite obtener NPsAu recubiertas de silice con diametros de entre 130 y 160 nm.

3.3.3.  Sintesis de compositos de NpsM@SiO2 decorados con lantanidos

El decorado con iones lantanidos (Ln*3) de los sistemas NPsM@SiO- se obtiene siguiendo el mismo
procedimiento que para los recubrimientos de NPsM con silice, excepto por la adicion de una solucién
de nitrato de Europio (IIl) o gadolinio (lll) inmediatamente después de la inyeccion de TEOS al medio
de reaccion, la sal del lantanido en solucién acuosa es disociada a sus respectivos idnes (A) y al
adicionarse al medio de reaccion durante la polimerizacion del 6xido de silicio (B) se asegura la

incorporacion de los iones a lo largo de toda matriz tal y como se muestra a continuacion:

A) Hidrolisis de la sal de europio
Eu(NO3)5.5H,0 + H,0 - Eu*3 + (NO3)3

B) Incorporacion del lantanido en la matriz de silice
N~/ N/
A OH| i / Si\ o/ \O 7
N/ oy ST N\

Eu*3 Si

/ s.\OH _ Bu” Si\ O/ \O ]
_HO Jn HO | O\ / \ s / -
Eu N
|

N/

/

En este caso, después de la adicion controlada de TEOS, se gotean 0.25 ml de nitrato de europio (111)
pentahidrato (1 mM) en la mezcla y la reaccion procede de la misma manera que en el procedimiento
3.3.2. Adicionalmente, el sistema se calienta a reflujo a 60 °C durante una hora [3, 14]. EI material
obtenido es centrifugado y lavado en repetidas ocasiones (EtOH:H20), y puede ser redispersado en
solventes polares 0 no polares segun convenga. Finalmente, el material también puede ser secado

(110 °C) en estufa y estabilizado térmicamente (calcinar a 600 °C) para ser conservado en polvo [15].
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3.4. Caracterizacion de los materiales

La espectroscopia de absorcion UV-Vis se utilizo para determinar la banda de absorcion
correspondiente al plasmén de resonancia (LSPR) de las NPsAu desnudas, NPsAu recubiertas con
silice, y de los nanocompositos Au@SiO2:Eu. Usando la ley de Beer-Lamber8, mediante absorcion
UV-Vis se determin la concentracion de nanoparticulas de oro y el coeficiente de absorcion molar.

Los espectros de absorcion fueron obtenidos con un espectrofotometro UV-Vis Varian Cary 50.

El andlisis de la morfologia y tamafio de NPsM en cada paso del proceso para obtener el sistema
hibrido NPsM@SiO2:Eu se llevé a cabo utilizando un Microscopio de Electrones de Transmision (TEM,
JEOL, JEM modelo 1230) y Microscopio Electronico de Barrido (SEM, Inspect f50 de alto vacio). El
tamario de las nanoparticulas y los espesores del recubrimiento se midieron de 100 particulas con el
software ImagedJ 1.48v (32-bits, Wayne Rasband, National Institutes of Health, USA).

El radio hidrodinamico de los sistemas fue evaluado en un analizador de particulas Delsa Nano C,

Beckman Coulter.

Los espectros Raman de L-cisteina se registraron utilizando un sistema Micro-Raman Horiba Jobin
Yvon iHR320 con objetivo 100x (Olympus, N.A), a la longitud de onda de excitacién de 532 nm y
784 nm. La intensidad del incidente fue de 15 mW en la muestra, y el tiempo de integracién se fijé en
10 s. La region investigada tenia un area de 1 ym2. La sefial del aminoacido sin NPsM se midi6 a una

concentracion de 5x10-5 My se us6 como referencia.

Los patrones de difraccion de rayos X (DRX) de los materiales fueron tomados de una gota de cada
uno de los compositos secada a 110 °C y del material calcinado a 600 °C depositada sobre un sustrato

de silicio puro <100>.

Las medidas de la potencia de los laseres usados en los experimentos se realizaron en un
Potenciémetro Optico Newport 1918-C Detector Optico 91D-SL-D3R Rango espectral 400-1100 nm.

Potencia maxima 2 W.

Las termografias fueron tomadas con una camara IR FlexCam portable Infrared system.

82 = €¥b*C
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La citotoxicidad de los materiales fue evaluada mediante un test de tincion histoldgica con azul de

tripano y el conteo celular se realiz6 utilizando un microscopio dptico y una camara de Neubauer.

3.5. Evaluacion y aplicaciones de los nanocompositos

3.5.1.  Ensayo de biocompatibilidad in vitro

Osteoblastos de hueso de maxilar inferior humano fueron cultivados, el proceso de cultivo completo
se baso en el método de Escobar-Garcia et al [18]. En una caja de 96 pozos se depositaron 100 pl de
células (~1'600 000 células/ml) junto con 100 pl de medio de cultivo, la mezcla se incubd durante 24
horas a 37 °C, 5% de CO2 y 95% de humedad. Después de 24 horas se cambi6 el medio de cultivo
de una caja de 96 pozos y se depositaron 100 ul de las muestras de NPsAu, NPsAu@SiO. y
NPsAu@SiO2:Eu respectivamente tal y como se distribuye en la Tabla 3.1, las células junto con las
muestras se incubaron 24 horas y al dia siguiente el medio de cultivo se retird del pozo y se incubo
nuevamente durante 10 min a 37 °C en presencia de tripsina al 0.125% para desprender las células

fijadas a las paredes de los pozos.

Células + Medio H202 NPsAu NPAu@SiO2 NPAu@SIiO2:Eu

Cultivo
Control (+) 200 pl
Control (-) 200 pl 100 pl
Muestras 200 pl 100 pl 100 pl 100 pl

Tabla 3.1. Distribucion del contenido de las cajas de crecimiento celular.

Finalmente, las células se precipitaron mediante centrifugacion suave (10 min a 1000 rpm), y fueron
lavadas con solucién salina de PBS para su posterior conteo. La viabilidad celular de las células
sedimentadas se determind mediante un ensayo de tincién con azul de tripano. Cada experimento se

llevé a cabo por triplicado, y con un control respectivo de células vivas y muertas.

3.5.2.  Prueba de fototermia en células

Siguiendo la metodologia anterior se incubaron osteoblastos provenientes de maxilar humano con las
muestras de: NPsAu (103 M), NPsAu (5*104 M), NPsAu@SiO2, NPsAu@SiO2:Eu y los respectivos
controles unicamente con células. Al tercer dia, las cajas con los cultivos celulares son expuestas 90

segundos a radiacion de dos fuentes y potencias diferentes; una curva de temperatura como control
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se registré tomando imagenes termogréficas en los tiempos 0, 2 y 4 minutos para cajas que contenian
medio de cultivo y particulas, pero en este caso sin presencia de células. La Figura 3.4 muestra
fotografias de los sistemas usados para realizar las mediciones fototérmicas, dos fuentes que emiten
a 532 nm de potencias diferentes 20 y 400 mW, y una cdmara termogréafica para medir los incrementos

de temperatura a diferentes instantes de tiempo.

Figura 3.4. Imagenes de los sistemas usados para realizar las evaluaciones fototérmicas.

Este tipo de ensayos no sélo se realizaron con la fuente de emision verde, sino también se utilizé una
fuente de emision infrarroja (785 nm), de igual manera a dos potencias diferentes (20 y 135 mW).
Después de exponer los cultivos celulares a la radiacién, se procede de la misma forma que en el

apartado anterior para el conteo celular mediante el ensayo de tincidn con azul de tripano.

3.5.3. Evaluacion de sustratos SERS en L-Cisteina como molécula modelo

Los sustratos se hicieron en discos de silicio cortados en cuadros de aproximadamente 1 cm2, se
lavaron en una mezcla agua-jabon y luego se pusieron por 30 minutos en una mezcla de &cido

sulfurico-peroxido de hidrégeno comunmente llamada solucion pirafia a 60 °C para eliminar residuos
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organicos, grasas y oxidos de la superficie. Los sustratos de Si se lavaron con agua y etanol, para

posteriormente ser secados a temperatura de 110 °C, tal y como se observa en la Figura 3.5.

Secado Medicion HH

Ty — ] ?g polsl\iltg Raman
H,SO4/H,0, A=110°C M S A = Ambiente
Si Lavado =

Figura 3.5. Preparacion de sustratos SERS para realce de sefiales en espectroscopia Raman.

A los sustratos obtenidos se les deposita una muestra con 50 pl de nanoparticulas y nanocompositos,
y se dejaron secar a temperatura ambiente, los sustratos tratados fueron usados para evaluar la
variacion en la intensidad de los modos de vibracion en el espectro Raman de una solucién diluida de
L-cisteina (10-5M) en presencia y ausencia de nanoparticulas metalicas usando una fuente de
radiacion visible de 532 nm y 20 mW de potencia. Ademas de comparar el efecto producido en el

realce con relacion a las nanoparticulas de oro desnudas.

3.5.4. Evaluacién fotocatalitica de los materiales para reduccion de metanol

Los ensayos fotocataliticos se realizaron usando 20 mg del sistema NpsAu@SiO.:Eu como catalizador
de la reaccién de descomposicién de metanol en presencia de agua a una proporcion (1:1), la reaccion

quimica se muestra a continuacion:

Cat
CHy0H + H,0 < 3H, + CO,

El catalizador se puso en el medio de reaccion, se dejo 30 minutos en agitacion y ausencia de luz para
asegurar el equilibrio adsorcién/desorcion, después se burbuje6 nitrogeno para desgasificar la
solucién. Usando una lampara UV (254 nm) como fuente de excitacion la fotorreaccion fue
monitoreada por 6 horas en un cromatografo de gases y los resultados obtenidos fueron ajustados a

una curva de calibracién de concentracion de hidrogeno gaseoso realizada previamente.
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Capitulo IV: Analisis y discusion de resultados

En este capitulo presentamos los resultados de los distintos métodos de caracterizacién que se
realizaron a los nanomateriales como: absorcion UV-Vis, micrografias electronicas, EDX, DLS,
patrones de difraccion de rayos X, FT-infrarrojos, termografias, entre otras. Ademas, se realiza el
respectivo andlisis y discusion de los resultados, para demostrar si la preparacién de los

nanocompositos va en detrimento de las propiedades de cada uno de los materiales que lo conforman.

4.1 Espectroscopia de absorcion UV-Vis y plasmén de resonancia de los sistemas

Las nanoparticulas de oro de morfologia esférica con diametros alrededor de 15 nm presentan una
Unica banda de absorcion correspondiente a su plasmén de resonancia dipolar [1-2]. Los espectros
de absorcion de los materiales fueron tomados para determinar la posicion de la banda de absorcion
de las nanoparticulas usadas y al mismo tiempo para verificar si el disefio de los sistemas modifica
dichas propiedades Opticas. La Figura 4.1 muestra los espectros de absorcion de las NPsAu,
NPsAu@SiO2 y NPsAu@SiO2:Eu, la banda de absorcién que se aprecia corresponde al plasmén de

resonancia del oro.
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Figura 4.1. Espectros de absorcion UV-Vis de NPsAu, Au@SiOz y Au@SiO2:Eu.
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En el caso de las nanoparticulas usadas, la banda de maxima absorcion esta ubicada a 522 nm (curva
azul), similar al que se reporta en la bibliografia para particulas con didmetros alrededor de 15 nm [3-4].
La Figura 4.1 también presenta los espectros de los sistemas AuSiO2 y AuSiO2:Eu y en éstos se
puede apreciar que se conserva la banda de absorcion correspondiente al plasmén de resonancia con
un ligero desplazamiento de su posicién hacia el rojo (526 y 528 nm, respectivamente), que no son
significativos y pueden deberse al cambio en el entorno de la particula metalica debido al recubrimiento

de 6xido de silicio, cuyo indice de refraccidn es ligeramente mayor al del medio910.

La Figura 4.2 ilustra los sistemas de NPsAu y NPsAu@SiO2 que se encuentran dispersos en un medio
acuoso, donde se muestra como el entorno de las nanoparticulas de oro se ve modificado por el
recubrimiento de silice en los sistemas NPsAu@SiO>. Este ligero desplazamiento de la banda de
absorcion puede asociarse al espesor del recubrimiento de silice que para dimensiones menores 0
iguales a las dimensiones de la nanoparticula no se aprecia, pero que para espesores superiores
comienza a presentar este desplazamiento al rojo teniendo como maximo corrimiento para espesores

alrededor de 80 nm, para valores superiores ya no presenta cambios apreciables [4-6].

NPsAu NPsSAu@SiO,

|@ @ n,=1.33 ; =14/ n, = 133

Figura 4.2. Representacion del medio de refraccion de los sistemas dispersos en solucién acuosa.

En cuanto al sistema correspondiente al composito NPSAu@SiO2, en su espectro de absorcion
también se aprecia un pequefio hombro desplazado hacia la derecha alrededor de los 650 nm, y esto

se debe a sistemas que se generan donde el nucleo metalico no esta formado por una Unica particula

9 hagua = 1.33.
10 hSioz =1 .46.
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sino por el contrario por dos 0 mas (dimeros, trimeros o aglomerados). Esta banda puede hacerse
mas evidente cuando se usan nanoparticulas con muy baja estabilidad, por lo cual su pequefia
presencia en comparacion con la banda del plasmon de resonancia propia del oro (curva azul) nos da
un indicio que la mayor proporcion corresponden a los sistemas conformados por nicleos de
nanoparticulas individuales [33]. El sistema completo AuSiO2:Eu presenta una curva de absorcion
similar a la que acabamos de describir, mientras que la banda semidefinida propia de los
semiconductores para el 6xido de silicio no se aprecia debido a que esta comienza a aparecer por

debajo de los 300 nm.

Los espectros de absorcion muestran que, si bien se presenta un leve desplazamiento en la banda de
absorcién del oro en los compositos, éste no es significativo y las propiedades de absorcion debidas

al nucleo metalico no se ven perturbadas por efecto del recubrimiento de silice.

También se aprovecho la espectroscopia de absorcion UV-Vis para determinar la concentracion de
las NPsAu [7-8], usando una curva de calibracion de la concentracion de las NPsAu como la que se
presenta en la Figura 4.3 (Derecha) donde se tomé el espectro de dispersiones de oro a diferentes
concentraciones (0.27,0.67, 1, 1.3, 2.7, 3.3, 4.7 y 5.3 nM; Ver Figura 4.3 Izquierda). Correlacionando
el valor de la absorbancia de la banda de maxima absorcién (522 nm) con la respectiva concentracion
como una funcién lineal tal como lo expresa la ley de Lamber-Beer, en la grafica se aprecia la funcién
que representa mejor los valores obtenidos y el coeficiente de regresion lineal que nos dice qué tan

bueno es el ajuste de los datos respecto a la funcion.
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Figura 4.3. Espectros de absorcién UV-Vis de NPsAu a diferentes concentraciones (Izq.) y curva de calibracion en funcion
de la absorbancia (Der.).

Sobre la grafica también se observa la funcion lineal que representa la recta ( y(x) = 1.85*108x ), cuya
abscisa corresponde a la absorbancia y la ordenada a la concentracién de las nanoparticulas?".
La pendiente de la recta corresponde a una propiedad de las nanoparticulas usadas, como lo es el
coeficiente de absortividad molar (¢ = 1.85*108 M-'cm-1). Este valor va a depender del tamafio de las
nanoparticulas y concuerda bastante bien con los valores ya reportados en la literatura para este

mismo tipo de particulas [9-10].

Ademas, el coeficiente de absorcién molar esta directamente relacionado con la seccion transversal
(cross-section) de la nanoparticula’ [2], para las nanoparticulas de oro usadas la seccion transversal
de absorcion es de 7*10-'" m2 y como ya se menciond anteriormente es varios ordenes de magnitud
mayor que la mayoria de colorantes usados para aplicaciones fototérmicas como lo son: indiocianina,

rodamina o verde de malaquita [11-13].

Usando la curva de calibracién, la concentracion de las nanoparticulas de oro se determina realizando
una dilucién para escalar a dicha curva de calibracion el valor de la absorbancia obtenida.
Encontramos que la concentracion de las nanoparticulas es de 1.1*10-3M (14 nM), este valor es muy

importante puesto que sirve para determinar la cantidad de nanoparticulas presentes en el medio.

1 [Au]/#atomosAu*particula.
120.2303*[€]/Na.
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4.2. Morfologia y tamaiio de los nanomateriales por DLS, TEM y SEM

Inicialmente el tamafio de particula de los materiales sintetizados fue determinado por DLS y después
corroborado por micrografias de transmisién y barrido electrénico (TEM y SEM). Los resultados
obtenidos se resumen en la Tabla 4.1, en esta se presenta los tamafios de: las nanoparticulas de oro,
|a silice sintetizada usando el mismo procedimiento que se utilizé para recubrir las NPsAu y el sistema
recubierto nucleo-recubrimiento de NPsAu@SiO.. Comparando los resultados obtenidos por las dos
técnicas podemos ver que los tamafios por DLS nos dan una buena aproximacion del diametro de
particula (entre 10-20% mayor que los determinados por micrografias electronicas) para la silice y los
compositos de NPsAu@sSiO> [8], no tan buena para las NPsAu donde su tamafio es casi del doble

que el obtenido por TEM.

Muestra Diametro de Particula Diametro de Particula
DLS [nm] TEM o SEM [nm]
NPsAu 226+16 134+£19
SiO; 532+0.3 482 +6.5
NPsAu@SiO; 922+1.3 80.8+£6.5

Tabla 4.1. Comparacion entre los diferentes tamafos de particula obtenidos por DLS, SEM o TEM.

Esta diferencia se debe al limite de deteccién del equipo (DLS) que esta muy préximo al tamafio de
las nanoparticulas de oro, para el caso de particulas mas grandes la técnica nos da una buena
aproximacion y nos sirve en gran medida para ajustar las cantidades usadas durante las diferentes
etapas de la sintesis de los materiales cuando no se tiene a la mano la caracterizacion por alguna

microscopia electronica.

El diametro de particula presentado en la Tabla 4.1 por SEM o TEM fue obtenido del promedio de 100
particulas presentes en diferentes micrografias'3. Vale la pena mencionar que los valores del didmetro
para los sistemas decorados con iones lantanidos no fueron incluidos en la tabla, debido a que las

dimensiones de estos sistemas no presentan cambios significativos con el sistema NPsAu@SiO..

La Figura 4.4 presenta una micrografia tipica obtenida de cada uno de los sistemas NPsAu, SiO2 y
NPsAu@SiO2, y un histograma con la distribucion de los valores del didmetro obtenidos de la medicidn

13 Conteo usando el software Imagel.
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de 100 particulas. Para el caso del oro se puede apreciar que la dimension del diametro promedio
para 100 particulas es de 13.4 nm tal como se muestra en la tabla anterior, una aproximacion del
numero de atomos que en promedio conforman las nanoparticulas de oro obtenidas se calcula usando
su densidad teorica, que a su vez se obtiene de su sistema de cristalizacion cubico centrado en las

caras'4, el didmetro promedio calculado anteriormente y el peso atémico del oro'® (197.97 g/mol).
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Figura 4.4. Micrografias TEM y distribucion de tamafios de los sistemas NPsAu, silice y NPsAu@SiO».

Las nanoparticulas de oro sintetizadas de diametro promedio 13.4 nm estan conformadas por
alrededor de 75,100 atomos de oro'8, esto quiere decir que la concentracidén de nanoparticulas de oro
es de 8.4*10% particulas/L. El contenido aproximado del nimero de particulas de oro en el medio de
reaccion nos permite tener un mejor control en la cantidad de precursor (TEOS) usado en la etapa de
formacion del recubrimiento de silice y de lantanido en el decorado, aun asi y como veremos mas

adelante es inevitable la formacion de exceso de nucleos de silice.

Las nanoparticulas de silice se sintetizaron usando la misma metodologia empleada para recubrir
NPsAu como un control para determinar las posibles dimensiones que se pueden obtener en el

1% DA =19.28 g/cm?.

15 www.webelements.com.
Na

P.Agy

167 3
Sx D pyy x
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sistema final, la micrografia del centro en la Figura 4.4 muestra nucleos de silice de 48.2 nm en
promedio que son muy cercanos en dimensiones al espesor del recubrimiento que se forma en
presencia de las nanoparticulas de oro. También podemos ver en la micrografia que corresponde al
sistema NPsAuSiO2 como el control en el contenido del precursor de silice no sélo juega un papel
importante en la dimensién final de la particula sino en la formacion del exceso de nucleos de silice

que se puede apreciar y que perjudica las propiedades de los materiales.

Una forma de controlar las dimensiones y el exceso de nucleos de silice libre es controlando los
parametros que intervienen en su formacion, como la concentracion de TEOS y su velocidad de
adicion, hidrolisis, pH del medio de reaccion, temperatura, tiempo de reaccion, etc. En nuestro caso
las dos variables que modificamos fueron la concentracién del precursor de silice y la hidrolisis

mediante el control de la adicion de este.

Para garantizar el recubrimiento especifico de las nanoparticulas de oro se evaluaron tres métodos tal
y como se describié en el capitulo anterior (Seccién 3.3.2-3.3.3), en dos de ellos se usaron dos
moléculas (PVP y APTES) para funcionalizar la superficie del oro y la tercera se realizo la sintesis de
forma directa sin usar intermediarios. La Figura 4.5 muestra una micrografia correspondiente a cada

uno de los 3 métodos usados para los sistemas de nanoparticulas de oro recubiertas con silice.
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Figura 4.5. Micrografias TEM de los sistemas de NPsAu recubiertas con silice de forma directa o mediante funcionalizacién
de la superficie.

Para el primer sistema en el que se usé PVP vemos que las particulas han perdido estabilidad y se
concatenaron por lo cual el recubrimiento se produce para los aglomerados presentes en el medio, en
el segundo sistema se us6 el APTES para funcionalizar y en la micrografia vemos nucleos de oro de
forma cuasi-homogénea pero no todos estos nicleos son conformados de particulas individuales y en
el tercero, que corresponde al sistema sin molécula para funcionalizar, se puede apreciar que el
recubrimiento se realiza en su mayoria para nucleos individuales y sus dimensiones son del orden

esperado (100 nm).

En las micrografias presentes de la Figura 4.5 podemos ver la presencia de exceso de silice libre que
se forma, siendo mas evidente en la que presenta los resultados para el recubrimiento de forma
directa, esto es debido a que por esta metodologia, el crecimiento de la silice es menor y los nucleos
de la silice libre también lo son, por lo cual se genera un gran nimero de particulas de dimensiones

menores comparado con los sistemas funcionalizados.
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Figura 4.6. Estructura quimica de moléculas usadas para funcionalizar las NPsAu.

Después de obtener los resultados anteriores nos declinamos por seguir la metodologia para el
recubrimiento de forma directa puesto que con ésta se obtuvieron recubrimientos mas homogéneos y
nucleos conformados de una sola particula. Contrario a lo que esperabamos que era un mejor
recubrimiento con las particulas funcionalizadas fue peor, los resultados responden en si a la forma
como interaccionan estas especies quimicas con las NPsAu. En el caso del PVP (Figura 4.6) este
polimero puede interaccionar con la superficie del metal mediante el oxigeno presente en su estructura
y luego envuelve las nanoparticulas tal como se reporta en numerosos trabajos, el inconveniente esta
en el resto de la estructura del PVP que es hidréfoba y que explica su baja solubilidad en medio acuoso
por lo cual es necesario tener en cuenta el peso molecular de este polimero y en funcién de la

concentracion de NPsAu encontrar la concentracion éptima de PVP que las estabilice.

ElI APTES (Ver, Figura 4.6) a diferencia del PVP puede interaccionar con el oro por su grupo amino
(NH2) y durante la hidrolisis de la misma forma como ocurre con el TEOS libera los grupos etilos
(CH3CHz) en forma de etanol dejando libre el grupo silicato (SiO3)2 para interaccionar con la misma
especie proveniente del TEOS y asi formar la capa de silice, es decir que interacciona por dos partes
diferentes de la molécula (Ver Figura 4.7). En este caso hay que tener en cuenta que el exceso de
APTES también promueve la formacion de silice y por esto las dimensiones de los materiales fueron
mas grandes comparados con los otros dos procedimientos, aunque vale la pena recalcar que una
dptima proporcién de APTES que estabilice las NPs de oro presentes en el medio nos puede llevar a
resultados similares e incluso mejores que usando el método directo. La funcionalizacion con esta

especie quimica presenta mejores resultados que con PVP, y en los dos casos so6lo hay que encontrar
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la concentracion dptima que estabilice las NPsAu, ya que esta es la clave para generar sistemas

conformados por un nlcleo de una sola particula.

\/O\Sl\/\/\NH2 TEOS

T don

Figura 4.7. Esquema de conformacion para NPsAu funcionalizadas con APTES y recubiertas con silice.

Estos resultados obtenidos no descartan los métodos de recubrimiento funcionalizando con PVP o
APTES (Figura 4.6), aunque la metodologia y las proporciones usadas fueron seguidas como lo
recomiendan en la bibliografia, es importante hacer un barrido a diferentes proporciones de las
especies quimicas para encontrar las condiciones Optimas de estabilidad y recubrimiento de las
nanoparticulas. Complicar la metodologia que se sigui6 para obtener los materiales y ademas
introducir al sistema ruido proveniente de la especie que interviene en la funcionalizacién nos hizo

finalmente optar por el método de recubrimiento directo.

Teniendo definido el método a seguir para obtener los sistemas, evaluamos el efecto de la
concentracion del precursor TEOS en el espesor del recubrimiento y en el numero de especies libres
de silice manteniendo constante el pH, tiempo de reaccién, temperatura, agitacion y la velocidad de
adicion del TEOS. Las micrografias de la Figura 4.8 muestran como varia el espesor del recubrimiento
de 160 nm — 100 nm para los sistemas de NPsAu@SiO: a los cuales se adicion6 200, 150 y 100 pl

respectivamente (A, By C).

A) C)

~160 nm ~100 nm 100 nm

Figura 4.8. Disminucion del didmetro de NPsAu@SiO2 en funcidn de la concentracion de TEOS.
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Un aumento en la concentracién de TEOS por consiguiente se ve reflejado en un aumento del espesor
del recubrimiento de silice y ademas de un aumento de silice libre en el medio [14-15]. Esto puede ser
explicado por el exceso de mondmeros de TEOS hidrolizado, al sobrepasar la solubilidad del medio
da origen a la nucleacion sobre las nanoparticulas metalicas que es lo deseado, sin embargo, si la
concentracion de monomeros sigue aumentando al punto de saturacion no sélo comienza a
incrementar el espesor del recubrimiento de silice sino que aparecen nucleos libres (nucleos de silice
que no presentan ningun centro metalico en su interior) [16]. Para evitar esto recomendamos una
adicion lenta y controlada del precursor TEQS, o bien metodologias en las cuales se realiza una

fraccion del volumen y éste se adiciona por etapas o ciclos.

Aun siguiendo las recomendaciones anteriores y en nuestro caso particular, se siguié presentando,
aunque en menor medida silice libre por lo que se optd por separar ésta mediante una centrifugacién
diferencial con el fin de poder concentrar la mayor proporcion de NPsAu@SiO2 en el material.
Evaluando la separacion del contenido de silice libre en un volumen de muestra sometido a diferentes
velocidades de centrifugacion en la que el sobrenadante en cada etapa se sometia a una velocidad
de centrifugacion mayor, encontramos que se puede separar la mayor cantidad de silice libre cuando
centrifugamos por 20 minutos a velocidades entre 8000-12000 rpm. La Figura 4.9 muestra dos
micrografias correspondientes al sobrenadante resultante de la centrifugacion, en esta se observa

como predomina la silice libre por encima de unos cuantos sistemas nucleo-recubrimiento

(NPsAu@SiO2) que inevitablemente no precipitan durante las repetidas centrifugaciones.

Figura 4.9. Micrografias de silice libre separada de los sistemas NPsAu@SiO2 por centrifugacion.
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La separacion fisica mediante centrifugacion fue muy util, tal y como se observa en la Figura 4.9
porque nos permitié eliminar del sistema el exceso de silice que se seguia formando a pesar de estar
usando muy al limite las cantidades de precursores sugeridas. Incluso, en la toma de las micrografias,
ya se hace evidente la presencia del exceso de silice puesto que la muestra tiende a cargarse
facimente limitando la resolucion de las imagenes, cosa que no ocurre en las muestras de

NPsAu@SiO2 debido a la presencia del nicleo conductor como veremos més adelante.

Luego de corroborar que el sobrenadante contenia en su mayoria nicleos de silice libre, pudimos
estar seguros de que el precipitado que separamos esta conformado en su mayoria de los sistemas
NPsAu@SiO2 concentrados y que la silice en exceso se quedo en el sobrenadante. La Figura 4.10
muestra micrografias de los compositos donde se puede apreciar que la mayoria corresponden a los

sistemas conformados por un ndcleo de oro recubierto de silice.

Figura 4.10. Micrografias de los sistemas de NPsAu@SiO2 separadas por centrifugacion.

Finalmente, después de todo el procedimiento anterior el material separado presenta entre 85-90% de
NPsAu@SiO», siendo el porcentaje restante silice libre. Este mismo sistema es aplicado para los
compositos decorados con el ion lantanido y el material resultante es el que usamos en las
evaluaciones para las distintas aplicaciones propuestas. En la Figura 4.10 también se aprecia un
mejor contraste y resolucion de las imagenes gracias a la presencia del oro en el nucleo de los
sistemas comparado con las micrografias anteriores (Figura 4.9), ademas se ve claramente en la
mayoria de las particulas recubiertas estdn conformadas por una unica particula de oro que tiene un

didmetro alrededor de 80 nm, como ya se menciond en la Tabla 4.1.
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Para sistemas decorados con europio, después de la hidrélisis del TEOS se adiciond al medio de
reaccion una sal de dicho lantanido en una proporcion de alrededor de 2,500 iones por particula de
oro presente, que corresponde aproximadamente al 3% del total de dtomos de oro presentes. El
contenido de iones europio respecto a la silice (incluyendo la silice libre) es de alrededor de 0.25% en
relacion con el nimero de moléculas de Oxido de silicio presentes. La Figura 4.11 muestra
micrografias del sistema completo (NPsAu@SiO-:Eu), la imagen de la izquierda corresponde a los
sistemas sin tratamiento térmico previo que son muy similares al sistema que no presenta el lantanido
y que se pueden conservar dispersas en agua o etanol tal como se muestra en la fotografia puesta en

la parte superior.

Las otras dos micrografias de la Figura 4.11 corresponden a las muestras tratadas térmicamente a
600 C, en éstas se puede apreciar que las particulas tienden a empaquetarse y se conjuntan formando
capas debido al proceso de secado y reestructuracion, en este caso las muestras son conservadas en

polvo y para la toma de las micrografias que se presentan, éstas son redispersadas en agua.

Figura 4.11. Micrografias para el sistema de NPsAu@SiO2:Eu sin tratamiento térmico (Izq) y después de calcinar a
600 °C (Cen. y Der.).

La incorporacion del lantanido a la matriz de silice no modifica las dimensiones de la particula ni su
morfologia, ni tampoco el tratamiento térmico de la muestra a 600 °C. El cambio mas apreciable es la
leve modificacion de la superficie del composito que se puede ver un tanto mas rugosa comparada
con los sistemas NPsAu@SiO. y esto puede deberse a la formacién de hidréxidos u Oxidos del
lantanido en la silice [17]. El tratamiento térmico a temperaturas alrededor de los 600 °C le brinda al
sistema estabilidad y ayuda a conformar la estructura semicristalina o cristalina del material, sin
perjudicar cada una de las especies quimicas que lo conforman y permitiendo conservar sus

propiedades texturales.
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El analisis quimico semi-cuantitativo de los sistemas para corroborar la presencia de las especies que
conforman los compositos se presenta en la Figura 4.12, las mediciones se realizaron a particulas
individuales de los compositos de Au@SiO2:Eu que fueron vistas desde un microscopio de alta

resolucion y asi poder determinar su composicion en diferentes puntos alrededor de su volumen.
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Figura 4.12. EDX y micrografia de transmision de alta resolucion para el sistema NPsAu@SiOz:Eu.

La Figura 4.12 muestra el espectro EDX y la micrografia correspondiente de la region que se analizé,
en este se puede ver los elementos presentes Si, O, Au y Eu en orden decreciente de proporcion
donde cerca del 90% corresponde al silicio y oxigeno mientras que el oro se presenta en un porcentaje
cercano al 10%, el porcentaje de lantanido apenas y aparece con algunos de sus picos caracteristicos
en una proporcién de 0.1%. En el espectro EDX podemos apreciar algunas de las transiciones méas
caracteristicas de los elementos presentes como son: silicio (Ka1.74 KeV), oxigeno (K40.53 KeV), oro
(La9.71 y M 2.2 KeV) y europio (L5.85y M 1.13 KeV); cuya posicion esta en concordancia con algunas
de las tablas que se manejan para realizar este tipo de analisis y que presenta cada equipo en

particular'” y también se asemejan a las que presentan materiales similares ya reportados [18-19].

Teniendo en cuenta los valores experimentales usados para la sintesis de los materiales podemos
decir que las proporciones elementales estan muy cercanas a las obtenidas, haciendo un calculo
rapido usando las dimensiones de los sistemas'?, tenemos que las NPsAu estan conformadas por
75,100 atomos, el recubrimiento de silice por alrededor de 1*10¢ moléculas y 2,500 &tomos de europio.
Los datos anteriores nos dan una idea de la proporcion de las especies en el material donde la silice

representa un 92%, las NPsAu el 7% y el lantanido un 0.2%. Ademas, podemos corroborar que el i6n

17 https://www.unamur.be/services/microscopie/sme-documents/Energy-20table-20for-20EDS-20analysis-
1.pdf
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lantanido se encuentra inmerso en toda la matriz de silice debido a que su proporcidén se mantiene a

medida que hacemos el analisis quimico y nos movemos por la particula.

4.3. Estructura de los sistemas NPsAu@SiO2:Eu

4.3.1.  FT-IR de los nanocompositos

Los espectros FT-IR de los sistemas de silice y NPsAu@SiO- se presentan en la Figura 4.13, en
estos se puede apreciar algunos enlaces que estan formando las especies que conforman los
materiales y en cierta medida la estructura de estos. Las dos muestras analizadas se sometieron al
mismo tratamiento de purificacion y secado (110 °C), y los polvos obtenidos fueron analizados por FT-
IR. La silice obtenida mediante el mismo procedimiento para realizar el recubrimiento de las NPsAu
(Seccion 3.3.2) presenta un modo de vibracion que puede asignarse a vibraciones de tension simétrica
(us) a 800 cm-" (Si-O-Si), mientras una banda mas intensa y ancha con un leve hombro a la derecha

ubicada entre 1,000-1,100 cm-! corresponden a los modos de tension asimétrica (ua) de los grupos

Si-0-Si [20-21].
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Figura 4.13. Espectros de Absorcién FT-IR de silice y NPsAu recubiertas con silice.
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En los dos espectros no se detecta la presencia de moléculas de agua o grupos hidroxilo (OH)
asociados o enlazados a la estructura de la silice debido a la ausencia de los modos de vibracion de
tension a 3,450 cm-' y de flexiéon a 1,630 cm-' (d) caracteristicos del agua, ademas tampoco se
presentan las vibraciones de tension propias de los grupos Si-OH presentes en la silice amorfa
(3,240 cm-1) [22-24]. Esto quiere decir que el tratamiento térmico esta eliminando el agua que podria

estar presente en la estructura de los materiales después de la sintesis.

Analizando unicamente los espectros FT-IR es dificil determinar el tipo de estructura de la silice
presente, esto debido a que tanto la fase amorfa como todos los demas polimorfos presentan los
mismos modos de vibracion (cuarzo, cristobalita y tridimita). Las pequefias diferencias que se pueden
encontrar estan en la definicion de los picos y el ancho de estos, que se atenia mas en las especies
de silice cristalina y que puede explicar la diferencia entre la intensidad y el ancho de las bandas de
la muestra de silice pura respecto al de las NPsAu recubiertas con silice (Ver Figura 4.13). Si bien es
cierto que el tratamiento térmico es el mismo para los dos materiales que podria generar un cambio
de fase, el nucleo de oro podria estar jugando un papel importante en la transferencia de energia para

favorecer el cambio de fase si es que ocurre en este caso.

4.3.2. Patrones de difraccion de rayos X de los nhanocompositos

Para constatar la estructura cristalina que presentan los materiales y poder corroborar los resultados
obtenidos por FT-IR se midieron los patrones de difraccion de dichos materiales a dos temperaturas
110 °C y 600 °C. La primera temperatura es la recomendada para eliminar la humedad y el agua
superficial de la muestra y la segunda es para estabilizar térmicamente la silice y el ion dopante
[25-26].

Inicialmente el patron de difraccion de dos muestras de silice pura tratada a 110 y 600 °C, y de
nanoparticulas de oro se presenta en la Figura 4.14 donde se puede ver para las dos muestras de

silice un Unico pico ancho que representa su estado amorfo, pero que se atenta en la muestra

63



Capitulo IV

calcinada y se desplaza alrededor de un grado siendo un indicio de la reorganizacion de la estructura

de dicho material causada por el tratamiento térmico.
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Figura 4.14. Patrones de difraccion de Rayos X de silice tratada térmicamente a 110 y 600 °C, y de NPsAu secadas a
110 °C.

El patron de difraccion de las NPsAu también se presenta en la Figura 4.14. En él se marcan con
flechas azules los picos caracteristicos que presenta el oro en su Unica fase cubica centrada en las
caras (FCC) cuyas posiciones se encuentran en (38.26, 44.41, 64.59, 77.64 y 81.78°), que concuerdan
con el patron de difraccion del oro en bulto® y de los reportados en la literatura para NPsAu (38.20°
(111),44.41° (200) y 64.54° (220), que corresponden a los planos de la fase cubica estandar del oro)'®
[22-23). El patron de difraccion de las NPsAu calcinadas a 600 °C no varia mucho respecto al que se
presenta en la Figura 4.14. La temperatura permite una mejor organizacion de su estructura cristalina

que se ve reflejado en picos mas definidos por lo demas es muy similar.

La Figura 4.15 presenta los patrones de difraccion para los sistemas NPsAu@SiO2 y NPsAu@SiO2:Eu
que fueron tratados térmicamente a 110 °C. En ellos se puede identificar facilmente las dos fases que
componen los materiales, una es la del oro que caracterizamos anteriormente y la otra corresponde a
la silice amorfa.

18 http://rruff.info/chem=Au/notchem=all/display=default/
19 JCPDS 04-0784
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Figura 4.15. Patrones de difraccién de los sistemas NPsAu@SiO2 y NPsAu@SiO2:Eu secados a 110 °C.

Las pequefias diferencias entre la muestra con y sin lantanido se presentan principalmente en la banda
que anteriormente identificamos para la silice amorfa, en la muestra decorada con europio puede
verse una banda menos ancha y méas intensa desplazada poco mas de un grado respecto a la muestra
que no contiene el lantanido. El unico tratamiento térmico que recibieron las muestras es durante el
secado a 110 °C, por lo que la reestructuracién en la fase amorfa de la silice presente en el sistema
NPsAu@SiO2:Eu debe ser ocasionado por la interaccion del lantanido con la matriz que beneficia de
cierta manera la formacién de una fase y que curiosamente es un fenémeno aun no muy estudiado ni

reportado para este tipo de sistemas en particular [27-28].

Para determinar el posible efecto de la incorporacion del ion europio a la matriz, se tom¢ el patron de
difraccion de rayos X de la muestra NPsAu@SiO2:Eu calcinada a 600 °C como se presenta en la
Figura 4.16. En el patron de difraccion se identifica claramente la fase cubica correspondiente al oro
(recuadro rojo) que no sufre modificaciones drasticas respecto a esta misma muestra tratada a 110 °C,
mientras que la banda identificada para la fase amorfa de la silice presenta un cambio al parecer por

una transicion entra la fase amorfa y una cristalina.
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Figura 4.16. Patrén de difraccion de rayos X para la muestra de NPsAu@SiO2:Eu tratada térmicamente a 600 °C.

La banda que anteriormente identificamos para el SiO2 amorfo (22.20-23.40°, Figura 4.14) y que esta
presente en los sistemas recubiertos y decorados con el lantanido sufre un cambio como se puede
observar en la Figura 4.16, un pico bien definido en 22.00° surge de la banda asociada a la silice
amorfa y que corresponde a la fase a-cristobalita de simetria trigonal que se encuentra inmersa en
una transicion de la estructura amorfa a la cristalina?0. Ademas, también se puede apreciar el segundo
pico mas intenso asociado a la fase cristobalita a 36.12°que corrobora la presencia de esta fase en la

muestra tal como se encuentra reportado en su respectiva carta cristalografica?!.

Los resultados de los patrones de difraccién muestran que el ion lantanido puede estar dopando la red
del SiO2 y promoviendo la conversidn a la fase cristobalita de la silice a condiciones poco usuales,
este efecto no ocurre en la muestra sin el europio tratada a la misma temperatura, se sugieren algunos

experimentos donde se someta esta muestra a diferentes temperaturas para poder ver mejor en los

20 http://rruff.info/chem=S8i,0/notchem=all/display=default/R06 1064
21 JCPDS 77-1316
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patrones de difraccidn como afecta realmente el ion la estructura cristalina de la silice en funcién de
dicha temperatura. Ademas, el tratamiento térmico y los resultados por DRX también sirvieron para
demostrar la estabilidad térmica de los sistemas hasta al menos 600 °C donde podemos decir que se
conserva el sistema nucleo-recubrimiento (Ver Figuras 4.10-4.11) y la estructura de estos sin
colapsar, por lo que tenemos un material muy estable que conserva su estructura incluso a altas

temperaturas.

4.4. Biocompatibilidad de los sistemas de NPsAuSiO2:Eu en osteoblastos, ensayos in vitro

Una de las principales pruebas que se requieren realizar a un material nuevo para ser aplicado en
sistemas biologico es la de biocompatibilidad, existen numerosos ensayos algunos muy rigurosos y
otros mas sencillos para dar una idea de la viabilidad que puede presentar el material al ser aplicado
en estos medios. Sistemas de NPsAu fueron incubados con osteoblastos previamente cultivados e
incubados en cajas de 96 pozos por 24 horas, 4*10"" nanoparticulas (100ul) fueron puestas en el
medio ([Au] = 32.8 pg/ml, [SiO2] = 270 ug/mly [Eu*3] = 0.38 ug/ml, composicion individual de cada una
de las especies que presentan las muestras) junto con 480,000 células (osteoblastos, 1.6*106 Cel/ml)
y mediante un test con azul de tripano (Ver detalles en la seccién 3.5.1 y Tabla 3.1) se contabilizé el

total de células vivas y muertas.

La Figura 4.17 presenta unas imagenes tomadas de un microscopio 6ptico de osteoblastos con
NPsAu y NPsAu@SiO2, ademas de un control negativo de osteoblastos que se usé para diferenciar
las células vivas de las muertas. Las células presentan en su pared celular una membrana
semipermeable que funciona de manera selectiva dando paso a los nutrientes, en presencia del
colorante azul de tripano la membrana de la célula impide el paso de esta a su interior y se genera un

contraste como se ve la Figura4.17 para las muestras NPsAu y NPsAu@SiO..
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Control Muertas NpsAu@sSiO,

Figura 4.17. Imagenes de osteoblastos en presencia de NPAu y NPAu@SiO2 tomadas en un microscopio optico.

Cuando la pared celular ha sufrido dafio o la célula estd muerta, la retencidn del colorante no se da y
es dificil apreciar la célula puesto que el colorante ingresa tal como se aprecia con el control. Este
sencillo ensayo nos da una idea de la citotoxicidad que presentan los materiales, durante el conteo
células vivas como las que se aprecian en la Figura 4.17 para las muestras que fueron incubadas con
NPsAu y NPsAu@SiOz y células muertas como las del control permiten ser diferenciadas con el

colorante azul de tripano.

Las micrografias SEM permiten ver de manera mas detallada el deterioro sufrido por parte de la célula
en su pared celular. Osteoblastos fijados a un portaobjetos circular mediante glutaraldehido nos
permite ver por SEM el estado de la célula después de la incubacion. El deterioro o dafio de la pared
inhibe el crecimiento de este tipo de células y su morfologia por lo que osteoblastos con algin dafio
tienden a conformarse de manera circular. En la Figura 4.18 se puede apreciar la diferencia entre
osteoblastos vivos y muertos vistos desde un microscopio de barrido electrénico (SEM), en el control
de vivas se aprecian células estiradas de formas triangulares que confluyeron bastante (en este control
se aprecian también algunos osteoblastos muertos) mientras que en el control de muertas es dificil de
distinguir puesto que muchas de ellas parecen aplastadas y otra gran mayoria que sobresale de la
superficie presentan una forma circular, por lo cual no estan bien adheridas a la superficie. Con estos
dos controles podemos comparar el dafio sufrido por los osteoblastos al ser incubados con las
particulas de oro y que tan perjudicial para la célula puede ser esta interaccion.
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=

Figura 4.18. Micrografias SEM de osteoblastos incubados 24 H con NPsAu, NPsAu@SiO2 y NPsAu@SiOz:Eu.
En los sistemas que presentan los osteoblastos con las nanoparticulas se puede apreciar bastante
confluencia y ademas un estado similar de los osteoblastos al que presenta el control de vivas (ver
Figura 4.18). Ademas, en las micrografias correspondientes a las 3 muestras se puede apreciar
algunas células muertas, aunque una minoria respecto al total de células presentes por lo cual se
puede adelantar de manera cualitativa que los sistemas son viables y tienen una baja toxicidad como

comprobaremos mas adelante.

Los resultados mostrados son de esperarse si tenemos en cuenta la baja toxicidad que presentan las
NPsAu esféricas en sistemas similares [29-32] y si a eso le sumamos un revestimiento de silice inerte,
se puede incluso neutralizar el poco efecto tdxico de las particulas de oro. Probablemente lo méas
perjudicial para las células es el ion europio [31], pero esta claro que en las concentraciones y la forma
como esta soportado no tiene un efecto negativo sobre los sistemas bioldgicos.

La Figura 4.19 presenta los resultados estadisticos obtenidos del conteo total celular presente para
cada una de las muestras incubadas en osteoblastos, una alicuota de 10 ul de los 100 pl de células

concentradas de cada uno de los pozos es tomada como referencia y puesta en una cdmara de
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neubauer para el conteo. Un total de 610,000 células (aproximadamente 2*106 Cel/ml) fueron
contabilizadas en el control positivo y este valor fue usado como base de referencia (100%) respecto
a las demas muestras que presentan una mayor o menor poblacion celular en esta base tal y como se

presenta en la Figura 4.19.
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Figura 4.19. Viabilidad de osteoblastos en sistemas de NPsAu@SiOz:Eu.

La grafica muestra un control positivo (C(+)) en el que el punto azul con su respectiva desviacion
corresponde al total de osteoblastos encontrados que en este caso seria 100% (tanto vivos como
muertos) y sobre la misma linea abajo un punto rojo que representa el porcentaje de células muertas
encontradas que es de 4%, mientras que el control negativo (C(-)) presenta una poblacion de 105% y
una mortandad del 98%. Una viabilidad mayor o igual al 90% en el control positivo y una mortandad
cercana al 100% en el control negativo nos dice que las lineas celulares utilizadas son recomendadas
para realizar los ensayos por lo cual se puede proceder con los demas sistemas bioldgicos que

contienen las nanoparticulas.
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Los resultados para el sistema que presenta la NPsAu muestran que para una poblacion del 118%
respecto al control (C(+)) el porcentaje de células muertas es de apenas 8.6%, mientras para el
sistema recubierto con silice (NPsAu@SiOz) su poblacién inicial es del 90% y la mortandad de 7.8%

como era de esperarse, los valores graficados se presentan mejor en la Tabla 4.2.

En cuanto al sistema completo (NPSAu@SiO-:Eu) éste presenta un 80% de la poblacion inicial del
control y una mortandad de 7%, lo que nos sugiere que el ion europio no esta incrementando la poca
toxicidad que presentan las nanoparticulas de oro usadas. Vale la pena mencionar que la baja
poblacion celular que se presenta en esta muestra (80%) se debe principalmente a una mala agitacion
del medio de cultivo antes de tomar la muestra celular por lo que se recomienda homogenizar bien las

dispersiones y medir volumenes precisos para tener poblaciones similares en las distintas muestras.

Viabilidad Total Muerte
Control C(+) 100.0 £5.0 3.8+17
Control C(-) 105+ 3.0 98.0+£3.0
NPsAu 118.2+£ 8.6 8.6 £3.0
NPsAu@SiO: 90.0+13.6 78+22
Au@SiO2:Eu 80.0£5.0 70+1.1

Tabla 4.2. Citotoxicidad de nanomateriales en osteoblastos porcentaje de mortandad.

En general todos los sistemas presentan una viabilidad superior al 90% de la poblacidn por lo que las
nanoparticulas son altamente biocompatibles ([Au] = 32.8 pg/ml o [Au@SiO2:Eu = 303.2 ug/ml]) con
los osteoblastos usados en el ensayo y estos pueden utilizarse para la prueba de fototermia, ya que
la poblacion no se ve seriamente afectada por la presencia de los sistemas nanométricos. Aunque los
resultados cuantitativos muestran materiales viables, es necesario estudios mas especificos para
determinar si la presencia de estos materiales puede producir dafos en la célula y desencadenar
muerte por apoptosis 0 que estos materiales no dafien directamente a la célula, pero si inhiban alguna

funcién vital como crecimiento o reproduccion.
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Capitulo V: Aplicaciones

En este capitulo se presentan tres de las multiples posibles areas de aplicacion en las que pueden
usarse los sistemas de NPsAu@SiO2:Eu propuestos como son: realce de sefiales Raman (SERS) de
moléculas bioldgicas, fototermia para tratamiento de enfermedades y fotocatélisis para la generacion
de hidrégeno. Los resultados de una evaluacion preliminar de los materiales y la importancia de ser

usados en cada una de estas areas se presentan a continuacion.

5.1. Realce de sefales Raman de L-cisteina usando nanocompositos como sustratos SERS

La importancia de la espectroscopia Raman en este campo no sélo radica en su uso para la
identificacion y cuantificacion de moléculas biologicas de interés, sino que sirve también para
determinar las conformaciones més complejas de proteinas como estructuras secundarias y terciarias.
El estudio de aminoacidos por espectroscopia Raman permite construir las bases para poder analizar
moléculas mas complejas, en nuestro caso la L-cisteina (L-Cys) es un aminoacido responsable de la
estabilizacion de la estructura secundaria de las proteinas y en nuestro cuerpo actua como un
poderoso antioxidante. La cisteina esta clasificada dentro de los aminoacidos neutros y es el Ginico de
los aminoé&cidos proteinogénicos que presenta el grupo tiol (SH) en su estructura, de ahi su polaridad
y su importancia en la generacion de puentes de hidrégeno que estabilizan la mayoria de las

estructuras proteicas [1-2].

La Figura 5.1 muestra el espectro Raman de la L-cys en polvo, se remarcan algunos de los modos de
vibracién mas importantes como los referentes a los grupos SC, SH, y CHy; y la estructura quimica del

aminoacido.
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Figura 5.1. Espectro Raman de la L-cisteina en polvo.

El espectro Raman de la L-cisteina presenta una banda muy intensa bimodal correspondiente a
vibraciones de tensiones simétrica y asimétrica de los grupos CHz (us 2,975 y ua 3,008 cm') como
pico principal, ademas el grupo tiol presenta un pico caracteristico alrededor de 2,500 cm-! atribuido a
vibraciones de tensién que permite diferenciarlo del resto de aminoacidos debido a que no presentan
bandas en esta regién [3-5]. En la Figura 5.1 también se enmarcan los modos de vibracion
correspondientes a la unién CS de tipo tension (650 y 705 cm-1), y no menos importantes también se
pueden identificar los modos de vibracion de flexion correspondientes al grupo NH3 (d1,350 cm) y
balanceo (r 1,073 y 1,025 cm) [1, 6].

La Figura 5.2 muestra la conformacion de una monocapa de los materiales (NPsAu@SiO2:Eu)
soportados sobre una pelicula de silicio (Si, 1 cm?), en la que se puede ver un arreglo en el que las
NPsAu (nucleo) equidistan unas a otras una distancia de dos veces el espesor del recubrimiento de la

silice (~30 nm), en nuestro caso, y por la metodologia usada se forma un arreglo similar pero
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tridimensional de multiples capas en el cual en la siguiente capa las nanoparticulas ocuparan los

intersticios de la capa anterior y asi sucesivamente.

Figura 5.2. Esquema de sustrato SERS de una monocapa de nanocompositos de NPsAu@SiO2:Eu sobre Silicio.

Este tipo de arreglo puede asemejarse al que realizan los 4&tomos 0 moléculas que presentan una fase
cristalina cubica centrada en el cuerpo, donde el espacio que ocupan en la red cristalina es de 0.74.
Lo importante del sistema ordenado que se forma, es que los nucleos quedan separados a una
distancia promedio similar y en los intersticios se generan puntos calientes (hotspots) que favorecen
el realce de sefiales Raman, siempre que esta distancia de separacion entre nucleos sea Optima,

como se evaluara mas adelante.

Una solucion de baja concentracion (10-5M) de L-Cys fue usada para evaluar el realce Raman que
pueden llegar a generar los nanocompositos (NPsAu@SiO2:Eu), 50 ul de solucion (5*10-"°moles de
Cys) se depositaron sobre sustratos SERS preparados previamente que presentan una conformacion
similar a la presentada en la Figura 5.2 pero de multicapas (Ver Seccion 3.5.3). El sustrato con el
depdsito de cisteina fue evaluado por espectroscopia Raman para determinar algunas sefales y

compararlas con un blanco en el que sélo se depositd la solucion de cisteina sobre el silicio.

La Figura 5.3 presenta los espectros Raman de la L-cys a una concentracion de 10-°M en ausencia
de nanocompositos y el espectro Raman de la misma especie a la misma concentracion pero sobre
un sustrato SERS conformado con los sistemas NPsAu@SiO2:Eu, en los espectros podemos
identificar dos modos de vibracion: uno ubicado a 1,000 cm-' que corresponde al sustrato de silicio

usado y el otro a vibraciones de tipo tensién del grupo CHa ubicado por debajo de los 3,000 cm-"[8-9].
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Figura 5.3. Espectros Raman de L-Cys (10-5M) en ausencia y presencia de NPAu@SiO2:Eu.

Un incremento alrededor de 5 veces la intensidad de la sefal del grupo CH2 se ve claramente en el
espectro Raman del sistema NPsAu@SiO2:Eu/Cys que es muy similar y comparable al que presenta
este mismo sistema unicamente con NPsAu como agente de realce. Vale la pena resaltar que la Unica
sefial que se pudo identificar en el espectro corresponde al grupo CH>, teniendo en cuenta que el
aminoacido puede interaccionar con la superficie de la nanoparticula por el grupo tiol 0 amino siendo
més afin el grupo tiol. Esto significa que el grupo CHz se encuentra a una distancia de separacion de

2 enlaces con la nanoparticula que podria ser ideal para que se produzca el realce de esta [7].

Los nanocompositos producen un realce de la sefial Raman del grupo CH. de la L-cisteina similar al
que producen las nanoparticulas de oro que no presentan recubrimiento de silice, por lo que podemos
decir que el recubrimiento no esta restando las propiedades de realce que presentan las
nanoparticulas de oro. Si bien las propiedades de las nanoparticulas no aumentaron debido al espesor
del recubrimiento al menos estas se mantienen y permiten al material conservar el realce que produce

el nucleo metalico por lo que no se descartan para potenciales aplicaciones.

El calculo numérico del campo eléctrico disperso y la seccion transversal de dispersion (Cscat) de la
particula y de los sistemas propuestos se realizé usando la teoria de Mie y el bien establecido método
numérico de elementos de frontera (BEM) [10-12]. La magnitud del cuadrado del campo eléctrico

alrededor de una nanoparticula de radio (3.75 nm) y de una nanoparticula recubierta con silice de
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espesor entre 0.5-1.25 nm fue calculado. La grafica como funcion de la coordenada “z” para cada uno
de los sistemas se presenta en la Figura 5.4. Los calculos se realizaron asumiendo una NPAu con un
indice de refraccion complejo tomado de Johnson and Christy [13], embebida en silice (h=1.456) y
dispersa en agua (Ver Figura 4.2).
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Figura 5.4. Magnitud del cuadrado del campo eléctrico dispersado alrededor de una NPAu y de una NPAu recubierta con
silice con un espesor de 0.5 y 1.25 nm en funcion de la distancia22,

Los resultados obtenidos para el sistema de una NPAu recubierta muestran que un espesor de 0.5 nm
permite conservar casi el mismo campo eléctrico dispersado por una nanoparticula sin recubrir, donde
sus picos maximos se presentan en la frontera de la superficie de los materiales. A medida que
aumentamos el espesor de silice (1.25 nm) hay una disminucion del campo eléctrico dispersado. En
nuestro caso un espesor de aproximadamente 30 nm en promedio debe presentar un campo eléctrico
menor que el de la nanoparticula desnuda, pero hay que tener en cuenta la porosidad que presenta la
silice que puede permitir a la molécula de interés estar en las proximidades donde se generan los
hotspots y esta podria ser la razén por la cual el sistema propuesto presenta un realce similar al que

presentan las NPsAu.

Los célculos presentados anteriormente se realizaron para nanoparticulas individuales, pero en la
realidad las particulas no estan aisladas por lo que el resultado va a diferir si en el medio incluimos
multiples particulas. La Figura 5.5 presenta la seccion transversal (Csca) y €l campo eléctrico (Escar)
para un dimero de NPsAu con un espesor de 0.5 nm de silice (mejor condicién obtenida del resultado
anterior) y una distancia de separacion entre particulas de 0.25-0.75 nm. En la grafica se puede
apreciar que el plasmén de resonancia correspondiente al oro se desplaza al rojo algunos nanémetros

(528-535 nm) en forma inversa a la distancia de separacion del dimero. Experimentalmente se puede

22 Célculo realizado por el Dr. Alejandro Reyes-Coronado y M.C. J.M. Galicia, Departamento de Fisica de la
Facultad de Ciencias, UNAM.
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evidenciar este desplazamiento tal y como se presentd en la Figura 4.1, donde los sistemas

recubiertos presentan el plasmon de resonancia en 528 nm.
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Figura 5.5. Seccion transversal (Cscat) y magnitud del campo eléctrico (Escatt) para dimeros de NPsAu con un espesor de
0.5 nm y una distancia de separacion entre particulas de 0.25-0.75 nm'”.

En la Figura 5.5 también se presenta la grafica del campo eléctrico (Esx) €n funcion de la coordenada
‘2" En ella se muestra cémo los dimeros con una distancia de separacion menor (0.25 nm) dispersan
un campo eléctrico en su entorno de un orden de magnitud mayor al que presentan los sistemas con
una separacion mayor a los 0.25 nm. Estos resultados sugieren que un sistema oOptimo esta
conformado por particulas que disten unas de otras lo menor posible, y esto no esta lejos de la realidad
si tenemos en cuenta que los sustratos se forman como peliculas multicapas donde los materiales
estan lo mas compactos posibles (Ver Figura 5.2) o en el caso de los sistemas dispersos que la

concentracion del material sea lo mas alta posible.

Los resultados teoricos de los sistemas presentados anteriormente nos muestran los limites de
algunos parametros que se deben controlar como es el caso del espesor del recubrimiento de silice
para mejorar las propiedades del material y tener una mayor respuesta de las sefiales Raman, que a
pesar de no estar cerca de las condiciones 6ptimas presenta una buena respuesta de realce muy
similar a la que presenta las nanoparticulas de oro sin recubrir (Ver Figura 5.3). Esta contradiccion
puede deberse a la porosidad que posiblemente puede presentar el material que permite que la
molécula de interés (L-Cys en nuestro caso) pueda estar mas cerca del nucleo del sistema y por esto

su respuesta Raman es similar a la de los nucleos de oro desnudos.

79



Capitulo V

Un aumento del espectro Raman de la L-Cys se presentd en los nanocompositos propuestos similar
al que presentan las nanoparticulas de oro por lo que los sistemas propuestos son aptos para ser
usados como sustratos SER. Los resultados para dimeros conformados por dos particulas de oro
recubiertas con un espesor de silice de 0.5 nm y distanciados 0.25 nm muestran que el campo eléctrico
generado alrededor de estos sistemas es mayor en comparacion con sistemas que presentan
espesores de silice mayor o distancias de separacion entre particulas mayores. Todo lo anterior
sugiere que las propiedades de los materiales propuestos se pueden mejorar con una disminucion del
espesor del recubrimiento, probablemente no hasta las dimensiones que se plantearon (0.5 nm)
puesto que podria ser una limitante la técnica usada, pero si seria factible alcanzar espesores de silice
de 10 nm (esta afirmacion basada en la obtencion de silice de entre 10-15 nm por esta misma técnica)
y con esto mejorar las propiedades del material. No sobra decir que toda disminucion de las
dimensiones de las particulas conlleva problemas posteriores al momento de separar y purificar el

material, pero sin duda generan sistemas de mas calidad.

5.2. Prueba de fototermia de nanocompositos sobre osteoblastos, pruebas in vitro

Actualmente existe un sin numero de estudios de nanoparticulas metalicas aplicadas en terapia
fototérmica [14-16], en los que se aprovecha la absorcién de luz del sistema para poner en resonancia
la nube electronica del metal y calentar localmente la superficie de las nanoparticulas que ubicadas
en el lugar indicado puede deteriorar o matar células malignas por hipertermia (AT~5-10 °C) por lo

que constituye una alternativa muy poderosa para tratar diversos tipos de tumores [17-19].

Anteriormente se demostrd que los nanocompositos conformados de NPsAu@SiO2:Eu son altamente
biocompatibles (ver seccion 4.4), en un ensayo preliminar con osteoblastos 303.2 pg/ml de los
nanomateriales (de los cuales 89.05% SiO2, 10.80% Au y 0.15%Eu) fueron incubados por 24 horas
con estas células y mediante un conteo celular se determind que mas del 90% de la poblacién celular
se mantiene viable por lo que la citotoxicidad del material a esta concentracidn es baja y las particulas

son practicamente inocuas.
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Basados en la viabilidad de los nanomateriales se realizo un test fototérmico en el que los sistemas
se activaron con una fuente de radiacion (laser verde, 532 nm) de longitud de onda cercana a la
longitud de maxima absorcion que corresponde al plasmon de resonancia de los materiales
(522-528 nm). Nanomateriales incubados con osteoblastos en cajas de 96 pozos como se detalla en
la seccion 3.5.1 y 3.5.2, fueron irradiados con un laser verde de potencia 20 m\W durante 90 segundos
y posteriormente se realizé un conteo celular usando el azul de tripano como agente de contraste para

determinar la mortandad por fototermia, tal como se muestra en la Figura 5.6.

150 .1 % Total

| % Muertas
[ i ]
125 - i i
5 1 1
"‘7;100-
L)
o]
O 75-
Q
g
2]
O 5p-
N
25 -
0

Laser Control NpsAu Au@SiO2 Au@SiO2:Eu
Fototermia

Figura 5.6. Evaluacion fototérmica de nanomateriales irradiados con luz verde (20mW) en presencia de osteoblastos.
Los porcentajes de poblacion totales y de muerte de osteoblastos estén calculados con base en la
poblacion del control positivo (C(+)) como referencia que se presento en los resultados de viabilidad
(Ver Tabla 4.2), donde el 100% corresponde a 610,000 células.

Los resultados obtenidos para un control donde las células son irradiadas sin la presencia de
nanoparticulas muestran que la exposicién de las células a esta radiacion durante 90 segundos no
afecta la poblacion celular de manera dramatica (Figura 5.6), donde un 127.3% de la poblacién
encontrada en promedio en esta linea Unicamente el 8.8% (resultados de la Figura 5.6 se resumen
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en la Tabla 5.1) corresponden a osteoblastos muertos que es un porcentaje muy similar al porcentaje
de mortandad encontrado en el control sin exposicién al laser (C(+) Ver Tabla 4.2) por lo que

suponemos que el laser por si solo no esta produciendo dafio significativo en las células.

Muestra Total Muerte
Control Laser 127.3+7.6 88+12
NPsAu 109.2+4.9 235+7.2

NPsAu@SiO; 129.0+5.0 21035
Au@SiO2:Eu 123.0+11.0 172+22

Tabla 5.1. Porcentaje de osteoblastos muertos por hipertermia para los sistemas de NPsAu, NPsAu@SiO: y
NPsAuSiO2:Eu.

Para las muestras que contienen NPsAu el porcentaje de muerte es muy similar en todas (NPAu,
Au@SiO2 y Au@SiO2:Eu) y esta entorno al 20%. Esto significa que a estas concentraciones la
incidencia del laser esta activando el nucleo metélico de las particulas y produciendo cambios en el
ambiente celular que causa este porcentaje de muerte en la poblacion. Ademas, el recubrimiento de
silice y la incorporacién del ion lantanido no estan afectando de manera significativa las propiedades
de las NPsAu (como ya se evidencié en la Figura 4.1) ni el efecto que estan produciendo en los

osteoblastos.

Los resultados sugieren que, si bien el porcentaje de mortandad de la poblacién no es muy alto, los
materiales finales conservan las propiedades del oro y bajo condiciones controladas (tiempo de
exposicion 90 Sy laser verde de potencia 20 mW) como en nuestro caso no son muy invasivos, por
lo que tienen un alto potencial para terapias térmicas si se mantienen bajos los tiempos de exposicion
y la potencia de la fuente irradiada a diferencia de muchos trabajos similares que usan fuentes de

radiacion de potencias mayores a 500 mW [17-19].

Ademas, los tres sistemas (NPsAu, Au@SiO2 y Au@SiO2:Eu) presentan valores similares en los
porcentajes de muerte de osteoblastos encontrados, por lo que el mecanismo por el cual se esta
presentando un deterioro en la viabilidad celular es el mismo y es por hipertermia [17]. Un incremento
de entre 5-10 °C es suficiente para matar células malignas en tratamientos para distintos tumores
[20-21], pero incluso incrementos menores de temperatura pueden producir dafios irreversibles en
funciones vitales de las células que ocasionan la muerte de manera indirecta como muy posiblemente

esta ocurriendo en nuestro caso para estas condiciones en particular.
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Una manera de determinar la temperatura que se produce en el medio en el que se encuentran las
células es mediante la toma de imagenes termogréficas de los pozos irradiados, la Figura 5.7 muestra
las termografias para cada una de las muestras de NPAu (10-3M), NPsAu (5*10-M), NPsAu@SiO: y
NPsAu@SiO2:Eu que se tomaron a tres tiempos de exposicion (0, 2 y 4 minutos) a un l&ser verde de

20 mW de potencia.

Control NpsAu 103 M NpsAu 5104 M NpsAu@SiO, ~ NPsAu@SiO,:Eu

26.1

Figura 5.7. Termografias de sistemas conformados por las muestras de NPsAu dispersas en medio de cultivo e irradiadas
con un laser verde (532 nm) de potencia 20 mW.

Una muestra de control se realizd sin nanoparticulas y se presenta en la primera columna de la
Figura 5.7, en ella se puede ver que la irradiacion directa del laser al medio de cultivo no presenta
cambios significativos en la temperatura durante los 4 minutos de exposicion (AT = 0.3 °C) la variacion
en el color de las termografias como lo muestra la paleta de contraste a la derecha de las imagenes

nos permite diferenciar pozos frios de calientes.

En las termografias también se observa que las muestras correspondientes a NPsAu mas
concentradas (10-3M) presentan incrementos de temperatura mayores respecto a la misma muestra
que tiene la mitad de la concentracién, por lo que el incremento en la temperatura es funcién de la
concentracion de nanoparticulas en el medio. Las otras dos muestras correspondientes a los sistemas
recubiertos con silice y decorados con europio presentan incrementos similares a los de la muestra

NPsAu (5*10-4M), en particular para la muestra de NPsAu@SiO2:Eu presenta los mayores incrementos
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de temperatura en el medio (AT = 1.8 °C) y puede deberse a la presencia del lantanido que favorece

la transferencia de energia al nlicleo metalico.

En general los sistemas presentan incrementos de temperatura de entre 1-2 °C que son
aproximadamente lo esperado debido a la baja potencia usada de la fuente de irradiacién no tanto de
la baja concentracion de las NPsAu que si bien afecta, pero no de forma dréstica tal y como se ve en

la Figura 5.7.

Un ensayo similar al anterior, ahora usando una fuente de la misma naturaleza (532 nm) pero con una
potencia de 400 mW se realiz6 para determinar el alcance que pueden tener los sistemas y qué tanto
pueden incrementar la temperatura del medio en el que se encuentran. La Figura 5.8 muestra las
termografias para los mismos sistemas ahora irradiados con una fuente de potencia mayor durante el
mismo tiempo, los resultados obtenidos para el control al igual que ocurrié con el laser de 20 mW
muestran que el medio de cultivo por si solo no absorbe la radiacion incidente y el incremento de
temperatura que se registra durante los 4 minutos es de apenas 1.1 °C por lo que el calentamiento del
medio no va a depender unicamente de la potencia del laser sino también de la presencia de los

sistemas con las nanoparticulas de oro.

Las muestras que corresponden a los sistemas de NPsAu de dos concentraciones diferentes (10-3y
5*104M) presentan incrementos de temperatura de 28 y 21 °C respectivamente (Ver columna 2 y 3
de la Figura 5.8), por lo que una diferencia del doble de concentracién de NPsAu en el medio
incrementa alrededor de 7 °C. Estos valores son importantes a la hora de ajustar un incremento 6ptimo
de temperatura para aplicar en un tratamiento médico, ya sea aumentando la potencia del laser usado
sin exponer el tejido circundante o la concentracion del material sin llegar a valores toxicos. En ambos
casos se produce un incremento de temperatura, pero como ya se vié el aumento de la concentracion

de los materiales producen incrementos de temperatura menores.
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Control NPsAu 103 M ~ NPsAu 5*10-4M NPsAu@SiO, NPsAu@SiO,:Eu

Figura 5.8. Termografias de sistemas conformados por las muestras de NPsAu dispersas en medio de cultivo e irradiadas
con un laser verde (532 nm) de potencia 400 mW.

La respuesta de los materiales recubiertos y decorados con europio es similar a la que presenta las
NPsAu (5*104M), ademas los materiales presentan la misma tendencia que tuvieron con el laser de
potencia 20 mW por lo que independientemente de la potencia del laser la respuesta térmica va a ser

muy similar a la que presentan las nanoparticulas de oro desnudas.
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Figura 5.9. Incrementos de temperatura en funcién del tiempo de sistemas de NPsAu dispersas en medio de cultivo
irradiadas con laser verde de 20 y 400 mW.

La Figura 5.9 recoge los datos de temperatura obtenidos de las termografias de los sistemas que
fueron expuestos a un laser verde de potencia 20 y 400 mW en funcién del tiempo. En la gréfica se
puede ver mas claramente las diferencias entre los incrementos de temperatura de las distintas
muestras. Con excepcion de la muestra de oro de mayor concentracion que presentan las rampas de

temperatura mas grandes y el control que practicamente no registra cambios de temperatura, las otras
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muestras presentan rampas muy similares cdbmo ya mencionamos, con lo que se demuestra que los

materiales recubiertos no presentan diferencias significativas respecto a las del oro.

Control NPsAu 10° M NPsAu 5104 NPsAu@SiOz NPsAu@SiO,:Eu

Figura 5.10. Termografias de sistemas conformados por las muestras de NPsAu dispersas en medio de cultivo e irradiadas
con un diodo laser IR (785 nm) de potencia 135 mW.

Ademas, también se puede ver como la muestra que presenta la incorporacion del lantanido es la que
mejor conserva las propiedades del nlicleo metalico en ambos casos (potencia de 20 y 400 mW). Este
comportamiento se sigue presentando incluso cuando la muestra es irradiada con una fuente de
excitacion diferente a la longitud maxima absorcién (diodo laser IR de 785 nm, potencia 135 mW)
donde si bien la eficiencia en la absorcién es baja aun asi se siguen presentando incrementos de
temperatura en los sistemas (Ver Figura 5.10), esto probablemente se deba como ya se mencioné
anteriormente a fendémenos de transferencia de energia. En este caso, los incrementos de temperatura

para la mayoria de muestras oscilan entre 2.5-3.0 °C y para la muestra con el europio de 3.5 °C.

Finalmente, podemos concluir que los materiales inducen un calentamiento del medio en respuesta a
la absorcion de la radiacién a la que son expuestos, que puede explicar el incremento en la muerte
celular de osteoblastos por hipertermia. Aunque en el experimento con sistemas celulares se uso el
laser de méas baja potencia (20 mW) a tiempos de exposicidn cortos (90 segundos), el incremento de
la temperatura del medio alrededor de un par de grados promueve dafios irreversibles en las células
que desencadenan muerte directa o por apoptosis. Los sistemas conservan las propiedades del nucleo

de oro, en particular los sistemas con el lantanido incorporado conservan mejor las propiedades del
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oro e incluso mejoran cuando el sistema es irradiado por una fuente diferente a la longitud de

absorcion.

5.3. Evaluacion fotocatalitica de nanocompositos para la degradacion de metanol y

produccion de hidrégeno

Un ensayo para determinar la actividad fotocatalitica del material final (NPSAu@SiO2:Eu) se realiz6
en la reaccion de degradacion de metanol para la produccion de hidrégeno. Una respuesta positiva en
esta area abre un sinnumero de aplicaciones de los materiales tales como degradacion de
contaminantes organicos, remediacidon de aguas o tratamiento de aguas residuales, potabilizacion y
desinfeccion; y ademas en algunas reacciones para la generacion de energia como subproducto.
En nuestro caso el material esta conformado de un semiconductor que es el recubrimiento de los
nanocompositos y que presenta actividad fotocatalitica como es demostrado en numerosos estudios,
pero que ademas presenta un nucleo metalico que sirve como aceptor de electrones y que juega un
papel importante en reacciones fotocataliticas evitando uno de los principales inconvenientes que
presentan todos los semiconductores usados en fotocatalisis como es la recombinacién

electrénica [22-23).

Los ensayos fotocataliticos se realizaron usando 20 mg del sistema NpsAu@SiO:Eu como catalizador
de la reacciéon de descomposicion de metanol en presencia de agua a una proporcion (1:1) (ver
detalles en la seccion 3.5.4), el catalizador se puso en el medio de reaccion y se dejo 30 minutos en
agitacién y ausencia de luz para asegurar el equilibrio adsorcion/desorcion. Una lampara UV (254 nm)
fue usada como fuente para la fotorreaccion durante 6 horas y monitoreada cada hora en un
cromatografo de gases, los resultados obtenidos son ajustados a una curva de calibracién de

concentracién de hidrégeno gaseoso.
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La Figura 5.11 muestra la evolucion de la reaccion de descomposicion de metanol en funcion de la
concentracién de hidrégeno gaseoso (Hz) generado a lo largo del tiempo en ausencia (fotolisis, datos

rojos) y presencia de un fotocatalizador NpsAu@SiO2:Eu (datos azules).

3009 a4 NpsAu@SiO, Eu
1 —e— Fotolisis /
250 - /‘

200 - /
/’/‘
. A Zal

150 -

Moles H [x10™]

100

50 -

2 3 4 5 6
Tiempo de Reaccion [Horas]

Figura 5.11. Moles de hidrégeno gaseoso en funcién del tiempo de reaccion para la degradacion fotocatalitica de metanol
usando NPsAu@SiOz:Eu.

Los resultados muestran que el material presenta una ligera actividad en relacion con la fotélisis
después de transcurridas dos horas de reaccién. Las dos primeras horas la cantidad de hidrégeno que
se produce es similar al que se produce en la fotdlisis y esto puede ser debido a que el tiempo de
equilibrio absorcion-desorcion fue insuficiente por lo que el material tarda mas tiempo en interaccionar
con el metanol del medio. Transcurridas las dos horas el material mantiene una diferencia mayor en
la concentracion de hidrégeno que se genera, aunque no mucho mayor que la concentracion generada
por la fotolisis. La baja actividad puede deberse a la fase semicristalina que presenta la silice en el
material final que no favorece la degradacion fotocatalitica (ver patrones de difraccién de rayos X,

Figura 4.16), aunque faltan estudios para poder corroborar esto.
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De cualquier forma, el material presenta actividad fotocatalitica y en base a esto podemos encontrar

las mejores condiciones del material que promuevan el aumento en su actividad.

La Figura 5.12 muestra el mecanismo de accién fotocatalitica que presentan los materiales, el
recubrimiento de silice absorbe luz ultravioleta (UV, hn = 254 nm) que promueve un electron de la
banda de valencia (eg.) a la banda de conduccion y genera una vacante o hueco en la banda de

conduccion (hjy), tal como se denota en la ecuacion:

. 488eV  _ .
Si0, + hv —— egc + hgy

Las moléculas de agua quimisorbidas en la superficie del material con los huecos generados en la

banda de valencia forman radicales hidroxilos ("OH) que son las principales especies quimicas que se

forman y promueven los mecanismos de degradacion de las especies organicas presentes en el medio

de reaccion.

H* +OH H,0

0, +H,0 HO~, + "OH
Figura 5.12. Mecanismo de accion fotocatalitica de sistemas de NPsAu@SiO22

Ademas, los electrones de la banda de conduccion reaccionan con el oxigeno disuelto en el medio
para producir radicales superéxido (05 ") que mediante otra serie de reacciones generan mas

radicales hidroxilo. El principal factor que afecta la eficiencia de una reaccion fotocatalitica es la
concentracion de radicales hidroxilo, por lo que cualquier mecanismo que promueva su formacion

favorece la eficiencia en la degradacion fotocatalitica.

23 Imagen tomada de: J. Phys. Chem. Solids, 2007, 68, 413-419.
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El papel principal que juega el nucleo metélico en el sistema es consumir los electrones presentes en
la banda de conduccion de la silice y evitar la recombinacion de cargas. Las siguientes ecuaciones
quimicas muestran como pueden actuar las NPsAu aceptando los electrones y promoviendo la
formacion de otras especies quimicas en el medio de reaccion lo cual debe favorecer la degradacién

fotocatalitica:
Au + egc » Aup,

Augc+ H* -» Au+ H,

Podemos ver que en si la composicion de los materiales conformados de NPsAu@SiO.:Eu favorecen
las reacciones fotocatalitica, por lo que se recomienda que éstos sean evaluados mas rigurosamente
(concentracion de catalizador y comparacion con otro catalizadores usualmente empleados) y en otro
tipo de reacciones, por lo que no se descarta sus potenciales aplicaciones en esta area. Ademas, en
la evaluacion queda pendiente el estudio del papel que juega el ion lantanido que posiblemente

también puede aportar una mejora en las propiedades fotocataliticas de la silice.
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v" Se obtuvieron materiales hibridos conformados de NPsAu-Tyr-Gd, donde la incorporacién del
ion Gd funciona como espaciador entre las nanoparticulas (generando mayor numero de
hots-pots) y el aminoacido mejorando la respuesta de las sefiales Raman en al menos un
orden de magnitud comparado con el que se obtiene usando Unicamente las nanoparticulas
de oro. Ademas, el estudio del campo eléctrico cercano alrededor del sistema hibrido es mayor
que el de los sistemas conformados Unicamente por NPsAu por o que también contribuyen al
aumento de las sefiales Raman. Los sistemas propuestos pueden ser usados como sustratos
SERS, pudiéndose extender su rango de sistemas de estudio a moléculas bioldgicas
similares, proteinas, enzimas, etc. Desafortunadamente la baja estabilidad de los sistemas
nos obligé a modificar los materiales para poderlos usar en las aplicaciones propuestas, pero

los sistemas propuestos conservan la conformacion del nicleo metalico y el ion lantanido.

v Nanomateriales conformados de un nucleo metalico de oro recubierto de silice y decorado
con iones europio de dimensiones inferiores <100 nm estables en polvo o en dispersiones
acuosas fueron obtenidos controlando la velocidad de formacién de la silice. En particular los
sistemas de NPsAu@SiO2:Eu presentan propiedades similares a las de las NpsAu, por lo que
el recubrimiento de SiO2 no esta afectando significativamente las propiedades dpticas, como

lo muestran los espectros de absorcién UV-Vis.

v’ La caracterizacion de los materiales corrobora la composicion quimica presente, los FT-IR
muestran la presencia de silice posiblemente amorfa que en las condiciones de tratamiento y
medicidn (T = 110 °C) presentan baja humedad, mientras que los patrones de DRX muestran
sistemas de nanoparticulas de oro conformados por una fase clbica centrada en las caras y
silice amorfa que es estable hasta 600 °C conservando la conformacién nucleo-recubrimiento,

pero que por encima de esta temperatura favorece la formacion de la fase cristobalita.

v" Los nanocompositos producen un realce de la sefial Raman del grupo CH> de la L-cisteina
similar al que producen las nanoparticulas de oro que no presentan recubrimiento de silice,

por lo que podemos decir que el recubrimiento no esta restando las propiedades de realce
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que presentan las nanoparticulas de oro. Si bien las propiedades de las nanoparticulas no
aumentaron debido al espesor del recubrimiento al menos estas se mantienen y permiten al
material conservar el realce que produce el nucleo metalico por lo que no se descartan para

potenciales aplicaciones.

v Los nanomateriales presentan una baja citotoxicidad y la viabilidad en osteoblastos a la
concentracién de (303.2 pg/ml) es superior al 90% en una prueba realizada durante 24 horas
de incubacion, por lo que estos sistemas son altamente compatibles a estas condiciones en

sistemas bioldgicos y pueden usarse para diferentes tipos de ensayos en estos medios.

v" Los resultados obtenidos en la prueba de fototermia sugieren que, si bien el porcentaje de
mortandad de la poblacion no es muy alto, los materiales finales conservan las propiedades
del oro y bajo condiciones controladas (tiempo de exposicion 90 S y laser verde de potencia
20 mW) como en nuestro caso no son muy invasivos, por lo que tienen un alto potencial para

terapias térmicas si se encuentran las condiciones adecuadas.

v' Las termografias muestran que al ser irradiados los sistemas de NpsAu con los osteoblastos
el material esta induciendo un calentamiento en el medio en respuesta a la absorcion de
radiacion proveniente del laser que explica el aumento de la muerte celular ya sea por
hipertermia o por apoptosis promovida por deterioro de alguna funcion vital de la célula, por

lo que los materiales son potenciales candidatos para ser aplicados en terapia fototérmica.

v' Larespuesta térmica de los materiales a la exposicion de un laser de longitud de onda cercana
a la de méxima absorcidn, es funcidén de la potencia de éste y de la concentracion de los
nanomateriales en el medio, presentando los incrementos de temperatura mayores en los
cambios de potencia mas que en los de concentracion de los materiales. Ademas, los
sistemas de NpsAu@SiO2:Eu son los que conservar mejor la propiedades térmicas del oro e
incluso las supera cuando la fuente de radiaciéon es diferente a la longitud de maxima

absorcion.

v En si la composicién de los materiales conformados de NPsAu@SiO2:Eu favorecen las
reacciones fotocatalitica y en la foto degradacioén de metanol para la generacién de hidrégeno
presenta valores de concentracion de H, mayores que la fotolisis después de 2 horas de
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reaccion. Con una evaluacion mas rigurosa (concentracion de catalizador y comparacion con
otros catalizadores usualmente empleados) y en otro tipo de reacciones, no se descartan los

materiales para ser aplicados en esta area.

v La metodologia presentada para la sintesis de los sistemas de NPsAu@SiO2:Eu puede ser
extendida a otro tipo de nucleos metélicos (NPsAg@SiO2, también se obtuvieron pero no se
presentan en este trabajo) y otro tipo de lantanidos (Gadolinio, NPsAg@SiO2:Gd también se
sintetizd pero no se presentan en el trabajo) que potencian ain mas la gama de aplicaciones
de los materiales y que pueden ser elaborados dependiendo de la aplicacion para la cual se

requiera.
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