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RESUMEN

TITULO: SINTESIS, CARACTERIZACION, FUNCIONALIZACION Y ESTUDIO  DEL
ESCALAMIENTO DE NANOBASTONES DE ORO PARA APLICACIONES BIOMEDICAS

AUTOR: SAMARY ALEJANDRA ESPITIA FAJARDO”

PALABRAS CLAVLES: nanorods de oro, resonancia de plasmon superficial, relacién de aspecto,
aplicaciones biomédicas **

DESCRIPCION

Los nanobastones de oro (nhanorods de oro AuNRS) son materiales prometedores para
innovaciones en la biotecnologia, que incluyen la entrega fotoasistida de medicamentos, terapia
genética, deteccidn no invasiva del cancer, tratamiento fototérmico de este y biodeteccién
ultrasensible. Estas aplicaciones surgen de sus propiedades oOpticas y fototérmicas Unicas. A partir
del potencial de aplicaciones, encontrar un método de sintesis que no solo garantice su
reproductibilidad, monodispersidad, alto rendimiento, facilidad de manipulacién de tamafio y forma;
sino que también tenga potencial para el escalamiento fue el objetivo de este estudio. En este
trabajo se realiz6 una revisibn de tres métodos de sintesis: mediado por semilla, a partir de
radiacion gama y con radiacién ultravioleta, con el fin de discutir las ventajas y desventajas de cada
uno y cuél de ellos podria usarse para una produccion a gran escala. Los nanobastones
sintetizados fueron caracterizados mediante espectroscopia UV-visible y microscopia electronica
de transmision (TEM). Se encontré6 que la sintesis fotoquimica puede ser el método mas
prometedor para una produccién a gran escala. Los efectos de los parametros de irradiacion sobre
la morfologia de las AuNRs formados fueron investigados; el control de la radiacién UV (potencia
de irradiacion) y el tiempo de irradiacion permitieron la preparacién de AuNRs con diferentes
tamafios.

) Proyecto de grado.
Facultad de Ingenierias Fisicoquimicas. Escuela de Ingenieria Quimica. Directores: PhD. Gilles
Henri Gauthier, PhD. Luiz Orlando Ladeira.

11



ABSTRACT

TITLE: SYNTHESIS, CHARACTERIZATION, FUNCTIONALIZATION AND STUDY GOLD
NANORODS SCALING FOR BIOMEDICAL APPLICATIONS

AUTHOR: SAMARY ALEJANDRA ESPITIA FAJARDO™

KEYWORDS: gold nanorods, surface plasmon resonance, aspect ratio, biomedical applications

DESCRIPTION

The gold nanorods (AuNRs) are promising materials for biotechnology innovations including
photoassisted drug delivery, gene therapy, noninvasive cancer detection, photothermal treatment of
this and ultrasensitive biosensing. These applications result from exceptionals optical and
photothermal properties. As of potential applications, finding a synthesis method that not only
ensure their reproducibility, monodispersity, high performance, ease of manipulation of size and
shape, but also has the potential for scaling was the aim of this study. In this work, a review of three
methods of synthesis: mediated seed, from gamma radiation and ultraviolet radiation , in order to
discuss the advantages and disadvantages of each and which of them could be used for a large-
scale. The synthesized nanorods were characterized by UV - visible spectroscopy and transmission
electron microscopy (TEM). Found that the photochemical synthesis may be the most promising
method for large scale production. The effects of irradiation parameters on the morphology of the
formed AuNRs were investigated, and the control of the UV radiation (irradiation power) and the
irradiation time enabled the preparation of AuNRs with different sizes. The effects of irradiation
parameters on the morphology of the formed AuNRs were investigated, and the control of the UV
radiation (irradiation power) and the irradiation time enabled the preparation of AUNRs with different
sizes.

" Thesis.
" Faculty of Engineering Physic-chemical. School of Chemical Engineering. Directors: PhD. Gilles
Henri Gauthier, PhD. Luiz Orlando Ladeira
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INTRODUCCION

La Nanociencia en el disefio, desarrollo, caracterizacion, produccién y aplicacion
de nuevas estructuras a escala atomica y molecular (1-100 nm) se conoce como
nanotecnologia [1,2]. Su gran interés e investigacion de los ultimos afios se puede

atribuir al alto potencial de aplicaciones que ofrecen estos sistemas.

En especial, las pequefias particulas metdlicas presentan propiedades fisicas y
Opticas complejas; sus tamafios hanométricos causan fuerte confinamiento de los
electrones, dando lugar a efectos interesantes no observados en el material a
escala macroscopica [1,3]. Celdas solares, catélisis quimica, sistemas de
almacenamiento de energia, superficie mejorada de la espectroscopia raman
(efecto SERS), imagenes biolégicas, biosensoramiento y nuevas terapias contra

el cancer son algunas de sus aplicaciones [4, 5].

Dentro de las nanoparticulas metélicas, las de oro han sido de las mas estudiadas
debido a su estabilidad, biocompatibilidad y facilidad de sintesis [6]. Sus
propiedades fisicas, quimicas y la interacciébn con biomoléculas, hacen que de

ellas se deriven innumerables aplicaciones a nivel biotecnolégico [7].

Las propiedades intrinsecas de una nanoestructura metéalica se pueden manipular
mediante el control de su forma y tamafio. La gran area de contacto, el efecto de
retencién y permeabilidad (EPR) aumentadas, ademas de propiedades oépticas
como gran absorcion y dispersion de la luz en la regién Vis-NIR [8] hacen que
nanoestructuras de oro como nanoesferas y nanoesferas huecas, nanocajas,
nanocables, nanoanillos, nanocubos, nanoplacas, nanocintas atraigan mucha

atencion para aplicaciones en la ciencia y la ingenieria [6, 9].
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En particular, nanoparticulas de oro en forma de bastones, conocidas como
nanorods (AuNRs), prometen excelentes resultados en el campo de la
biotecnologia; su importancia se debe principalmente al fenédmeno de resonancia
de plasmon superficial (RPS) y al alto rendimiento y monodispersidad de su

sintesis comparado con otras formas [10, 11].

El fendmeno de resonancia de plasmon superficial es la caracteristica mas
importante de las nanoparticulas metalicas [12]. Consiste en una oscilacion
colectiva de los electrones de conduccion dentro de las nanoparticulas en
presencia de un campo electromagnético especifico y varia de acuerdo al tamafio

y la forma de estas [9, 13, 14].

Los nanorods han despertado especial interés gracias a las dos bandas de
absorcién optica que poseen. Una de ellas es causada por la oscilacion de
electrones a lo largo del eje corto o transversal, y se produce en la region visible, y
el segundo es debido a la oscilacién de electrones a lo largo del eje largo o
longitudinal y se produce en la region del infrarrojo cercano (NIR) [15, 16, 17]. La
posicion espectral de la banda longitudinal se puede ajustar mediante la variacion
de la relacion de aspecto del nanorod (longitud /anchura) [9, 18, 19]; de esta forma
se puede variar la longitud de onda de la absorcidén de resonancia en la regién que
va de 500 nm a mas de 1100 nm, generando una amplia posibilidad de

aplicaciones [20, 21].

Debido a su superficie quimica de facil manipulacién, estas nanoparticulas pueden
actuar como anticuerpos artificiales y ser facilmente funcionalizados con una gran
cantidad de ligandos (polimeros, farmacos, material genético, proteinas) [6]. La
conversion eficiente de la luz en calor por parte de los AuUNRs puede ser usada en
la terapia fototérmica de tumores y tejidos enfermos o infectados [17]. Su
capacidad de absorber grandes cantidades de radiacion de rayos X se puede

utilizar para mejorar la radioterapia del cancer o en el aumento de formacion de
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imagenes de contraste de diagnéstico, TC (tomografia computarizada). Debido a
su multivalencia, estas nanoparticulas pueden proteger los agentes farmacos y
facilitar su entrega eficiente a las regiones inaccesibles del cuerpo [8]. Con su
tamafio comparable respecto a las proteinas, los nanobastones de oro pueden
perturbar de forma selectiva y modificar los procesos celulares, lo que les permite
actuar como agentes intrinsecos de la droga [12]. El aumento de la sefial Raman
(efecto SERS) hace que estas nanoparticulas puedan ser usadas como sensores
quimicos [8, 16, 22, 23].

Los numerosos campos de aplicacion de los nanobastones impulsaron el
desarrollo de varios protocolos de sintesis, que siguen una estrategia similar en la
gue los iones de oro se reducen en presencia de precursores que impiden la
agregacion de las particulas. Esta estrategia data de 1857, cuando Michel Faraday
descubrié que las “finas particulas” se formaban a partir de la reduccion del cloruro
de oro, usando fosforo y disulfuro de carbono como agente estabilizador, lo que
resultaba en un hermoso fluido “rubi“[12,16]. El tamafio y la forma de la particula

se ajustan variando la relacién: i6bn de oro/agente reductor [24].

Los nanorods de oro son sintetizados en solucién acuosa basicamente por tres
métodos: quimico, electroquimico y fotoquimico, con los que se obtienen AuNRSs
de un tamafio regular (largo 20-100nm y ancho 10-20nm) y con un alto
rendimiento (>90%) [20, 25].

En el método quimico, conocido como seed-mediated (sin duda el més popular),
se comienza con la formacion de pequefias semillas de oro y se promueve su
crecimiento mediante la adicion de promotores como el surfactante catidnico
CTAB (Bromuro de hexadeciltrimetilamonio), iones de plata, acido ascorbico;
ademas de los iones de oro [25]. La molécula de CTAB es indispensable en el
rendimiento y la morfologia de las nanoparticulas, ya que forma la micela donde

estas creceran, promueve el crecimiento de los bastones y también actia como
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protector y estabilizador para la dispersion en fase acuosa, formando una capa
sobre los nanobastones [26]. Adicionalmente, el papel del nitrato de plata es
reaccionar con el CTAB para formar el compuesto bromuro de plata que deposita
el oro en direcciones preferenciales y, por tanto, direcciona su crecimiento [11]. El
acido ascérbico se usa como agente reductor, que asegura una tasa de reduccién
y crecimiento lentos [25]. Con este método se producen nanobastones de oro con
relacion de aspecto entre 2y 18 [27, 28, 29]. Actualmente es el método mas usado

debido a su facilidad de sintesis [19].

En el proceso electroquimico, la sintesis se lleva a cabo en una celda
electroquimica con dos electrodos [15, 25]; el oro actia como anodo, que sera
reducido por un catodo de platino, mediante una corriente de 5 mA por 30 minutos.
La solucién electrolitica contiene acetona y ciclohexano, ademas de las moléculas
de CTAB y los iones de plata [25]. Mientras que los dos ultimos productos
quimicos desempefian un papel importante en el crecimiento de los nanorods, los
dos primeros se usan para aflojar el marco micelar de moléculas de CTAB, y para

promover la elongacion de las nanoparticulas [30].

La sintesis fotoquimica, desarrollada por Yang y colaboradores [30], se lleva a
cabo en una solucion de CTAB, iones de plata y de oro. La reduccién de los iones
de oro es inducida por la irradiacion de luz ultravioleta [20, 25]. El crecimiento
anisotrépico de nanoparticulas de oro es controlado por los aditivos acetona y
ciclohexano. El ciclohexano es conocido por promover la elongacion, se afiade
para hinchar la parte alifatica de las micelas de CTAB [11, 14]. La acetona
neutraliza los electrones inducidos por la radiacion, encargada de oxidar la
molécula, la cual a su vez genera un radical alcohol. Este radical reduce
lentamente los iones de oro [14, 31]. Para este método, se puede usar también
radiacion gama [21]. Esta sintesis es usada para obtener nanobastones

relativamente mayores [16, 29].
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Es interesante obtener nanobastones de diferente relaciébn de aspecto, aunque
para algunas aplicaciones biomédicas se tiene especial interés para que esta
relacion sea mayor [32]. Por esto, los factores que afectan el crecimiento de los
AuNRs han sido ampliamente investigados: la pureza y concentracion de los
reactivos, el tipo de agente reductor, la velocidad de adicién del agente reductor
[14, 33], la temperatura, el pH y la agitacibn de la solucién [34] controlan la

morfologia de los nanorods [16, 35].

Sin duda, una de las caracteristicas mas especiales de los nanobastones de oro
es que presentan una elevada area superficial, por lo que pueden ser facilmente
funcionalizados y bioconjugados modificando sus propiedades superficiales [6, 36,
37]. La funcionalizacion se realiza generalmente mediante enlaces tiol [38],
aunque también muestran afinidad por los grupos amino, fosfito y bisulfito. Una
amplia versatilidad de modificaciones de la superficie ha sido desarrollada para
producir AuNRs que muestran ligandos funcionalizados como anticuerpos, Yy
biomacromoléculas en su superficie [14, 32]. Estas estrategias pueden controlar la
carga de la superficie, modificar la biocompatibilidad, y mejorar la estabilidad
coloidal de las nanopatrticulas [27].

Todas estas propiedades y aplicaciones han llevado a un crecimiento notable en
las publicaciones e investigaciones de los nanorods de oro. Una variedad de
técnicas para sintetizarlos se encuentran en la literatura. Aun asi, los mecanismos
que regulan el control de la morfologia y de la geometria sobre el crecimiento de
las particulas estan lejos de ser bien entendidos y la reproducibilidad y posibilidad
de escalamiento de la sintesis es pobre [16, 39]. Es por eso que encontrar un
meétodo de sintesis que asegure la organizacion de las particulas individualmente
dentro de una estructura macroscopica definida, en la cual se concreten sus
propiedades de acuerdo al tamafio, forma y modificacién de la superficie y que
garantice su reproducibilidad a gran escala, es clave para el éxito en las

aplicaciones.
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En este trabajo se planea hacer una revision de tres métodos de sintesis de
nanorods, analizando la reproducibilidad, la facilidad de sintesis y la dispersion en
solucion. Se lleva a cabo una discusion sobre las variables que mas influyen en
cada método, con el fin de encontrar el que podria ser mas prometedor para una

produccion a gran escala.
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1. DESARROLLO EXPERIMENTAL

La metodologia empleada en este trabajo se muestra en la Figura 1.

Figura 1 Esquema de metodologia

Sintesis de

Escalamient Purificacion
nanobastones de oro Scalamiento

Caracterizacion Funcionalizacion

Fuente: Autor

1.1 MATERIALES Y REACTIVOS

Acido tetracloraurico (HAuUCI4 « 3H20), nitrato de plata (AgNO3, 99% de pureza),
Bromuro de hexadeciltrimetilamonio (CTAB, 98% pureza), bromuro de
tetraoctilamonio (TOAB), borohidruro de sodio (NABH4), &cido ascorbico, acetona,
ciclohexano, se obtuvieron de Sigma-Aldrich y se usaron como se recibieron, a
excepcion del acido tetracloraurico, que fue producido en el laboratorio. Toda la
vidrieria fue lavada con agua regia y enjuagada con agua ultrapura antes de los
experimentos. Todas las soluciones se prepararon usando agua desionizada
(resistividad de 18MQ).
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1.2 SINTESIS DE NANOBASTONES DE ORO

Se usaron tres métodos de sintesis diferentes: mediado por semilla [40], por
radiolisis [14] y con radiacion ultravioleta [20, 30], realizando algunas
modificaciones en su preparacion.

1.2.1 Sintesis a partir del método mediado por semilla En este método se
prepara una solucion semilla formada por nanoparticulas de oro, para ser
adicionada a una solucion de crecimiento.

En la Figura 2 se presenta el esquema simplificado usado en el proceso.

Figura 2 Esquema usado en la sintesis de NRs a partir del método mediado

por semilla
Solucion semilla Solucionde
crecimento
/—'—'-'\ /_.-—--.\
Solucion
+ de NRs
\________/ \______/
CTAB +HAUCIs CTAB + HAuUClIs
+ NaBHa + Agt+ A
ascorbico

Fuente: Autor

1.2.1.1 Solucién semilla Una solucion de CTAB (10 mL, 0,03 M), se mezcla con
10pL de HAuCI4 - 3H,O 0,1 M. A esta solucion calentada (45°C) y agitada
magnéticamente se agrega 0,5 mL de NaBH4 0,01 M, lo cual resulta en una
solucion marrén claro que evidencia la reduccién del oro. Esta solucién se deja en

bafio maria (30°C) por una hora.
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1.2.1.2 Solucion de crecimiento A una solucion de CTAB (8ml, 0,1M), se agrega
100uL de HAuCl, » 3H,O 0,1M. A esta solucién calentada (45°C) y agitada
magnéticamente se agrega 1mL de una soluciéon de AgNO3; 0,88 mM y una
cantidad precisa de una solucion de acido ascoérbico 0,1 M, hasta que el color
cambie a transparente, con lo que se garantiza la reduccién del oro (Au" a Au').
Posteriormente, se agregan 50 pL de la solucién semilla. El color de la solucion
cambia gradualmente entre 10-20 min. Con la adicion de la solucion semilla el oro

se reduce finalmente de Au'a Au® [17, 23]

En esta etapa se puede variar la cantidad de solucién semilla, de AgNO3; o de
HAuCI, « 3H,0; con el fin de obtener nanobastones con diferentes relaciones de
aspecto [35]. Sin embargo, como el propésito del trabajo es producir
nanobastones en volimenes mayores, se usaron solo las concentraciones citadas

anteriormente.

Usando este protocolo para 10 mL, se hizo el escalamiento para 100 mL de

solucién, multiplicando por 10 cada volumen usado en la sintesis.

1.2.2 Sintesis a partir de radiacibn gamma En la Figura 3 se muestra el

esquema simplificado usado en este método de sintesis.
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Figura 3 Esquema usado en la sintesis de NRs a partir de radiacion gamma

Nitrogeno

+

+ Cicﬁgr?leg;no -

Acetona

CTAB + TOAB + HAuCl4
° Solucién a ser
irradiada

L Irradiador
gamma

1hora

Fuente: Autor

Se prepararon 50 y 310 mL de una solucibn de nanorods. Brevemente, se
afadieron HAuCl, y TOAB a una solucién acuosa agitada de CTAB, por encima de
la concentracion micelar critica (CMC). La solucion obtenida se agité a 50 ° C
durante una hora. A continuacion, acetona, ciclohexano, y AgNO3; se afiadieron
sucesivamente a la solucion anterior. Asi, la concentracion final de la solucién fue:
0,082 M de CTAB, 0,75 mM de TOAB, 1,9 mM de HAuCl, * 3H,0, 0,139 M de
ciclohexano, 0,266 M de acetona y 0,14 mM de AgNOs3

Las soluciones preparadas fueron lavadas a continuacién con nitrégeno para
eliminar el oxigeno presente en la solucidon y posteriormente irradiada con un
irradiador panoramico multipropdsito de categoria Il, fabricado por MDS Nordion
en Canada, modelo/nimero de serie IR-214 tipo GB-127, equipado con una fuente
de Cobalto-60; con una tasa de dosis de 3,2 kGy/h. Los iones de oro se redujeron
por los radicales inducidos por radiolisis, y fue necesario un tiempo de exposicion

de 14h para reducir todos los iones de oro.
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1.2.3 Sintesis a partir de radiacién ultravioleta Se produjeron nanorods de oro
haciendo una combinacién entre el método quimico (mediado por semilla) y el
fotoquimico (usando radiacion ultravioleta), con el fin de acortar el tiempo de

reaccion y acelerar la formaciéon de nanorods [41].

En la Figura 4 se muestra el esquema simplificado usado en la sintesis.

Figura 4 Esquema usado en la sintesis de NRs a partir de radiacion

ultravioleta

+ Acido
ascorbico »

CTAB + HAuCl4
50°C
AgNO3
Ciclohexano
Acetona

Solucion irradiada con luz UV

Fuente: Autor

Se prepararon 20 y 40 mL de una solucién de nanorods. Primero se preparé una
solucion de CTAB (20 mL, 0,082) y HAuCl, « 3H,0 (100 pL, 0,1 M). La disolucion
se llevo a cabo a una temperatura de 45°C con agitacion constante.
Posteriormente, se adiciond 1mL de una solucién de AgNO3 1,17 mM, 433 pL de
acetona, 300 pL de ciclohexano y finalmente 80 pL de una solucién de acido
ascorbico 0,09M como agente reductor (estas cantidades fueron adicionadas para
la solucion de 20 mL). Con la adicion del acido ascorbico, la solucion cambia de

color naranja a transparente, lo cual es un indicador de la reduccién de Au" a Au'.
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Esta solucién precursora es colocada en un recipiente y dentro de él la lampara
ultravioleta, de tal manera que la distancia entre la solucion y la lampara sea
minima. El montaje experimental fue cubierto papel aluminio durante la irradiacion
para evitar cualquier posible interaccion con otras fuentes de luz en el laboratorio.
Como se tiene poca informacion de este método de sintesis en la literatura, se

decidié hacer un andlisis de las variables mas influyentes.

1.2.3.1 Efecto de la concentracion de AgNO3 en la sintesis de NRs de oro a
partir de radiacion ultravioleta Se estudi6 el efecto de la concentracion de nitrato
de plata en el crecimiento y relacion de aspecto de los nanorods. Para esto se
prepararon dos soluciones con diferentes concentraciones de AgNO3 (0,001 My
0,002 M).

1.2.3.2 Efecto de la potencia de la lampara ultravioleta Se prepararon 20 y 40
mL de solucion de nanorods usando dos lamparas ultravioleta de diferente
potencia (4 y 8 W). Para observar el efecto de la potencia en el crecimiento de las
nanoparticulas, dos soluciones idénticas se irradiaron usando las diferentes

lamparas.

1.2.3.3 Efecto del tiempo de irradiacion Se analizd el efecto del tiempo de
irradiacion en la formacion de los nanorods, mediante esta sintesis. Para esto se

toman dos muestras (a 1 y 24 horas de irradiacion).

1.3 PURIFICACION DE LOS NANORODS DE ORO

Las soluciones resultantes fueron centrifugadas a 5600G por 10min, con el fin de
retirar las impurezas (particulas con otras formas y geometrias) y eliminar el CTAB
gue no puede estar presente para la posterior utilizacion en aplicaciones

biotecnolégicas debido a su toxicidad [4, 6, 19, 42]. Se retir0 el liquido
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sobrenadante claro que contiene principalmente agentes precursores y, a
continuacion, se recogio la solucion de AuNRs (precipitado) concentrado, la cual
se redispers6 en agua desionizada; este proceso se repiti0 dos veces para

asegurar la eliminacion de CTAB.

Posteriormente, 20 ul de solucién NR dispersos en agua se depositaron sobre una
rejilla de cobre recubierta de carbono y se secaron al vacio para el analisis por

Microscopia Electrénica de Transmision (TEM).

1.4 FUNCIONALIZACION DE LOS NANORODS DE ORO

Para enlazar moléculas quimicas de interés bioldgico en los nanorods, se
comenzé con la union de &cido lipoico y cisteamina a su superficie. Con el &cido
lipoico, se obtiene un grupo carboxilo disponible para enlaces covalentes quimicos
con otras moléculas como proteinas y anticuerpos. Ahora, con cisteamina se
obtiene un grupo amina disponible para posteriores uniones con anticuerpos,

polimeros, farmacos y material genético [6, 32].

1.4.1 Funcionalizacion con acido lipoico Se preparé una solucion de acido
lipoico (disuelto en metanol) 20 mM. Se agregaron 200 uL de esta solucién a 1 mL
de la solucién que contenia los nanobastones. En seguida se sonicé (con el fin de
evitar la agregacion de las particulas) esta solucion durante 30min a una

temperatura de 50°C y luego 1 h 30 min mas a temperatura ambiente.

1.4.2 Funcionalizacion con cisteamina Se preparé una solucién (disuelta en
agua) de cisteamina 10 mM. Se agregaron diferentes cantidades de esta solucion
de cisteamina (100, 150 y 200 pyL) a 1 mL de la solucion que contenia los
nanobastones. En seguida se sonicé esta solucion durante 30min a una

temperatura de 50°C y luego 1h 30 min mas a temperatura ambiente.
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1.5 CARACTERIZACION DE LOS NANORODS DE ORO

La determinacion de la posicion de la banda de absorcion correspondiente al
plasmon de los nanorods de oro fue obtenido mediante espectroscopia UV-Vis-
NIR, en un rango espectral entre 400 y 1000nm usando un espectrometro de
modelo UV-3600 de la Shimadzu Scientific Instruments e instalado en el
laboratorio de Optica del departamento de fisica de la Universidad Federal de
Minas Gerais (UFMG); la morfologia y el tamafio medio de las nanoparticulas
fueron examinados mediante TEM, usando un Microscopio Electronico de
Transmision, Tecnai G2-20 - SuperTwin FEI - 200 kV ubicado en el centro de

microscopia de la UFMG. Las imagenes obtenidas son de tipo campo claro.
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2. RESULTADOS Y ANALISIS

2.1 SINTESIS A PARTIR DEL METODO MEDIADO POR SEMILLA

El espectro de absorcion UV-visible y una imagen de microscopia electronica de
transmision (TEM) de la solucion de 10 mL de nanorods se muestran en la Figura
5. Se obtuvo el espectro de absorcion tipico de NRs de oro con sus dos picos de
absorcion SPR (el pico transversal en torno a 510-520 nm vy el longitudinal a 780
nm). Segun la imagen TEM estos nanorods producidos tienen una longitud
aproximada de 45 nm. Entre las ventajas que hacen que este método sea
bastante usado esta su facilidad de sintesis [20], su buena monodispersidad, las
suaves condiciones de reaccion y la posibilidad de controlar la relacion de
aspecto de las nanoparticulas [8, 15, 16]. Sin embargo, la reproductibilidad y adn
mas el escalamiento es complicado, debido a la gran sensibilidad del método a
numerosos parametros experimentales [14] (Temperatura, agitacion, pH, pureza
de reactivos, cantidad de agente reductor, tamafio de las semillas, etc.).

Figura 5 Imagen TEM y espectro de absorcién UV-vis de 10 mL de AuNRs

sintetizados por el método mediado por semilla
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Fuente: Autor
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La Figura 6 muestra el espectro de absorcién UV-Vis de una solucion de 100 mL
de AuNRs. Se puede observar que por el método mediado por semilla se tiene
una sensibilidad que impide el escalamiento, el espectro no posee los dos picos
de absorcion tipicos de los AuNRs, solo se puede ver el pico transversal (a 520
nm), lo cual indica la presencia de esferas [20]. Otra desventaja de este método es
su bajo rendimiento [14, 33], el cual es solo del 15% [33]. Ademas de ser dificil
obtener nanorods de alta pureza con grandes relaciones de aspecto utilizando
esta técnica [41, 42], ligeros cambios en las condiciones de reaccion conducen a

otras formas (impurezas) [23], que dificultan el escalamiento.

Figura 6 Espectro de absorciéon de 100 mL de NRs sintetizados por el método

mediado por semilla
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Fuente: Autor

2.2 SINTESIS A PARTIR DE RADIACION GAMMA
2.2.1 Produccion de 50 y 310 mL de NRs en solucion acuosa Las condiciones

experimentales para producir los 50 y 310 mL de NRs fueron similares a las

reportadas en la literatura [14]. Los respectivos espectros de absorcién UV-visible
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e imagenes TEM se muestran en las Figuras 7 y 8; aparentemente parecen
prometedores. El espectro UV-Vis presenta las dos bandas de absorcion
(transversal situada en 520 nm y longitudinal en 680 nm). Usando radiolisis se
obtienen nanoparticulas de tamafio y forma controlados. Con este proceso se
logra una nucleacibn y reduccibn homogénea; sin embargo, lograr
reproductibilidad en el método no es una tarea facil. El factor mas influyente y por
el que se cree que no fue posible su perfecta reproducibilidad, es la tasa de dosis
de irradiacion; esta debe ser lenta para asegurar la formacién de bastones, una

tasa alta conduce a la formacion de esferas [14].

Otra desventaja observada en el método es la dificultad de enlazar las moléculas
de interés biotecnolégico a la superficie de los nanorods sintetizados por este
método. Al parecer altas dosis de radiacion gama afectan la superficie de los

nanobastones.

Figura 7 Espectro de absorcion UV-visible e imagen TEM de 310 mL de una

solucion de NRs sintetizados por el método de radidlisis

0,8 4

0,6

Absorbancia (u.a)

0,4

0,2

T T v T v T T T T 1
400 500 600 700 800 900 1000

Longitud de onda (nm)

Fuente: Autor

29



Figura 8 Espectro de absorcion UV-visible e imagen TEM de 50 mL de una

solucion de NRs sintetizados por el método de radiodlisis
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2.2.2 Discusion del mecanismo de sintesis por radiolisis Los principales
efectos de la interaccion de radiacion de alta energia como rayos gama con una
solucién de iones metalicos, son la excitacion y la ionizacién del solvente que
conduce a la formacién de varias especies. Los principales radicales reactivos
generados por irradiacion son electrones solvatados, radicales hidroxilo (OHe) y

atomos de hidrégeno (H).

Los electrones solvatados y atomos de hidrogeno (H) actian como agentes
reductores fuertes, capaces de reducir los iones metalicos bajando valencias y
finalmente en atomos de metal. En contraste, los radicales OH- tienen buenas
propiedades oxidantes que pueden causar la oxidacion inversa de &atomos

metalicos [14].
En este caso, los electrones solvatados reaccionan con la acetona y producen un
radical alcohol; estos radicales son tan fuertes reductores como los atomos de

hidrogeno (H) [44].

La mayor parte de la irradiacién se usa en la reduccién de oro Au"'a Au' [14].
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2.3 SINTESIS A PARTIR DE RADIACION ULTRAVIOLETA

Usando radiacién ultravioleta se consiguio producir 20 y 40 mL de NRs en solucién
acuosa. Se estudi6 el efecto de la variacion de la concentracion de AgNOg, de la
potencia de la lampara ultravioleta y del tiempo de irradiacion. Para cada condicion
de irradiacién, la sintesis se repitid tres veces; los resultados encontrados son
reproducibles con una desviacion en la posicion de la banda de absorcidon

longitudinal menor a 5nm.

2.3.1 Efecto de la concentracion de AgNO3 en la sintesis de NRs de oro a
partir de radiacion ultravioleta. Una solucion de 20 mL que contenia complejo
de Au" (HAuCl)), CTAB, A&cido ascoérbico, ciclohexano, acetona, y dos
concentraciones de nitrato de plata (0,001 M y 0,0017 M) se sometieron a
irradiacion ultravioleta. La Figura 9 muestra los espectros de absorcion UV-visible
registrados después de una dosis de irradiacion de 1 hora. Se obtuvieron
espectros de absorcion tipicos de NRs de oro con sus dos picos de absorcion. Al
aumentar la concentracion de plata, el pico longitudinal se desplaza hacia la regién
del infrarrojo (750 nm). Por consiguiente, el aumento de la cantidad de Ag +
conduce a un cambio en el tamafio de los NR y al aumento de su relacion de
aspecto (R) [24], lo cual se confirmé por imagenes TEM (Figura 10). Para las
concentraciones de AgNO3 de 0,001 My 0,0017 M la longitud de los AuNRs fue de
25 y 40 nm respectivamente. Para este experimento se uso la lampara de potencia
4W.
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Figura 9 Espectros de absorcion UV- Vis para las soluciones de AuNRs
sintetizados mediante radiacion ultravioleta con diferentes concentraciones
de AgNO3 (0,001M y 0,0017M)
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Figura 10 Imagenes TEM de NRs de oro sintetizados a partir de radiacion
ultravioleta con dos tamarfios diferentes, usando dos concentraciones de
AgNOg3: a. 0,001 My b. 0,0017 M

=

Fuente: Autor
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2.3.2 Efecto de la potencia de la lampara de radiacion ultravioleta Para este
experimento se usaron dos lamparas con diferentes potencias. La lampara 1 de
potencia 4 W y la lampara 2 de potencia 8 W. La Figura 11 muestra los espectros
de absorcién UV-visible de soluciones que contienen complejo de Au" y una
misma concentracion de AgNO; (0,001M), irradiadas con las dos lamparas

respectivamente durante el mismo tiempo (30 min).

Figura 11 Espectros de absorciéon UV-visible para las soluciones de NRs
preparadas con una solucion de AgNO3 (0,001M) irradiada con ldmparas de
potencia diferente: Lamp 1de4 Wy Lamp 2de 8 W.
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Se puede observar que para una misma concentracién de iones de Ag, el tamafio
y por tanto la relacion de aspecto de los NRs aumenta al usar una lampara de
potencia mayor. Con la lampara de 4 W de potencia, el pico longitudinal se
encuentra en 658,25 nm y cuando se irradia con la lampara de 8 W de potencia, el

pico se desplaza a 747,69 nm. Esto puede ser explicado a través de una
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aceleracion de la fotorreduccion de los iones de oro, intensidades mas altas de
irradiacion inducen a un crecimiento mas rapido de los AuNRs [41].

Las imagenes TEM de la Figura 12 demuestran la obtencion de nanorods de
mayor tamafio usando una potencia de radiacion mayor. Se puede ver la
diferencia con respecto a los NRs sintetizados con la ldAmpara de 4 W de potencia
(Figura 10, a).

La posicion del pico de absorcion transversal (TSP) se mantiene constante a 520
nm para el rango de irradiacion investigado. Los cambios registrados de la
posicion del pico longitudinal (LSP) con el aumento de la irradiacion indican un

aumento gradual de la relacién de aspecto.

Figura 12 Imdgenes TEM de NRs sintetizados con la lampara de potencia 8 W
y concentracion de AGQNO3 de 0,001 M.
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Fuente: Autor

3.3.3 Efecto del tiempo de radiacion Se analiz6 también el efecto del tiempo de
irradiacion. En un experimento (1) se irradio la soluciéon durante 1 h y en otro

experimento (2), una solucion igual a la primera se irradié durante toda la noche.
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En la Figura 13, se puede observar que el espectro de absorcion UV-visible es
practicamente el mismo. Sin embargo, segun la literatura, la irradiacion de la
solucion con luz ultravioleta durante un tiempo excesivo produce bastones mas
cortos para una concentracion de iones de plata determinado [30]. Esto
posiblemente se debe a la transformacién de los bastones en la forma
termodinamicamente mas estable (esférica) [22, 41].

Figura 13 Espectro UV-Visible de NRs sintetizados a diferentes tiempos de

irradiacion 1h (exp 1) y 24h (exp 2)

Exp 1
Exp 2

09
0,8:
07
0,6:
05

0,4 4

Absorbancia (u.a)

0,3 4
0,2

0,14

Y —
400 500 600 700 800 900 1000

Longitud de onda (nm)

Fuente: Autor

Con este método se obtienen nanobastones de oro con buena monodispersidad
ya que al igual que con radiacibn gama, con este se consigue una reduccion
homogénea. Es un método prometedor para la producciéon de nanorods uniformes;
la sintesis es relativamente simple y rapida. Se pueden obtener NRs de diferentes
tamafnos. Es reproductible y lo mas importante, se observa gran potencial para el

escalamiento.
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Con la lampara de mayor potencia (8 W) se consiguioé producir 40 mL de solucién
acuosa de NRs de oro de 35 nm de longitud aproximadamente. Las imagenes
TEM se muestran en la Figura 14. Para producir una cantidad superior a los 40 mL
se necesita un reactor de mayor volumen y tal vez lamparas ultravioleta de mayor

potencia para agilizar el tiempo de formacion de los nanorods.

Sin embargo este método a pesar de mostrar un alto potencial para el
escalamiento, presenta algunos inconvenientes que deben ser estudiados con
mas profundidad. EIl principal inconveniente del protocolo de sintesis fotoquimica
es un control limitado del tamafio de los NRs debido a la simultdnea nucleacion de

las semillas de oro y su crecimiento en bastones [41, 45].

Figura 14 Imagenes TEM de la solucion de 40 mL de NRs sintetizados con la

ldmpara de 8 W mediante radiacion ultravioleta

Fuente: Autor

2.4 PURIFICACION DE LOS NANORODS DE ORO

Después de la sintesis, fue necesario remover las particulas indeseadas de otras
formas que estan presentes en la solucion; también fue importante eliminar la
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mayor cantidad de CTAB posible [46]. Esto se realiz6 mediante centrifugacion. En
la Figura 15, se muestra imagenes TEM de la solucion de NRs antes y después de

la centrifugacion.

Figura 15 a. NRs de oro antes de la purificacion, b. impurezas, c. NRs

después de la purificacién

Fuente: Anderson Caires Laboratorio de nanomateriales Universidad Federal de Minas Gerais

2.5 FUNCIONALIZACION

Para la funcionalizacion de los nanorods, se usaron los sintetizados por el método
de radiacion ultravioleta, ya que es el método mas prometedor para su
escalamiento, y porque en la literatura ya se cuenta con bastante informacién
sobre funcionalizacion de nanorods sintetizados por el método mediado por
semilla [47, 48, 49].

La funcionalizacion de los compuestos usados (acido lipoico y cisteamina) a los
nanobastones de oro, se verifica con la propiedad de desplazamiento de pico del
plasmon longitudinal que se da cuando hay un cambio en el medio dieléctrico que
los rodea, en este caso un enlace de compuestos quimicos en su superficie [5, 8,
47, 50].
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2.5.1 Funcionalizacion con acido lipoico En la Figura 16 se muestra el espectro
UV-visible de la solucion de 20 mL de nanorods sintetizados por radiacion

ultravioleta antes y después de la funcionalizacion con acido lipoico.

Figura 16 Espectro UV-Vis de los NRs sintetizados con radiacién ultravioleta
puros y funcionalizados con A. lipoico
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Se puede observar el desplazamiento del pico de absorcion longitudinal después
de la funcionalizacion. La solucién de NRs puro presenta el pico a 640 nm y luego

de ser funcionalizados, este se desplaza a 631 nm.

2.5.2 Funcionalizacion con cisteamina Para la funcionalizacién con cisteamina
se usaron varias cantidades de esta (100, 150 y 200 pL) en 1ml de la solucion de
40 mL de NRs. En la Figura 17 se presenta el espectro UV-visible de los nanorods

antes y después de la funcionalizacion.

En este caso se puede observar como se desplaza el pico de absorcién

longitudinal a medida que aumenta la concentracion de cisteamina. Para la
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solucion de NRs puros el pico se encuentra en 705 nm y con una cantidad de 200
ML de cisteamina el pico se mueve a 696 nm.

Figura 17 Espectro UV-Vis de los NRs sintetizados con radiacion ultravioleta

puros y funcionalizados con diferentes concentraciones de cisteamina
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En cada caso de funcionalizacion se puede ver que la radiacion ultravioleta no
afecta la superficie de los nanobastones y, por tanto, se pueden llevar a cabo los
enlaces de las diferentes moléculas de interés, lo cual fue una dificultad cuando

los nanorods se sintetizaron con radiacion gamma.
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4. CONCLUSIONES

Se realiz6 un estudio preliminar sobre tres métodos de sintesis de
nanobastones que pueden llegar a ser prometedores en el escalamiento y se
encontré a partir de parametros como reproductibilidad, flexibilidad y facilidad
de sintesis que el método fotoquimico usando radiacion ultravioleta muestra
los mejores resultados.

Se analizé las ventajas y desventajas de cada método estudiado, respaldadas
en las dos técnicas de caracterizacion usadas: espectroscopia UV-visible y
Microscopia Electronica de Transmision (TEM).

El hecho de poder controlar la superficie de los nanobastones sintetizados
mediante radiacion ultravioleta, ademas de poder escalar, fue el logro mas
importante ya que de esto depende el éxito de todas las aplicaciones.

Un buen ajuste de la potencia, el tiempo de irradiaciéon y la concentracion de
AgNO; puede proporcionar una herramienta importante para el control de la
relacion de aspecto de los nanobastones sintetizados usando radiacion

ultravioleta
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5. RECOMENDACIONES

A pesar de que no se consiguio reproductibilidad con el método fotoquimico
usando radiacion gama, los resultados muestran que es un metodo que debe
ser estudiado mas a fondo, la tasa de dosis de irradiacion es el factor clave en
esta sintesis.

Dada la alta reproductibilidad que ofrece el método de sintesis usando
radiacion ultravioleta se expone la necesidad de encontrar un reactor de mayor
volumen que permita continuar escalando la cantidad de nanorods producidos.
Se propone el uso de otros agentes reductores con el fin de mejorar el
rendimiento en las sintesis.

Encontrar un método para calcular la concentracién de nanorods presentes en
la solucién es un trabajo importante a la hora de determinar el rendimiento y
asi tener otro parametro que evalué la efectividad de los diferentes métodos
usados.

Teniendo en cuenta la gran cantidad de aplicaciones de estas nanoparticulas,
el estudio y busqueda de un método que garantice la reproductibilidad y
produccion a gran escala debe ir sin duda de la mano con el avance de las
diferentes aplicaciones.

Teniendo en cuenta que se realiz6 un estudio preliminar, se podria con el
método usando radiacién ultravioleta que presentd los resultados mas
prometedores para escalamiento de la sintesis, hacer un disefio de
experimentos donde se analice con mas detalle las variables y parametros mas

influyentes del método.
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