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APLICACION DE ELECTROFORESIS CAPILAR PARA LA CARACTERIZACION FiSICA DE NANOPARTICULAS
METALICAS DE Au
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Unidad Profesional Interdisciplinaria de Biotecnologia, Departamento de Bioprocesos, IPN. Tel:57296000 ext. 56390, maestherbr@gmail.com
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Palabras clave: Electroforesis Capilar, nanoparticulas metalicas de oro, caracterizacion fisica.

Introduccién: Las nanoparticulas se definen como particulas cuyo
tamafio es menor a 100nm, las nanoparticulas metalicas se
identifican por exhibir excelentes propiedades fisicas, quimicas y
biolégicas que les confieren diversas aplicaciones que son
totalmente dependientes a su tamafio nanométrico (1), por lo que
es importante realizar la caracterizacion de tamafio de las mismas.
Actualmente existe una gran variedad de técnicas microscopicas
para caracterizar fisicamente nanoparticulas, que se identifican por
ser técnicas costosas y muy complejas lo cual las hace poco
accesibles a la mayor parte de los investigadores, por ello se ha
propuesto utilizar técnicas alternativas para caracterizar
nanoparticulas, como es la electroforesis capilar (EC), que en
comparacion a las técnicas microscopicas, se identifica por ser
una técnica sencilla, de bajo costo y mas accesible.

Metodologia: En el desarrollo del proyecto se utilizaron
estandares de nanoparticulas metalicas de oro de 5, 50,100, 200,
y 300 nm obtenidos de Sigma®. Para la preparacion de los buffers
se utilizé acido 3- ciclohexamino-1-1-propanosulfonico (CAPS)
proveniente de Sigma®, dodecilsulfato sddico (SDS) procedente
de Promega Corporation. Todos los buffer que se utilizaron fueron
preparados y filtrados con una membrana de 0.2um el dia que se
utilizaron. Las separaciones se realizaron usando el sistema de
Electroforesis Capilar Beckman Coulter Modelo: P/AC MDQ, se
utilizé un capilar de silice fundida recubierto de polimida (didmetro
interno: 75um, longitud: 33.4 cm), al cual se le fabricé una venta
para la deteccidén UV a 12 cm de la salida del capilar. Antes de ser
utilizado, el capilar se tratd con un lavado secuencial de 3 min por
cada una de las soluciones siguientes, Agua desionizada, NaOH
1M, NaOH 0.1M y buffer de corrida, el capilar también se enjuago
con el buffer durante 3 min entre cada solucién. Los experimentos
de electroforesis capilar se realizaron a una temperatura de 25°C
en un modo directo.

Resultados y discusion: Para la caracterizacion de
nanoparticulas metalicas de oro por EC, se implementaron
diversos métodos en los cuales se variaron condiciones como tipo
y concentracion de buffer, concentracion de surfactante y voltaje,
obteniendo mejores resultados utilizando buffer CAPS 10mM, SDS
70mM, un Voltaje de 30 Kv con un tiempo de eyeccién de 60 s a
una longitud de onda de 532 nm.

Utilizando dichas condiciones se obtuvo el electroferograma de la
Figura 1, donde se muestran los tiempos de migracién obtenidos
para los diferentes estandares de nanoparticula de Au, con estos
tiempos se construyé una grafica de tamafio de nanoparticula vs
tiempo, se realizé una regresion lineal obteniendo la ecuacién de
la recta que se muestra en la Figura 2 con un R2? de 0.9926 lo cual
indica que el tiempo de migracién es totalmente dependiente del
tamafio de las mimas, dicha ecuacién puede ser utilizada para
caracterizar tamafios de nanoparticulas que se encuentran en un
intervalo de 5-300 nm.

we  Minutog

Figura 1. Electroferograma mezcla de nanoparticulas de AU estandar de (1) 5nm,
(2) ,(9) m, (4) 200nmyy (5) buffer CAPS 10mM / SDS 70mM (pH
10), a un voltaje de 30 Kv, a 532nm.

Tamario de nanoparticulas vs tiempo de migracion
para método 7 (532 nm)

£ 400

3 300 y=800.41x - 294.82 300
§ 200 R?=0.9926

£ 100 100

g 50

g 0 5

£ 100 0 02 04 06 08
€

e Tiempo de migracién (min)

Figura 2. Grafico del tamafio de nanoparticula vs tiempo de migracién utilizando el
método 7 a una longitud de onda de 532 nm.

Conclusiones: Se lograron implementar diversos métodos para la

caracterizacién de tamafios de nanoparticulas metalicas de oro

mediante la técnica de electroforesis capilar, obteniendo una
curva de calibracion con una R?=0.99 con la cual pueden

caracterizarse tamafios e nanoparticulas en un intervalo de 5-

300nm. Asi mismo se logré visualizar los efectos que tienen

diversas condiciones en los experimentos de EC, obteniendo
mejores resultados utilizando buffer CAPS 10mM, SDS 70mM, un
voltaje de 30 Kv.
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1. INTRODUCCION

1.1 Nanociencia y nanotecnologia

Durante los ultimos afios los términos nanociencia y nanotecnologia han originado gran
relevancia en el ambito cientifico, esto se debe a que la nanotecnologia junto con otras
ciencias se ha convertido en areas prioritarias en el desarrollo cientifico y tecnolégico
actual. La nanociencia estudia todos aquellos fendmenos fisicos o quimicos que ocurren a
una escala nanométrica en la que las propiedades de los materiales difieren
significativamente de las que se pueden observar a gran escala, por su parte la
nanotecnologia se encarga de disefiar, conformar, sintetizar dispositivos 0 materiales a un

nivel nano para usarse de forma préctica.

Nanociencia y nanotecnologia, ciencia basica y ciencia aplicada respectivamente, tienen
su fundamento en el estudio de los fendmenos ocurridos a escala nanométrica y en los
llamados nanomateriales; constituyen un nuevo dominio cientifico que ha surgido para el
disefio, manipulacién, fabricacion y aplicacion de nuevas estructuras y materiales. A
través de ellas se puede comprender la relacion que se tienen entre las propiedades
fisicas y/o quimicas de los materiales y las dimensiones de los mismos (Dominguez S.
2011). Para comprender y tener una vision del mundo a escala nanométrica podemos

visualizar la Figura 1.
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Hablar de nandmetros, es hablar de tamafios de moléculas muy pequefias, a escala del
tamafio de virus 0 del tamafio del ADN, donde también encontramos las llamadas

nanoparticulas.

1.2 Nanoparticulas

Las nanoparticulas se definen como particulas cuyo tamafio es menor a 0.1um (100nm),
poseen propiedades interesantes con aplicaciones en diversas areas tecnologicas
(Dominguez S. 2011). El conocimiento de todas estas propiedades ha hecho posible la
aplicacion nanoparticulas en diferentes areas, actualmente, se han logrado grandes
avances sobre el conocimiento de las nanoparticulas y sus funciones, se han desarrollado
diversos métodos de sintesis quimicos y fisicos con la finalidad de poder disefiar sus
dimensiones, forma, composicién, y modificadores de superficie, con esto controlar su
comportamiento frente a diversos estimulos (radiacién electromagnética o reactividad
quimica, entre otros). A medida que la dimensién de las nanoparticulas se reduce, los
efectos de tamafio y de superficie son cada vez mas notables e importantes, se ha
determinado que mientras mas pequefia sea una nanoparticula atrae un confinamiento
mayor de electrones, teniendo mayores propiedades magnéticas y de conduccion
eléctrica, también al ser mas pequefias incrementan su area superficial incrementando
su energia libre superficial, afectando propiedades como temperatura de fusion y
reactividad quimica. Por otra parte, la absorcion 6ptica en la nanoparticulas se modifica, y
se puede modular dependiendo de las caracteristicas de la nanoparticula (tamafio,
composicion, etc.). El conocimiento de este tipo de propiedades y caracteristicas ha
hecho posible la aplicacion de nanoparticulas en diversas areas como medicina, textil,

electrénica, higiene, cosmetologia, telecomunicaciones, etc.

Dependiendo del origen de las nanoparticulas pueden clasificarse en: nanoparticulas

ceramicas, poliméricas o metalicas.

1.2.1 Nanoparticulas metalicas

Las nanoparticulas metélicas han fascinado al mundo cientificos durante mas de un siglo
y son ahora muy utilizadas en las ciencias biomédicas y la ingenieria. Son de gran interés
debido a su enorme potencial en la nanotecnologia. Actualmente las nanoparticulas
metdlicas pueden ser sintetizados y modificados con diversos grupos funcionales
quimicos que les permiten ser conjugados con anticuerpos, ligandos, y farmacos de

interés, abriendo asi una amplia gama de potenciales aplicaciones en la biotecnologia, y
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medicina, sobre todo en el diagnéstico de enfermedades. Las nanoparticulas metalicas se
caracterizan por exhibir excelentes propiedades fisicas, quimicas y bioldgicas, que son
totalmente dependientes a su tamafio nanométrico. Metales como oro, plata, paladio,
hierro, titanio, bismuto, cobre entre otros, han sido empleados para fabricar
nanoparticulas de diversas formas y tamafos (Gardufio M. 2011).

1.2.2 Nanoparticulas metalicas de oro

Las nanoparticulas metélicas de oro presentan un extraordinario potencial como agentes
fototerapéutico en el tratamiento del cancer, la elaboraciobn de nanoestructuras,
componentes electronicos, vectorizacion de farmacos y moléculas terapéuticas, asi como
también se emplean en terapia génica como vehiculos de plasmidos, DNA, RNA etc. El
uso de oro con fines terapéuticos se remota a la antigiiedad desde el manejo de oro
coloidal en China en 2500 A.C., en el siglo XVI fue utilizado para tratar epilepsia y en el
siglo XIX data que se utilizo para tratar la sifilis. Robert Koch descubrié su efecto como
bacteriostéatico (Algadi S., Remufian C. 2009)

Las nanoparticulas de oro pueden ser facilmente funcionalizadas con amplios ligandos
anticuerpos, polimeros, sondas de diagnostico, farmacos, material genético, etc. (Figura
2), y producidas con distintos tamafios y formas, una de las ventajas que tiene sobre las
demas particulas, es que pueden ser facilmente preparadas, y se pueden obtener

diferentes tamafios entrel nmy 150 nm.

Luz IR Calentamiento

Isotopo
de PET

Farmaco

Anticuerpo 2

e

Cubierta

Anticuerpo

polimérica

Figura 2. Nanoparticula de oro funcionalizada
(Algadi S., Remufian C. 2009)




La gama de aplicaciones de las nanoparticulas de oro estan creciendo rapidamente,
principalmente en el &rea terapéutica y de diagnostico (Figura 3), también se encuentran

aplicaciones en otras areas como:

Terapia ‘Ei!

genica

‘\" Liberacion

de farmacos

Terapia

fototérmica
L, Vectorizacion

de farmacos

Figura 3. Principales aplicaciones terapéuticas de nanoparticulas de oro
(Algadi S., Remufian C. 2009)

Electronica: Se han disefiado nanoparticulas de oro para su uso como conductores y

conectores en chips electrénicos.

Terapia fotodinamica: Cuando las nanoparticulas de oro son irradiadas con luz infrarroja
se excitan y producen calor, esta propiedad ha sido utilizada para erradicar tumores,
cuando se irradia un tumor con nanoparticulas de oro, las nanoparticulas se calientan
rapidamente matando las células tumorales, este tratamiento se conoce como terapia

hipertérmica.

Farmaco de entrega: Las nanoparticulas pueden funcionalizarse con farmacos,

modificando propiedades superficie.

Sensores: Las nanoparticulas de oro se utilizan en gran variedad de sensores, para medir

energias de vibracién de enlaces quimicos 6 deteccion de proteinas.

Sondas: Las nanoparticulas de oro dispersan la luz produciendo una gran variedad de
colores. Estos colores se utilizan para la obtencibn de imagenes en microscopia

electrénica.




Diagnostico: Las nanoparticulas de oro también se utilizan para detectar biomarcadores

en el diagnostico de las enfermedades del corazén y cancer.

Catalisis: Las nanoparticulas de oro se utilizan como catalizadores en gran numero de

reacciones quimicas.

Es de suma importancia caracterizar todas las propiedades posibles de dichas
nanoparticulas, para lo cual se hace uso de muchas técnicas especializadas, que

ocasiones suelen ser de elevado costo, y de dificil acceso para todos los investigadores.

1.3 Caracterizacion de nanoparticulas
Se pueden caracterizar diversas propiedades de las nanoparticulas como lo son:
v' Propiedades quimicas.

v' Propiedades superficiales.

v" Tamafo y morfologia.

1.3.1 Caracterizacion microscopica de nanoparticulas

Como se ha mencionado, una de las caracteristicas principales de las nanoparticulas es
su tamafio ya que muchas otras propiedades fisico-quimicas son dependientes del
mismo, dichas propiedades pueden conferir a las nanoparticulas diversas aplicaciones,
como las que se han mencionado anteriormente, por ello es de suma importancia realizar
una caracterizacion fisica de tamafio puesto que con base a su tamafio se definen sus
aplicaciones, actualmente existe una gran variedad de técnicas microscépicas para la
caracterizacibn de nanoparticulas, entre las cuales se encuentran la microscopia
electronica de transmision (TEM), la microcopia de barrido tanel (SEM), microscopia de
fuerza atomica (AFM), cada una de estas técnicas presenta ventajas y desventajas

respectivamente, pero tienen en comuan ser técnicas altamente costosas y muy complejas.

1.3.1.1 Microscopia electronica de Transmision TEM (Transmission Electron

Microscopy)

Esta técnica permite determinar el tamafio, forma, estructura de las nanoparticulas a
través de la difraccion de electrones (Aguilar M. 2009). En un microscopio electrénico de
transmision, un haz de electrones es dirigido hacia la superficie de una muestra, los

electrones penetran la muestra, son dispersados a medida que la atraviesan y son




enfocados por la lente objetivo, para ser amplificados por la lente magnificadora y
finalmente la imagen deseada es producida. Pueden ser obtenidas dos tipos de imagen
de campo oscuro y de campo claro. Las imagenes en campo claro son producidas por los
electrones que se propagan a través de la muestra. Por otro lado en el campo oscuro la
imagen es producto de los electrones difractados. En equipos de alta resolucion se
pueden obtener resoluciones de 0.1 nm o0 menos. La imagen es formada de los electrones
que se transmiten a través del material analizado. Los patrones de la difraccion de
electrones permiten determinar las constantes de redes de las particulas lo que ayuda a la
identificacion de la muestra. La preparacion de las muestras para su observacién en TEM,
cosiste en realizar una dispersion de las nanoparticulas en un solvente y dejarlas secar

sobre una rejilla de cobre con recubrimiento de carbono.

1.3.1.2 Microscopia Electrénica de Barrido SEM (Scanning Electro Microscopy)

Esta técnica permite obtener una caracterizacion detallada de las nanoparticulas, en la
SEM, un haz de electrones se hace incidir sobre la muestra, éstos interactian con los
atomos de la misma. A medida que los electrones penetran en la superficie ocurre una
serie de interacciones que dan como resultado la emisién de electrones y fotones a la
superficie. Los electrones emitidos son acopiados por los detectores correspondientes,
produciendo una imagen en un tubo de rayos catédicos, cada punto donde el haz de
electrones golpea la muestra se asigna directamente al punto que le corresponde en la
pantalla (Gardufio M. 2011).

Se pueden obtener dos tipos de imagenes: imagenes de electrones secundarios e
imagenes de electrones retrodispersados. Cuando el haz de electrones y los atomos
interactdan, estos Ultimos emiten los llamados electrones secundarios, a los electrones
del haz que colisionan con los atomos de la muestra y son reflejados se les conoce como
electrones retrodispersados. La intensidad de emisién de los electrones secundarios y los
retrosipersados depende del angulo entre el haz de electrones y la superficie de la
muestra, lo cual permite a los respectivos detectores leer la topografia de muestra. Los
electrones secundarios permiten ver una imagen tridimensional mientras que los
electrones retrodispersados revelan una imagen por contraste de la composicién quimica
de la muestra (Osorio C., 2011).

1.3.1.3 Microscopia de Fuerza Atomica AFM (Atomic Force Microscopy)

En la AFM se monitorea la superficie de la muestra con una punta, las fuerzas entre la

punta y la muestra (fuerza de Van der Waals) producen una deflexion, un detector mide la
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deflexion generando una micrografia de la superficie. EIl AFM puede operarse en dos
modos: de contacto y no contacto, en el primer modo la punta se mantiene a pocos
angstroms de la superficie de la muestra y la fuerza interatbmica entre la muestra y la
punta es repulsiva, para el segundo la punta se mantiene a decenas de angstroms de la
superficie de la muestra y la fuerza interatomica entre la punta y la muestra es atractiva
(Reséndiz M, 2005).

1.3.2 Técnicas alternativas para caracterizacion fisica de nanoparticulas

Las técnicas microscopicas que se utilizan para caracterizar nanoparticulas son un tanto
complejas y requieren el uso de equipos especializados lo cual las hace muy costosas, sin
embargo se ha propuesto utilizar técnicas alternativas para caracterizar nanoparticulas,

como lo es la electroforesis capilar (EC).

1.3.2.1 Electroforesis Capilar EC

La electroforesis es una utilizada para separar moléculas, permitiendo identificarlas y
cuantificarlas. El principio de esta técnica, estd basado en el desplazamiento de
sustancias cargadas bajo un campo eléctrico por lo que la electroforesis capilar se puede
definir como un método de separacidén de especies eléctricamente cargadas en solucion,
bajo la influencia de un campo eléctrico (Figura 4).

Anodo (+)

Superficie del
capilar (Si-0)

Potencial zetag

Crosor de la doble capa'(nm)
(IR

Capa Capa
fija  movil

Figura 4. Método de separacion por electroforesis capilar
(Chopin D. 2012)




Recubrimiento
de polimida
(espesor 15
micrometros)

Silice fundida
(diametro 330
micrometros)

Abertura
(diametro 25-75
micrometros)

ORDENADOR MINUTOS
(Adquisicion y
DETECTOR pr iento de datos) |3

ELECTROFEROGRAMA

SECCION TRANVERSAL
DEL CAPILAR

SISTEMA DE TERMOSTIZACION

DEL CAPILAR
CAPILAR
FUENTE DE ALTO
VOLTAJE
@\ /vo
ELECTRODO ELECTRODO
Buffer/Muestra Buffer/Muestra

Figura 5. Sistema general de electroforesis capilar

La instrumentacion habitual de un equipo de electroforesis capilar esta representada
graficamente en la Figura 5. El equipo cuenta con una fuente de alto voltaje (normalmente,
de 0 a 30 Kv), un capilar de silice fundida, dos viales para el buffer de separacién donde
son introducidos los extremos del capilar y los electrodos de platino que se encuentran
debidamente conectados a la fuente de alto voltaje. El mantenimiento de la temperatura
del capilar durante un experimento es clave por lo que los equipos de electroforesis
capilar también poseen un sistema de termostizacion el cual consiste en hacer circular un
anticongelante en la superficie del capilar para evitar su calentamiento; el equipo también
cuenta con un detector UV, el cual detecta la migracion de las particulas, y finalmente

posee un ordenador que procesa los datos para su posterior analisis.

Una de las partes mas importantes del equipo es el capilar, el capilar es un tubo de silice
fundida con un diametro interno de entre 25 a 75 um y un diametro externo de 200 a 500
um. La silice fundida es muy fragil, por lo que se encuentra recubiertos de polimida,
excepto en la parte de la ventana donde incide luz el detector. La silice presenta muy

buenas propiedades para la EC, principalmente por ser transparente a la luz UV-visible, lo




gue permite la deteccidon en columna con sistemas de deteccion espectrofotométricos.
Ademas, el pequefio espesor de la pared permite la disipacion del calor generado por el
efecto Joule.

Los capilares de silice fundida presentan la caracteristica de que en su pared interna,
cuando estd en contacto con buffers acuosos con pHs superiores a 2,5, se originan
cargas hegativas debidas a la ionizacion de los silanoles de la silice confiriendo una carga
negativa neta a la pared del capilar. El grado de ionizacién de los grupos silanoles de la
pared del capilar es funcion del pH del tampén presente en su interior. La ionizacién de la
pared del capilar hace que los contraiones presentes en el buffer se acumulen en la
superficie interna del capilar, provocando un exceso de cargas positivas en la pared
respecto de las que existen en las zonas interiores del capilar, dando lugar a una doble
capa eléctrica (Figura 4). Esta doble capa consiste en una zona compacta en la que la
interaccion entre los contraiones y los silanoles del capilar es muy fuerte. Mas alla de
esta zona compacta las interacciones son mas débiles y se genera la llamada zona
difusa. Bajo la accién de un campo eléctrico, esta acumulaciéon de cargas positivas en las
cercanias de las paredes del capilar se mueve hacia el catodo, arrastrando el agua de
solvatacion asociada y creando un movimiento global del buffer, que se denomina flujo
electroosmoético (FEO) (Castagnino J. 2000).

Un beneficio del FEO es ocasionar un movimiento en todas las direcciones, prescindiendo
de la carga, en la misma direccién. En condiciones normales la superficie del capilar esta
cargada negativamente, por lo que el flujo va de anodo a catodo. Los cationes fluyen
hacia el catodo dependiendo de la magnitud del flujo. Por otra parte los aniones trataran
de migrar hacia el anodo pero si el FEO es mayor a su movilidad electroforética pueden
ser arrastrados hacia el catodo. De esta manera los cationes, neutrones y aniones,
pueden ser separados y analizados en una corrida, ya que todos migran en la misma
direccion. (Ramirez A. 2012).

En un experimento de electroforesis capilar el capilar es llenado con un buffer de pH
definido; posteriormente la muestra se introduce al capilar. Se forja un alto voltaje en el
capilar y asi por el campo eléctrico generado, los componentes de la muestra migran a
través del capilar a diferentes velocidades dependiendo de su movilidad electroforética,

que esta determinada por la fuerza del campo eléctrico y la carga del analito, sin embargo




esta movilidad disminuye conforme aumentan las fuerzas de friccibn como son la

viscosidad del buffer y el radio de los analitos.

En la ventana del capilar la sefial es detectada mediante detectores de UV /vis de alta
sensibilidad reproduciendo un electroferograma, donde el componente mas rapido en
migrar sera el primero en observarse, asi sucesivamente hasta el mas lento. La
separacion por electroforesis esta basada en la diferencia de velocidad de los solutos en
un campo eléctrico. Los picos del electroferograma se generan como consecuencia de la

concentracion de analitos y de su velocidad de migracién. (Castillo, A. & Duarte, M. 2008).

Normalmente, la inyeccion de la muestra se realiza en el extremo del capilar mas alejado
del punto de deteccién. Para ello, se sustituye el vial que contiene el tampdn de
separacion por otro vial con la muestra en disolucion. En ese momento, y durante un
tiempo establecido, se aplica una presiéon (inyeccion hidrodindmica). Con lo cual una
alicuota de la muestra entra en el capilar. Por otro lado, el voltaje de separacion, una vez
inyectada la muestra, suele aplicarse en el modo denominado polaridad normal, es decir,
el anodo en el vial de separaciébn mas alejado del detector y el catodo en el vial de
separacion mas cercano al detector. En las ocasiones en que sea necesario, también se

puede aplicar voltaje en polaridad inversa. (Aguirre L. 2006).

Para realizar un experimento por EC, se deben tener en cuenta todas las posibles
variantes a utilizar, principalmente el tipo de buffer, pH, voltaje de separacioén, tiempo de
inyeccion, temperatura; la seleccion de un pardmetro u otro puede tener diversos efectos

en el experimento.

2. JUSTIFICACION

Las propiedades y aplicaciones de las nanoparticulas metélicas de oro son dependientes
de su tamafio, los métodos que se ocupan para su caracterizacion fisica son demasiados
costosos y muy especializados, lo que los hace poco accesibles para todos los

investigadores.

Por lo que se busca implementar técnicas alternativas, mas sencillas y accesibles para la

caracterizacion de nanoparticulas metélicas de oro, como es la electroforesis capilar.
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3. OBJETIVOS

a. General

* Implementar métodos sencillos y accesibles para caracterizar tamafios de
nanoparticulas metélicas de oro por medio de la medicibn de sus propiedades

fisicas utilizando EC.

b. Especificos

» Construir por EC curvas de calibracion de tamafios de nanoparticulas metalicas de
oro dependiendo de su tiempo de migracion.

+ Establecer las condiciones éptimas como la seleccion de buffer, pH, voltaje y
longitud de onda para la caracterizacion de nanoparticulas metalicas de oro
mediante EC.

4. METODOLOGIA
4.1 Material

En el desarrollo del proyecto se utilizaron estandares de nanoparticulas metélicas de oro
de 5, 50,100, 200, y 300 nm obtenidos de Sigma®.

Para la preparacion de los buffers se utilizé acido 3- ciclohexamino-1-1-propanosulfonico
(CAPS) proveniente de Sigma®, dodecilsulfato sédico (SDS) fue procedente de Promega
Corporation, los buffers de boratos y fosfatos asi como las clicodextrina ay Y que fueron
adquiridas del departamento de farmacologia de UPIBI. Para preparar los buffers se
utilizé agua desionizada. Todos los buffer que se utilizaron fueron preparados y filtrados

con una membrana de 0.2um el dia que se utilizaron.
4.2 Equipo

Todas las separaciones se realizaron usando el sistema de Electroforesis Capilar
Beckman Coulter Modelo: P/AC MDQ, se utilizé un capilar de silice fundida recubierto de
polimida (diametro interno: 75um, longitud: 33.4 cm), al cual se le fabric6 una venta para

la deteccion UV a 12 cm de la salida del capilar. Antes de ser utilizado, el capilar se trato
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con un lavado secuencial de 3 min por cada una de las soluciones siguientes, Agua
desionizada, NaOH 1M, NaOH 0.1M y buffer de corrida, el capilar también se enjuago
con el buffer durante 3 min entre cada solucion. Los experimentos de electroforesis capilar
se realizaron a una temperatura de 25°C en un modo directo, utilizando diferentes
métodos, (Tabla 1) en los cuales se variaron las condiciones de separacion como buffer,
voltaje, tiempo de eyeccion y longitud de onda.

Antes de realizar la separacion por electroforesis capilar, las nanoparticulas de oro fueron
sonicadas durante 10 min utilizando el limpiador ultrasénico Auto sciencie® modelo
AS3120B.

Para medir el pH de los buffers se utilizé un potencidmetro Orion Research Incorporated
modelo 611.

Para la deteccion de las nanoparticulas de oro se utilizaron diferentes longitudes de onda,
530, 532, 210, 230 nm, las cuales fueron elegidas por medio de la realizacion de un
barrido de cada muestra en un espectrofotdmetro Cintra 10, también se realizé un barrido

en el equipo de electroforesis capilar Beckman Coulter Modelo: P/AC MDQ.
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Tabla 1

Métodos propuestos para caracterizar nanoparticulas metalicas de oro por Electroforesis Capilar

Condiciones

de Método Método Método Meétodo Método Metodo Meétodo Método Método
- 1 2 3 4 ) 6 7 8 9
separacion
Fosfatos | Boratos | CAPS CAPS CAPS CAPS CAPS féb‘nl?l\s/l féb‘nfl\s/l
10mM 10mM 10mM 10mM 10mM 5mM 10mM Ciclod " Ciclod "
Buffer SDS | sSpbs | sbs | spbs | spbs | sps | sps | “iclodextrina ) Ciclodextrina
40mM 40mM 40mM 70mM 70mM 70mM 70mM 70?nM 70:1M
pH 7 pH9 pH10 | pH10 | pH10 | pH10 | pH10 pH 10 pH 10
Voltaje 25 Kv 25 Kv 25 Kv 25 Kv 25 Kv 25 Kv 30 Kv 25 Kv 25 Kv
Tiempo de
eyeccion 30s 30s 30s 30s 60 s 60s 60 s 60 s 60 s
Longitud de
210 nm 210 nm
onda 520nm | 520 nm | 240 nm {530 nm | 530 nm | 210nm | 532 nm 530 nm 530 nm
Temperatura 25°C 25°C 25°C 25°C 25°C 25°C 25°C 25°C 25°C
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5. RESULTADOS
5.1 Determinacion de la longitud de onda

Para realizar la caracterizacion de nanoparticulas por Electroforesis Capilar se debe
seleccionar una longitud de onda adecuada en la cual estas puedan ser detectadas en el
respectivo andlisis; para poder establecer las longitudes de onda, a cada uno de los
estandares se les realizo un barrido de 200-600 nm con un espectrofotdmetro (Figura
6Figura 7Figura 8Figura 9Figura 10), asi como también se realizo un barrido de la mezcla de

los estandares en el equipo de electroforesis capilar (Figura 11).

<

s
Lvd e o ligiliinds

" il
I !’lﬁ_’l?w,"',~ .

’ .~\\

N : e H e 3 z 2 T : ) B H
Al 1|1||u|||nuluulAluhnnlunlunllullnu'u“l1||‘
- -

LA WAL AL L L L A L A A ) L A R L L i
..... P

e MR NN WM RN W W e -
-

Figura 6. Barrido de espectro UV (200- 600 nm) para estandar nanoparticulas 5 nm
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Figura 7. Barrido de espectro UV (200- 600 nm) para estandar nanoparticulas 50 nm
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Figura 8. Barrido de espectro UV (200- 600 nm) para estandar nanoparticulas 100 nm
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Barrido de espectro UV (200- 600 nm) para estandar nanoparticulas 200 nm
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Figura 10. Barrido de espectro UV (200- 600 nm) para estandar nanoparticulas 300 nm

En las Figura 7Figura 8Figura 9Figura 10, se puede observar que para todos los estandares
(5, 50,100, 200, 300 nm) la absorbancia tiene un comportamiento similar, ya que estos
absorben alrededor de 200 y 500 nm, también se observa que entre mayor sea el tamafio
de nanoparticula tienen una absorbancia menor porque los picos disminuyen
considerablemente en comparacion con el tamafio de nanoparticula mas pequefio (5 nm),
lo cual indica que la concentracion de nanoparticulas es menor para los estandares de

nanoparticulas mas grandes.
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Figura 11. Barrido de espectro UV (400-600 nm) en EC para mezcla de nanoparticulas 5, 50,
100, 200 y 300 nm

En la Figura 11 se observa que las nanoparticulas tienen mayor absorbancia alrededor de
los 530 nm. Retomando los resultados obtenidos con el espectrofotometro y con el equipo
EC, se lleg6 a la conclusion de utilizar longitudes de onda entre 200 y 500 nm, siendo
estas las seleccionadas 210, 240, 520, 530, 532 nm.
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5.2 Métodos probados

Para llevar a cabo la caracterizacion de las nanoparticulas metalicas de oro aplicando la
técnica de electroforesis capilar, se implementaron los métodos antes mencibnanos
(Tabla 1), con el fin de visualizar el efecto de el tipo de buffer, la concentracién de
surfactante, concentracion de buffer, voltaje y tiempo de eyeccion de la muestra, se
hicieron variaciones de estos parametros, para asi seleccionar las condiciones optimas

para la caracterizacion de las nanoparticulas de oro, por electroforesis capilar.

5.2.1 Método 1

En la Tabla 2, se observa las condiciones utilizadas para el método 1, mientras que en la
Figura 12 se observan los electroferogramas obtenidos para el estandar de 100 nm
aplicando el método mencionado, los tres electroferogramas corresponden a la misma
muestra leida tres veces consecutivas a las mismas condiciones.

Tabla 2

Condiciones de método 1 para la identificacién por EC de
nanoparticulas metélicas de Au estandar 100 nm

Fosfatos 10mM

Buffer SDS 40mM
pH 7
Voltaje 25 Kv
Tiempo de eyeccién 30s
Longitud de onda 520 nm
Temperatura 25°C
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Figura 12. Electroferogramas de estandar 100nm Au buffer fosfatos 10mM / SDS 40mM (pH
7), aun voltaje de 25 Kv a 520 nm, los tres electroferogramas corresponden a la misma
muestra (método 1)

Como se puede notar en la Figura 12, los resultados obtenidos no son reproducibles, se
obtienen diferentes tiempos de migracién para una misma muestra, ademas de que no se
observa solo un pico, si no, varios en cada corrida, por lo que no se puede evidenciar cual
de todos ellos corresponde a la muestra, en este método se trato de visualizar el efecto
del buffer de fosfatos en la separacion, pero debido a las variaciones obtenidas se decidié
probar con otro buffer.
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5.2.2 Método 2

Para el método dos, se trato de visualizar el efecto de otro buffer, el buffer de boratos, la

Tabla 3 muestra las condiciones utilizadas para dicho método, en la Figura 13 se observa

los electroferogramas obtenidos para la muestra estdndar de 100 nm, ambos

electroferogramas corresponden a la misma muestra leida a las mismas condiciones.
Tabla 3

Condiciones de método 2 para la identificacién por EC de
nanoparticulas metéalicas de Au estandar 100 nm

Condiciones de separacioén Método 2

Boratos 10mM
Buffer SDS 40mM

pH 9

Voltaje 25 Kv
Tiempo de eyeccidn 30s

Longitud de onda 520 nm
Temperatura 25°C

Minutos

Figura 13. Electroferogramas de estandar 100 nm Au buffer boratos 10mM / SDS 40mM (pH
9), a un voltaje de 25 Kv a 520 nm, los dos electroferogramas corresponden ala misma
muestra (método 2)
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Como se aprecia, con el uso de este método los picos arrojados por el electroferograma
salen disparados hacia abajo, en los experimentos de electroforesis es comun que las
muestras de tipo metalicas arrojen este tipo de lecturas, sin embargo se vuelven a tener
resultados que no son confiables, debido que no representan o tienen alguna légica, por

lo que se decide usar otro buffer.

5.2.3 Método 3

En este método se hace uso del buffer CAPS, segun reportes (Liu F., Lin Y. et al. 2004),
es uno de los buffers mas utilizados en la separacion por electroforesis capilar, en la
Tabla 4 se observan las condiciones utilizadas para el método 3, mientras que en la Figura
14 se muestran los electroferogramas obtenidos con dicho método para los estandares de
5,50y 100 nm.

Tabla 4

Condiciones de método 3 para la identificacién por EC de
nanoparticulas metdlicas de Au estandar 5, 50, 100 nm

CAPS 10mM
Buffer SDS 40mM
pH 10
Voltaje 25 Kv
Tiempo de eyeccidén 30s
Longitud de onda 240 nm
Temperatura 25°C
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Figura 14. Electroferogramas de estandar (1)5 nm, (2)50 nm, (3)100 nm Au buffer CAPS
10mM / SDS 40mM (pH 10), a un voltaje de 25 Kv a 240 nm (método 3)

En los tres electroferogramas obtenidos (Figura 14) se visualiza mas de un pico de
absorcion, para medir el tiempo de migracién de las nanoparticulas (Tabla 5) solo se
considero el pico méas alto dando por hecho que los demdas picos representan
interferencias, este electroferograma muestra que existe una correlacion entre el tamafio
de la nanoparticula y su tiempo de migracion.

Tabla 5

Tiempo de migracidon para estandares de nanoparticulas de 5, 50 y 100 nm a una
longitud de onda de 240 nm aplicando el método 3

5nm 0.92 min
50 nm 8.7 min y = 6.4568x - 2.6139
100 nm 15.6 min R2 =0.9958
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de migracion para método 3 (240 nm)
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Figura 15. Grafico del tamafio de nanoparticula vs tiempo de migracion utilizando el método
3

Para los tiempos de migracion (Tabla 5) se obtuvo que entre mas pequefio es el tamafio
de la nanoparticula, menos tiempo tarda en ser detectada, en teoria se espera tener una
correlacion lineal entre el tiempo de migracién y tamafio de nanoparticula, se hizo una
regresion lineal de los tiempos obtenidos, teniendo como resultado una R= 0.99 (Figura
15), lo que indica que el tiempo de migracion es totalmente dependientes del tamafios de
la nanoparticula, utilizando este método y la ecuacion de la recta obtenida se pueden
caracterizar nanoparticulas que tengan un tamafio entre 5y 100 nm.

Sin embargo los tiempos de deteccibn que se obtuvieron con este método son
relativamente largos (15 min), por lo que se decidi6 optimizar el método variando la

concentracion de CAPS y SDS para obtener un tiempo menor, y mejores resultados.
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5.2.4 Método 4

Para este método se vario la concentracion del surfactante utilizada en el método 3 de
40mM a 70mM, también se leyeron las muestras a dos longitudes de onda, la Tabla 6
muestra las condiciones utilizadas para esté método, asi como la Figura 16 muestra los
electroferogramas obtenidos.

Tabla 6

Condiciones de método 4 para la identificacién por EC de
nanoparticulas metélicas de Au estandar 200y 300 nm

Condiciones de separacion Método 4

CAPS 10mM
Buffer SDS 70mM
pH 10
Voltaje 25 Kv
Tiempo de eyeccion 30s
Longitud de onda 530 nm
Temperatura 25°C

0.6 Fo.6

PDA- 210nm PDA- 530nm

0.57 [0.5

0.47

0.3
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0.2

0.1

0.0

Minutos
Figura 16. Electroferogramas de mezcla de nanoparticulas de Au estandar de (1)100 nm y
) , buffer CAPS 10mM / SDS 70mM (pH 10), a un voltaje de 25 Kv a (a) 210 nm y (b)

530 nm (método 4)
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En este experimento se utiliz6 una mezcla de los estdndares de nanoparticulas de 100 y
200 nm con el fin de visualizar si el tiempo de migracién respecto al obtenido en el método
3 para las nanoparticulas de 100 nm disminuia, se leyeron a las longitudes de onda de
210y 530 nm, para ver el efecto de absorcién en ambas.

Tabla 7

Tiempo de migracion para estdndares de nanoparticulas de 100 y

200 nm a una longitud de onda de 210 y 530 nm aplicando el
método 4

Nano particulas : Tiempo i : T‘ef*lp° i
migracion 210 nm migracion 530 nm
100 nm 0.78 min 0.76 min
200 nm 1.43 min 1.38 min

Respecto a los tiempos de migracion que se obtuvieron (Tabla 7), se nota que
principalmente el tiempo de migracion para las nanoparticulas de 100 nm es mucho
menor comparado con el método 3 (hasta 15 veces menor), la disminucién del tiempo de
migracién se le atribuye a la concentracion del surfactante SDS, estudios han reportado
(Liu F., Wei G. 2003), que la concentracion de SDS tiene gran influencia en la movilidad
electroforética, al incrementar la concentracion de surfactante la movilidad electroforética
incrementa, es decir, la velocidad de la nanoparticula a través del campo eléctrico
aplicado, es mayor, este fendbmeno ocurre por la interaccién hidr6foba que existe entre la
superficie de las nanoparticulas de oro y el SDS ya que induce a un incremento en la
carga de las nanoparticulas por la capa protectora que forma alrededor de ellas, asi que
la carga eléctrica que posean las nanoparticulas serd dependiente del nimero de
moléculas de SDS asociadas a las mismas, afectando la movilidad electroforética ya que
esta es dependiente de la carga y tamafio de los analitos, a concentraciones altas de
tensoactivos la relacion carga tamafio es mayor que a concentraciones bajas, por lo tanto
la movilidad electroforética es mayor a concentraciones altas de tensoactivo.

En cuanto a las longitudes de onda, existe poca variacion en el tiempo de migracién entre
ambos electroferogramas, pero los picos obtenidos con la longitud de 530 nm, son mucho
mas grandes y mejor definidos comparados con los obtenidos a una longitud de onda de
210 nm.
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5.2.5 Método 5

Para este método se utilizaron condiciones similares al método anterior sélo se vario el
tiempo de eyeccién de la muestra al doble de 30s a 60s (Tabla 8), para ver el efecto de
este parametro en los electroferogramas, en este experimento se utilizé6 una mezcla de 4
nanoparticulas 100, 200 y 300nm. La Figura 17 nos muestra el electroferograma obtenido
con este método.

Tabla 8

Condiciones de método 5 para la identificacion por EC de
nanoparticulas metélicas de Au estandar 100, 200y 300 nm

' Condiciones de separacion Método 6

CAPS 10mM
Buffer SDS 70mM
pH 10
Voltaje 25 Kv
Tiempo de eyeccion 60 s
Longitud de onda 530 nm
Temperatura 25°C
0.1007 !\ l [0.100
|
. (‘ ﬂ :
=] ,;;,\J \ 7 / \ — RS
0,000 T k = : oo

-0.050

Minutos

Figura 17. Electroferograma mezcla de nanoparticulas de Au estandar de (1)100 nm, (2)

Y (9)

, buffer CAPS 10mM / SDS 70mM (pH 10), a un voltaje de 25 Kv a 530 nm
(método 5)
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En la Figura 17 se aprecian los picos obtenidos para cada una de las nanoparticulas en la
muestra, siendo la de menor tiempo en migrar la de menor tamafo.
Tabla 9

Tiempo de migracidon para estandares de nanoparticulas de 100, 200y 300 nm a una
longitud de onda de 530 nm aplicando el método 5

Nanoparticulas Tiempo de migracion Modelamiento matematico

100 nm OV y = 77.669x + 63.043
200 nm 1.37 min R2=0.9243
300 nm 3.15 min '

Tamano de nanoparticulas vs tiempo
de migracion para método 5 (530 nm)
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Figura 18. Grafico del tamafio de nanoparticula vs tiempo de migracién utilizando el método
5

En los resultados obtenidos para el tiempo de migracién de las nanoparticulas (Tabla 9)
de 100 y 200 nm, no se tiene mucha variacion respecto al método anterior lo que podria
decir que el tiempo de eyeccion no afecta considerablemente en el tiempo de migracion,
sin embargo para las nanoparticulas de 300 nm no se obtuvo un pico bien definido y se
tiene un tiempo muy desplazado, se esperaria una correlacién mas lineal y proporcional
por que los tamafios aumentan en tamafio 100 veces, al realizar la linealizacion (Figura 18)
se obtuvo una R= 0.92, nos dice que los resultados obtenidos tienen relacion aunque

esperariamos un R mas cercana a 1.
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5.2.6 Método 6

Para este método lo que se pretendio fue visualizar el efecto de la concentracion de del

buffer CAPS, en comparacién con los métodos anteriores ellos cuales se utilizdé buffer

CAPS, se disminuyd la concentracion de este en un 50%, de 10mM a 5mM (Tabla 10).
Tabla 10

Condiciones de método 6 para la identificacién por EC de
nanoparticulas metélicas de Au estandar 100, 200y 300 nm

Condiciones de separacion Método 6
' CAPS 5mM
Buffer SDS 70mM
pH 10
Voltaje 25 Kv
Tiempo de eyeccion 60 s
Longitud de onda 530 nm
Temperatura 25°C

La Figura 19 nos muestra el electroferograma de una mezcla de estandar de
nanoparticulas de 100, 200 y 300 nm obtenido para el método 6, los tiempos de migracién

que se obtuvieron (Tabla 11), no varian tanto respecto a los métodos anteriores.
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Figura 19. Electroferograma mezcla de nanoparticulas de Au estandar de (1) , (2)200
nm y (3)300 nm, buffer CAPS 5mM / SDS 70mM (pH 10), a un voltaje de 25 Kv a 530nm
(método 6)
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Tabla 11

Tiempo de migracién para estandares de nanoparticulas de 100, 200y 300 nm a
una longitud de onda de 530 nm aplicando el método 6

Tiempo de migracion Modelamiento matematico
100 nm 0.76 min y = 137.67x - 1.9115
200 nm 1.43 min R2=0.9981
300 nm 2.21 min

Los datos obtenidos para el tiempo de migracidon poseen una correlacién tipo lineal ya que
arrojaron un R? de 0.99 (Figura 20), sin embargo los picos obtenidos en el
electroferograma no se encuentran bien definidos lo que se le atribuye a la concentracién
del buffer, diversas investigaciones (Liu F., Tieh-Chi Chu et al. 2007) mencionan que la
concentracion de buffer tiene efectos significantes en la separacion por electroforesis
capilar ya que influye en el movimiento electroforético, el calentamiento del capilar, la
fuerza idnica, viscosidad del analito y en la corriente producida en el capilar, se reporta
gue a bajas concentraciones de buffer los picos se hacen mas anchos, y a altas
concentraciones se obtienen picos méas definidos debido a que existe una mayor
generacion de corriente que conlleva a que las nanoparticulas migren mas rapidamente,
la movilidad electroforética es dependiente de la concentracion de buffer, sin embargo en
los resultados obtenidos(Tabla 11) se visualiza un tiempo menor de migracién respecto al
método anterior para los estandares de 100 y 300nm(Tabla 9), no obstante estos tiempos
no son confiables, ya que los picos en el electroferograma no se encuentran bien
definidos lo que hace dificil identificar donde comienzan a aparecer los picos en el
electroferograma, por lo cual se decide utilizar una concentracién de buffer 10mM, para

los experimentos posteriores.
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Tamaiho de nanoparticulas vs tiempo
de migraciéon para método 6 (530 nm)

350
300 y=137.67x - 1.9115 300
250 R2=0.9981
200 ==
150
100 100

50

0
0 0.5 1 1.5 2 2.5

Tiempo de migracién (min)

Tamaio de nanoparticulas (nm)

Figura 20. Grafico del tamafio de nanoparticula vs tiempo de migracién utilizando el método
6

5.2.7 Método 7

Otro factor muy importante que se considera dentro de los experimentos de electroforesis
capilar es el voltaje, por lo que para este método se pretende observar la influencia de
este en la separacion de las nanoparticulas, respecto a los métodos anteriores el voltaje
de separacion se incremento 5 volts (Tabla 12), la Figura 21 muestra el electroferograma
obtenido para una mezcla de nanoparticulas de 5, 50,100, 200 y 300 nm aplicando dicho
método.

Tabla 12

Condiciones de método 7 para la identificacién por EC de
nanoparticulas metalicas de Au estandar 5, 50, 100, 200 y

300 nm
CAPS 10mM
Buffer SDS 70mM
pH 10
Voltaje 30 Kv
Tiempo de eyeccidn 60 s
Longitud de onda 532 nm
Temperatura 25°C
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Figura 21. Electroferograma mezcla de nanoparticulas de Au estandar de (1) , (2)
, (3) 100 nm, (4) y (5) 300 nm buffer CAPS 10mM / SDS 70mM (pH 10), a un voltaje

de 30 Kv, a 532 nm (método 7)

En el electroferograma (Figura 21) se logra observar cada uno de los picos
correspondientes a las nanoparticulas presentes en la mezcla, como es de esperarse y al
igual que los métodos anteriores, las nanoparticulas mas pequefias son las que tienen un
tiempo menor de migracién y asi sucesivamente hasta que las nanoparticulas mas
grandes tienen un tiempo de migracion mas prolongado debido a su tamafio, en cuestion
de los tiempos de migracion (Tabla 13), se obtuvo que en relacién a los métodos
anteriores estos disminuyeron, dicho fenémeno se atribuye al voltaje, ya que la corriente
es totalmente dependiente de él, entre mayor sea el voltaje mayor es la corriente, lo cual
repercute directamente en la movilidad electroforética ya que se incrementa
considerablemente, dando como resultado tiempos de migracién mas breves.
Tabla 13

Tiempo de migracién para estandares de nanoparticulas de 5, 50, 100, 200 y 300 nm a
una longitud de onda de 532 nm aplicando el método 7

5nm 0.36 min

50 nm 0.44 min y = 800.41x - 294.82
100 nm 0.51 min R2 = 0.9926
200 nm 0.61 min '
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Al realizar la correlacion lineal de los datos obtenidos (Tabla 13), se obtiene una R? de
0.9926 (Figura 22), lo cual indica que existe una buena relacion entre los datos obtenidos,
y que efectivamente el tiempo de migracion es totalmente dependiente del tamafio de las
nanoparticulas, siendo este método con el que se ha obtenido una mejor correlacién con
un numero mayor de muestras, con la curva de calibracibn obtenida se pueden

caracterizar tamafios de nanoparticulas que posean un tamafio entre 5y 300nm.

Tamano de nanoparticulas vs tiempo
de migracion para método 7 (532 nm)

350

o
o

300
y = 800.41x - 294.82

R?=0.9926

N NN W
o wu
o O

200

[uny
o
o

100

50
5
0.1 0.2 0.3 04 0.5 0.6 0.7 0.8
Tiempo de migracién (min)

Tamaio de nanoparticula (nm)
1 =
(O3] (04} (O3
o O O o
(=}

Figura 22. Grafico del tamafio de nanoparticula vs tiempo de migracion utilizando el método
7 aunalongitud de onda de 532 nm

5.2.8 Método 8

Para los métodos 8 y 9 se decidid cambiar el uso del surfactante SDS, utilizando otro
aditivo, las ciclodextrinas, para el caso del método 8 se utilizé la ciclodextrina a, a una
concentracion igual que la utilizada para el surfactante en los métodos anteriores (Tabla
14), el experimento se corrid a dos longitudes de onda (210 y 530 nm), para visualizar el
efecto en los electroferogramas obtenidos con dicho método (Figura 23) utilizando dicha
ciclodextrina, para el método 9 se utilizé la ciclodextrina Y a una concentracién y
condiciones similares que el método 8 (Tabla 16), los electroferogramas obtenidos para el

método 9 se visualizan en la Figura 28.
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Tabla 14

Condiciones de método 8 para la identificacién por EC de
nanoparticulas metdlicas de Au estandar 5,50y 100 nm

Condiciones de separacion ' Método 8

CAPS 10mM
Buffer Ciclodextrina a
70mM
pH 10
Voltaje 25 Kv
Tiempo de eyeccién 60 s
Longitud de onda 210 nm
530 nm
Temperatura 25°C
a | 3
0.001 A /\ )‘/{l\\ \ ﬂ 0.00
DTV | S 3
0.02] b) \Frmn”"mvm‘r&”‘yww,Y‘_uw.ﬂwﬂ_ﬁ_“u",, N ‘er__'q&wﬂhp‘r_jimvﬂﬁv‘, _/LM -0.02

Minutos

Figura 23. Electroferograma mezcla de nanoparticulas de Au estandar de () . (2)
, (3)100 nm buffer CAPS 10mM / ciclodextrina a 70mM (pH 10), a un voltaje de 25 Kv, a
(@) 210 nmy (b) 530 nm (método 8)

AU
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Tabla 15

Tiempo de migracién en min para estandares de nanoparticulas de 5, 50 y 100nm a
unalongitud de onda de 210 y 530 nm aplicando el método 8

Tiempo de Modelamiento  Tiempo de  Modelamiento
Nanoparticulas migracion matematico migracion matematico
210 nm 210 nm 530 nm 530 nm
5nm 0.81 min y =19.87x - 0.82 min _ B
50 nm 4.29 min 13.705 433min Y7 L2705x
R? = 0.8158 13.752
100 nm 4.77 min 4.81 min R2 =0.8158
Tamano de nanoparticulas vs tiempo
de migracion para método 8 (210 nm)

__ 120

E_ 100 ¢ 100

S 50 y = 19.705x - 13.752

S R?=0.8158

s 60

g 4 50

S 40

| =

g 20

2 s

©

£ 0 1 2 3 4 5 6

. Tiempo de migracién (min)

Figura 24. Gréafico del tamafio de nanoparticula vs tiempo de migracion utilizando el método
8 aunalongitud de onda de 210 nm
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Tamaio de nanoparticulas vs tiempo
de migracion para método 8 (530 nm)
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Figura 25. Grafico del tamafio de nanoparticula vs tiempo de migracion utilizando el método
8 aunalongitud de onda de 530 nm

5.2.9 Método 9

Tabla 16

Condiciones de método 9 para la identificacién por EC de
nanoparticulas metéalicas de Au estandar 100, 200 y 300 nm

CAPS 10mM
Buffer Ciclodextrina Y’

70mM

pH 10

Voltaje 25 Ky
Tiempo de eyeccidn 60 s

Longitud de onda 210 nm

530 nm

Temperatura 25°C
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Figura 26. Electroferograma mezcla de nanoparticulas de Au estandar de (1) 100 nm, (2) 200
nmy (3) 300 nm buffer CAPS 10mM / ciclodextrina Y 70mM (pH 10), a un voltaje de 25 Kv, a
() 210 nm y (b) 530 nm (método 9)

Tabla 17

Tiempo de migracion para estandares de nanoparticulas de 100, 200 y 300 nm a una
longitud de onda de 210 y 530 nm aplicando el método 9

Tiempo de Modelamiento  Tiempo de  Modelamiento
Nanoparticulas migracion matematico migracion matematico
210 nm 210 nm 530 nm 530 nm _
100 nm 0.97 min y = 591.4x - 0.95 min y=1243.1x -
200 nm 1.09 min 462.37 0.99 min 1059.7 |
300 nm 1.3 min R2=0.9758 1.1 min R2=0.9323
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Tamaio de nanoparticulas vs tiempo

de migracion para método 9 (210 nm)
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Figura 27. Grafico del tamafio de nanoparticula vs tiempo de migracion utilizando el método
9 aunalongitud de onda de 210 nm

Tamaio de nanoparticulas vs tiempo
de migracion para método 9 (530 nm)
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Figura 28. Grafico del tamafio de nanoparticula vs tiempo de migracion utilizando el método
9 aunalongitud de onda de 530 nm

La Figura 23 muestra los electroferogramas obtenidos aplicando el método 8, a
primerainstancia se visualiza que los electroferogramas tienen mucha similitud, no
obstante a 530 nanGmetros se logran apreciar con mayor facilidad y resolucion los
picos correspondientes a cada una de las nanoparticulas presentes en la muestra,
respecto al tiempo de migracion de las nanoparticulas (Tabla 15), en relacién a los

meétodos anteriores es muy prolongado, al linealizar los datos para ambas
longitudes de onda(

Figura 24 Figura 25), se obtienen R? alrededor de 0.8, lo que indica que no hay una buena

correspondencia entre los datos obtenidos, para el método 9 los electroferogramas se
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visualizan en la Figura 26, los picos obtenidos no son bien definidos, puesto que para las
nanoparticulas de 200 y 300 nm, los picos salen demasiado juntos y no logran distinguirse
uno del otro, este efecto sucedié en ambos casos en 210y 530nm, por lo que los tiempos
de migracion (Tabla 17), sélo son un estimado, las linealizaciones para ambas longitudes
de onda(Figura 27Figura 28), dan una buena correlacion alrededor de un R? de 0.9, no
obstante los datos no son fiables, ya que los tiempos utilizados no son exactos por la
superposicion de los picos obtenidos en los electroferogramas, el fin de usar la
ciclodextrina era para visualizar si se tenia un mejor efecto que utilizando el SDS, las
ciclodextrinas son compuestos ciclicos formados por varias unidades de glucosa, se
obtienen mediante la degradacion enziméatica de almidén y segun las unidades de glucosa
gue posean pueden ser 6(a), 7(B) y 8(Y), el acoplamiento de estas unidades dan lugar a
una estructura rigida con una cavidad interior de naturaleza hidrofébica de volumen
determinado, para la ciclodextrina a su cavidad interior mide 0.56 nm, mientras que para
la B posee un tamafio de 0.70 nm, y la cavidad de Y mide aproximadamente 0.88 nm, esta
cavidad les da la capacidad de formar complejos con otras moléculas de naturaleza muy
diversa ( Martinez G., Gémez M. 2007), las ciclodextrinas se emplean en electroforesis
capilar para estabilizar las moléculas (Castagnino J. 2000). En el caso de las
nanoparticulas de oro, las ciclodextrinas se unen a la superficie de la particulas, dando
una mayor estabilidad, entre mayor el nimero de moléculas de glucosa, mas estable se
hacen los complejos a los que se une, esperando mediante este fenébmeno obtener picos
con una mayor resolucion, sin embargo los picos obtenidos no pueden interpretarse mejor
gue cuando se utilizo el SDS, por lo que el uso de surfactante tiene un mejor efecto que

utilizando una ciclodextrina.

5.3 Caracterizacion de muestras problema

De los métodos probados anteriormente el método 7 arrojo los mejores resultados, por lo
que se decidio caracterizar una muestra problema utilizando el respectivo método y la
ecuacion obtenida con el mismo, la Figura 29 muestra el electroferograma obtenido para

la muestra problema aplicando las condiciones del mismo (Tabla 12).
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Figura 29. Electroferograma de muestra problema de nanoparticulas de Au utilizando buffer
CAPS 10mM / SDS 70mM (pH 10), a un voltaje de 30 Kv, a 532 nm (muestra problema)

Del electroferograma (Figura 29) se obtiene que el tiempo de migracién aproximado para la

muestra problema es de 0.56 min sustituyendo este tiempo en la ecuacién obtenida para
el método 7 (y = 800.41x - 294.82) se obtiene que el tamafio aproximado de las

nanoparticulas de oro para la muestra problema es de 153.40 nan6metros.
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6. CONCLUSIONES

De acuerdo con los resultados obtenidos en este trabajo se tienen las siguientes

conclusiones:

Se lograron implementar diversos métodos para la caracterizacion de tamarfios
de nanoparticulas metalicas de oro mediante la técnica de electroforesis

capilar.

Utilizando la técnica de electroforesis capilar, se consiguié obtener una curva
de calibracion de tamafio de nanoparticulas metalicas de oro con una R =0.99
con la cual pueden caracterizarse tamafios e nanoparticulas en un intervalo de
5-300nm.

Se logr6é visualizar los efectos que tienen diversas condiciones en los
experimentos de EC, obteniendo mejores resultados utilizando buffer CAPS
10mM, SDS 70mM, un voltaje de 30 Kv.

Se consiguié utilizar la electroforesis capilar como una técnica alternativa para

la caracterizacion de nanoparticulas metélicas de oro.
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7. RECOMENDACIONES PARA TRABAJOS FUTUROS

Para posteriores proyectos que tengan como antecedente el presente trabajo se

recomienda tener en cuenta las siguientes recomendaciones:

Respecto a la técnica de electroforesis capilar

1. Caida de corriente

En repetidas ocasiones al realizar los experimentos de electroforesis capilar la corriente
descendia abruptamente lo cual tenia incidencia en los datos obtenidos, este tipo de
problema se atribuye al buffer utilizado, ya que en ocasiones si lleva mucho tiempo de
haber sido preparado, al momento de correr la técnica este no tiene la potencia necesaria
para cargar la pared del capilar, por lo que se recomienda preparar el buffer el dia que se
haga el experimento, asi como cambiar los viales con buffer de separacion cada tres

corridas.

2. Taponamiento del capilar

Otro de los problemas encontrados fue que el capilar podia taponarse debido a impurezas
presentes en el buffer, agua o0 NaOH usados en el experimento, por ello se recomienda

filtrar con cada una de las soluciones utilizadas con una membrana de 0.2 pm.

3. Rompimiento del capilar

En algunos experimentos puede que el capilar se rompa, esto puede deberse a varias
razones entre las cuales se encuentran que los viales no estén bien acomodados, los
carros mecanicos del equipo no se encuentran bien calibrados, por lo que antes de
realizar cualquier corrida es recomendable verificar que todos los viales se encuentren
bien tapados y posicionados, asi como confirmar que los carros se encuentren bien
alineados, si el problema persiste es necesario llamar al proveedor del equipo para que

estos realicen un mantenimiento correctivo.
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4. Agotamiento de refrigerante

Ocasionalmente el refrigerante del equipo se agota, deteniendo los experimentos lo cual
genera una mayor inversion de tiempo y perdida de muestra, por lo que es recomendable
verificar la cantidad de refrigerante disponible en el equipo antes de realizar las corridas,
para evitar pérdidas considerables de tiempo y reactivos.

5. Resultados reproducibles

Repetidas veces al leer las muestras por segunda o tercera vez, los resultados no eran
reproducibles, se pronostica que el tiempo que transcurre después de que las
nanoparticulas son sonicadas es crucial y tiene afeccién en los resultados, ya que estan
pueden sedimentar muy rapidamente o aglomerarse, por este hecho se recomienda que
las muestras se soniquen durante diez minutos antes de cada corrida y no se deje pasar
mucho tiempo después de sonicarlas y correr el experimento, lo cual ayudara a obtener

resultados reproducibles.

También se recomienda que si se desea ocupar alguno de los métodos propuestos con
otro equipo de electroforesis capilar, se realice toda la metodologia sugerida para el
mismo, ya que los resultados pueden variar mucho dependiendo del equipo y los

estandares que se utilicen.
6. Validacion del método analitico
Se sugiere que se realice la validacion del método analitico, utilizando alguna de las

técnicas microscépicas para cerciorarse de que el tamafio de nanoparticula que se

obtiene con esta técnica es fiable.
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