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Resumen

Utilizando métodos verdes y respetuosos con el medio ambiente, fabricamos, en este
trabajo, nanoparticulas metélicas de distintos tipos (Au, Ag, Zn) con dispersiones de
tamafos razonables. Las condiciones de crecimiento de estas nanoparticulas metélicas
(tanto las de metales nobles como las otras) fueron optimizadas para
reductores/estabilizadores bioldgicos como el extracto de papa (EP) y la D-glucosa (DG).

Todas las nanoparticulas fabricadas son estables durante varios meses e, inclusive, afios.

Por otra parte, estudiamos el proceso de crecimiento de los hongos filamentosos
Trichoderma asperellum (Tas) y Aspergillus sydowii (Asy) en soluciones nutrientes de EP y
DG para utilizarlos como bioplantillas vivas en la fabricaciébn de ensambles de
nanoparticulas metalicas prefabricadas. Las esporas de los hongos cultivados en medios de
PDA (por las siglas del nombre en inglés: Potato Dextrose Agar) fueron inoculadas en
soluciones coloidales de nanoparticulas metélicas (Au, Ag y Zn) previamente preparadas
para monitorear los procesos de crecimiento de las hifas y, ademas, el proceso de
incorporacion de las nanoparticulas metélicas en las paredes de las hifas. Se observé que,
aun cuando el medio coloidal utilizado no es ideal, los hongos (Tas y Asy) si crecen en
estos medios y las nanoparticulas metalicas se incorporan a sus hifas. Las nanoparticulas de
Au y Ag de tamafios mayores de 15 nm se acumulan en las paredes celulares de las hifas;
las nanoparticulas de Zn de tamafios menores de 5 nm atraviesan la membrana

citoplasmatica y logran ubicarse en el citoplasma. .

Aparte de investigar los procesos de incorporacion de las nanoparticulas metélicas a las
hifas de estos hongos, desarrollamos un método para fabricar microestructuras plasmonicas,
utilizando las estructuras hibridas hongos/NPs-Au, para aplicarlas como sustratos SERS.
Por medio de un tratamiento térmico controlado de las estructuras hibridas, fue posible
formar y extraer microestructuras tubulares porosas de Au, de varias micras de longitud, ~
4 um de diametro y de superficies rugosas, ideales para su utilizacion como sustratos
SERS.



El funcionamiento de los microtubos de Au fabricados en este trabajo como sustratos
SERS fue corroborado utilizdndolos en la deteccion de varios analitos organicos, como el
azul de metileno, la rodamina 6G, el naranja de metilo y la D-glucosa, a bajas
concentraciones. Los resultados obtenidos revelan que los microtubos fabricados utilizando
hongos filamentosos como bioplantillas son ideales para fabricar sensores organicos y
bioldgicos de alta sensibilidad. Los factores de aumento (aumento en la intensidad de la
sefial Raman) estimados para los analitos utilizados varian entre 10'*y 10'°, valores que, no
solamente son mas altos que los reportados para sustratos SERS fabricados con
nanoestructuras plasmonicas de Au, sino que muestran la capacidad de estos sustratos para
la deteccion de una sola molécula (single molecule detection). La sensibilidad de nuestras
microestructuras permite la deteccion de hasta 0.05 ppm de azul de metileno en solucién

acuosa.



Abstract

Using green and environmentally-friendly methods, we fabricated, in this work, several
types (Au, Ag, and Zn) of metallic nanoparticles with reasonable size dispersions. The
growth conditions of these (noble and non-noble) metallic nanoparticles were optimized for
biological reducing/stabilizing agents like potato extract (PE) and D-glucose (DG). All the

nanoparticles fabricated are stable for several months and, even, for years.

On the other hand, we studied the growth process of filamentous fungi like Trichoderma
asperellum (Tas) and Aspergillus sydowii (Asy) in EG and PG nutrient solutions to use
them as live bio-templates to fabricate ensembles of previously fabricated nanoparticles.
Spores of fungi cultivated in PDA (potato dextrose agar) media were inoculated into
colloidal solutions of previously prepared metallic nanoparticles (Au, Ag, and Zn) to
monitor the growth process of the hyphae and, additionally, the process of incorporation of
the metallic nanoparticles into the wall of the hyphae. It was observed that, even though the
colloidal media used are not ideal, the fungi (Tas and Asy) do grow in these media and the
metallic nanoparticles incorporate into their hyphae. The Au and Ag nanoparticles with
sizes bigger than 15 nm accumulate in the cell wall of the hyphae; The Zn nanoparticles
with sizes less than 5 nm cross the cytoplasmic membrane, reach the cytoplasm, and stay

there.

Besides researching the incorporation processes of the metallic nanoparticles into the
hyphae of these fungi, we developed a method to fabricate plasmonic microstructures using
the hybrid structures formed by Au nanoparticles and fungal hyphae. By a controlled
thermal treatment of these hybrid structures, it was possible to form and extract porous
tubular Au microstructures having several microns in length, ~ 4 um in diameter, and rough

surfaces; these microtubes are ideally suited to function as SERS substrates.

The Au microtubes fabricated in this work were tested by using them to detect several
organic analytes like methylene blue, rhodamine 6G, methylene orange, and D-glucose at
low concentrations. The results obtained show that the microtubes fabricated by using
filamentous fungi as bio-templates are indeed ideally suited for the fabrication of high-

W



sensitivity organic and biological sensors. The estimated enhancement factors (the
enhancement in Raman signal intensity) for the analytes used vary between 10** and 10%.
These values are not only higher than those reported for SERS substrates fabricated with
Au plasmonic nanostructures but also show that our substrates are capable of single
molecule detection. The sensitivity of our microstructures enables the detection of down to

0.05 ppm of methylene blue in aqueous solution.
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valores de pH menores de 7 (a, b y c) e iguales a 8 o 7 (d, e, f). Las imagenes
insertadas son una amplificacion de una zona del mismo micelio de la misma muestra
(las barras no marcadas son de escalade 10 UM)........oooiviiiiiiiiiiiiiiee e,

Figura 4.4. Iméagenes de las hifas de Tas y Asy crecidas en soluciones coloidales de
NPs-Au previamente sintetizadas con DG, con valores de pH de (a) 8, (b) 7 y (c) 8.
Las imagenes insertadas son las imagenes amplificadas de algunas zonas del micelio
de la misma muestra (la barra blanca hace referencia a la escala de 10 um)..............

Figura 4.5. Iméagenes opticas de las hifas de Tas crecidas en soluciones coloidales de
NPs-Ag previamente sintetizadas con DG, con valores de pH de (a) 7, (b) 7y (c) 8. La
imagen insertada en (c) es una amplificacion de una zona del micelio de la misma
muestra (la barra negra hace referencia a la escalade 10 pm).................oooeennnen.

Figura 4.6. Imagenes Opticas de las hifas de Tas y Asy crecidas en soluciones
coloidales de NPs-Zn previamente sintetizadas con DG y EP, con valores de pH de (a)
7 (DG), (b) 7 (EP) y (c) 8 (DG). Las imagenes insertadas son una amplificacién de una
zona del micelio de la miSma MUESEIa. .........o.oiiieiii e

Figura 4.7. Gréficas que muestran el tiempo de crecimiento de aproximadamente 30
mm de micelio con relacién a la naturaleza de la solucion coloidal. Los circulos y
cuadrado segmentados que aparecen en ambas graficas indican que en ocasiones el
crecimiento del hoNgO N0 SE dI0......ovieeini i

Figura 4.8. Imagenes de microscopia Optica de: (a) una hifa ramificada de Tas que se
observa completamente negra en casi toda su extension, excepto en la parte superior
izquierda, que se ve menos oscura, lo que indica menor presencia de NPs-Au; (b) una
hifa de Asy completamente negra por la presencia de una gran cantidad de NPs-Au en
ella y, a su lado, en contraste, una hifa con unas cuantas NPs-Au (pequefias manchas
negras); y (c) hifas de Tas donde se observan diferentes tonalidades, desde muy
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oscuras hasta muy claras, que muestran la variacion de las cantidades de NPs-Au
incorporadas @ €llas. ... ..o

Figura 4.9. Imagenes Opticas de las estructuras hibridas obtenidas en las soluciones
coloidales de (a) Zn, (b) Auy (c) Ag. En cada imagen se ha insertado el histograma de
distribucion de 10S dIAMETr0S. ........vuieii e

Figura 4.10. Imagenes SEM representativas de las estructuras metalicas de Au
obtenidas después de calcinar las estructuras hibridas. Las formas de las
microestructuras fueron principalmente tubulares y planas. La imagen (h) muestra el
histograma de distribucion de los didmetros de las microestructuras de Au; se puede
ver que estos son de alrededor de 3.9 um. La longitud de las microestructuras es de
decenas de MICIOMELIOS. ... ... v e e

Figura 4.11. Esquemas ilustrativos del autoensamble de NPs-Au en la pared celular de
la hifa del hongo: (a) la PCe y sus principales constituyentes (mananos, glucanos y
quitina), (b) entrada de las NPs-Au a través de los poros de la pared celular y su
interaccion con los constituyentes de la PCe, (c) las NPs-Au estabilizadas y
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(DG, AcDGo Yy polisacaridos) que surfactan a las NPs-Au y los constituyentes de la
PCe (1. mananos, 2. glucanos y 3. qUitina)..........cceevuieiiiiiiniiiiiiiiaiaaeananns.

Figura 4.12. (a) Imagen SEM que muestra parte de una estructura hibrida con muy
pocas NPs-Au. (b) Estructura con pocas NPs-Au que después del TT conserva residuos
de la bioplantilla (sefialada con la flecha blanca en la imagen insertada). (c)
Microestructuras colapsadas después del TT, debido a la poca cantidad de NPs (estas
hifas en microscopia Optica lucen pintadas del color del coloide). (d) Microestructuras
planas obtenidas después del TT por colapso, debido a la poca cantidad de NPs;
aunque en este caso la cantidad es mayor que en (c); en microscopia Optica, las
estructuras hibridas correspondientes se veian oscuras. (e) Esquema de la agregacion
de las NPs-Au coloidales (esferas amarillas) dentro y sobre la PCe de la hifa (el y e2);
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analito presentes sobre los microtubos de Au. En el espectro Raman normal de los
analitos ((I-1V)a) se observa unicamente el pico asociado al modo vibracional del Si de
bulto (520 cm™). En cada imagen se ha insertado un esquema de la molécula analito
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Capitulo 1

Introduccion y revision del estado del arte

La nanociencia y la nanotecnologia tratan del estudio, la sintesis, la manipulacién, la
caracterizacion y la aplicacion de los nanomateriales. En estas actividades convergen
muchos campos de la ciencias naturales como la quimica, la fisica, la biologia y, ademas,
las ciencias de materiales, la medicina y las ingenierias, lo que convierte la nanociencia y la
nanotecnologia en aéreas multidisciplinarias [1, 2]. Los nanomateriales o nanoestructuras
son materiales de tamafio nanométrico (1 nm = 10”° m); por eso, a menudo, se hace
referencia a la nanotecnologia como la disciplina que trata de los materiales que tienen al
menos una de sus dimensiones de tamafio comprendido dentro del intervalo de 1 a 100 nm
(segun la Iniciativa Nacional de Nanotecnologia de los Estados Unidos de América, o INN-
2004, por sus siglas en inglés) [3, 4]. Desde este punto de vista, las nanoestructuras pueden
entonces clasificarse de acuerdo al nimero de sus dimensiones que se encuentren fuera del
intervalo mencionado. Asi, las nanoestructuras OD son las nanoparticulas (NPs) y los
puntos cuénticos, ninguna de cuyas dimensiones pertenece a la escala macroscopica. Las

nanoestructuras 1D son los nanoalambres y los nanotubos; las peliculas delgadas son 2D y



los nanocompositos son 3D [1-3]. Los nanomateriales han resultado ser muy atractivos
debido a que por su tamafio presentan nuevas propiedades fisicoquimicas, diferentes a las
de sus contrapartes macroscopicos. Estas propiedades pueden ser sintonizadas
considerablemente ajustando el tamafio y la forma de los nanomateriales y, gracias a ello,
estos materiales tienen variadas aplicaciones tecnoldgicas. El confinamiento cuantico y una
mayor razon de &rea a volumen son los principales responsables de las distintas

propiedades de los nanomateriales [1-3, 5-8].

Aunque la nanociencia y la nanotecnologia son temas de investigacion cientifica
relativamente recientes, algunas de las ideas y conceptos centrales relevantes han sido
establecidos a través de un largo periodo de tiempo. En 1959, en una conferencia titulada
“There’s Plenty of Room at the Bottom”, el fisico Richard Feynman describi6é un proceso
por medio del cual los cientificos podrian llegar a manipular atomos y moléculas
individualmente y a fabricar artefactos con una precisién de unos cuantos atomos [1-3]. En
1947, el cientifico japonés Norio Taniguchi empled por primera vez el término
nanotecnologia, definiéndola principalmente como el procesado, separacion, consolidacion
y formacion de materiales atomo por atomo, molécula por molécula [1, 3]. En 1980, K. Eric
Drexler desarrollé y popularizé el concepto de nanotecnologia e inaugur6 el campo de la
nanotecnologia molecular con la publicacion del libro “Engines of Creation: The Coming
Era of Nanotechnology” [1, 3]. Pero no fue sino hasta la invencion del microscopio de
efecto tdnel (STM, por las siglas de su nombre en inglés: Scanning Tunneling Microscope)
en 1981y el inicio de la ciencia de cumulos (clusters) que la nanotecnologia surge como un
nuevo campo de investigacion cientifica [1-3]. Esto posibilitd la manipulacion,

caracterizacion y sintesis de nanomateriales y, con el paso del tiempo, se han desarrollado
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estrategias de sintesis para producir diferentes tipos de nanoestructuras [1-3]. En la
actualidad existen dos enfoques para la fabricacion de materiales nanométricos: el top-
down y el bottom-up [1-3]. El enfoque top-down consiste en el desgaste de una muestra
macroscopica de un material para su miniaturizacién, su reduccion a dimensiones
nanomeétricas, mientras que el enfoque bottom-up se centra en la construccion de materiales
a partir de sus componentes atbmicos o moleculares, hasta llevarlos a escalas nanométricas.
Ambos enfoques dan lugar a una variedad de técnicas de sintesis, tanto fisicas como
quimicas, para fabricar nanoestructuras de cualquier tipo (0D, 1D, 2D y 3D) y controlar
factores como tamafio, forma y estructura [1-3]. Los métodos fisicos mas usados para
sintetizar nanomateriales son los siguientes: la técnica de deposicion fisica de vapor (PVD,
por las siglas de su nombre en inglés Physical Vapor Deposition), la técnica de
pulverizacion catddica (sputtering) y los procesos de litografia, ablacion y deposicion con
laser pulsado (PLD, por las siglas de su nombre en inglés: Pulsed Laser Deposition) [1-3,
6, 9-15]. Por otra parte, los métodos quimicos mas utilizados son los siguientes: deposicion
electroquimica, reduccion quimica de sales metélicas, pirdlisis por rocio (spray pyrolysis),
técnicas hidrotérmica y solvotérmica, co-precipitacion, técnica de sol-gel y deposicion
quimica en fase de vapor (CVD, por las siglas de su nombre en inglés: Chemical Vapor
Deposition) [1-3, 6, 8, 9, 16-18]. Con estas técnicas de sintesis se han obtenido una gran
variedad de nanoestructuras de diferentes materiales, como Au, Ag, Cu, Pt, Al, Pd, GaAs,
Zn, Zn0O, InO,, SnO,, TiO,, WO,, CdS, CdSe, SnS, Cus, Fe,0s, etc., que son usadas en la
fabricacion de sistemas de conversion y almacenamiento de energia, de catalizadores, de
sensores y de dispositivos electronicos, entre otros[1-3, 8, 9, 15, 17]. A pesar de que los
métodos fisicos sirven para sintetizar una gran variedad de nanoestructuras y son mas

ecologicos, no tienen mucha versatilidad en la sintesis de nanomateriales. Con ellos,
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ademas, la homogeneidad quimica a nivel molecular y pardmetros como el tamafio, la
composicion, la cristalinidad y la morfologia son dificiles de controlar, a diferencia de lo
que ocurre con los métodos quimicos. Los materiales sintetizados por métodos quimicos
tienen caracteristicas tecnoldgicamente méas importantes (como uniformidad de tamafio y
forma) que los hacen candidatos méas prometedores para una amplia gama de aplicaciones
potenciales en los sectores de optoelectronica, medicina, biologia, catélisis, alimentos,
cosmeéticos, produccién y almacenamiento de energia y farmacéutica [1-3, 8, 9, 15, 17, 19-

25].

Sin embargo, los métodos quimicos de sintesis generalmente involucran reactivos toxicos o
perjudiciales para el medio ambiente y la salud humana. Esto ha hecho surgir una creciente
preocupacion que promueve la bisqueda de una alternativa de sintesis verde, es decir, mas
ecoldgica y ambientalmente viable. Una alternativa que tiene estas caracteristicas se
presenta dentro del nuevo campo denominado bionanotecnologia y consiste en utilizar la
técnica de biosintesis. Esta técnica intenta reducir o eliminar el uso de materiales toxicos o
dafinos en los procesos de sintesis utilizando, en lugar de ellos, materiales bioldgicos que
no deriven en un riesgo para la salud de las personas [26]. Dentro de este tipo de enfoque,
uno de los métodos quimicos mas versatiles, que se ha convertido en una de las mejores
alternativas para la biosintesis de metales, es el método de reduccién quimica de sales
metalicas (RQSM) para sintetizar soluciones coloidales. Este método es especialmente (til
en la biosintesis de nanoparticulas metalicas (NPs-M). La sintesis de NPs-M es un area de
la nanotecnologia muy activa ya que las NPs-M estan entre las estructuras mas estudiadas,
sintetizadas y exploradas; tienen multiples aplicaciones tecnoldgicas actuales y sus posibles

aplicaciones futuras prometen ser de gran impacto [1, 8, 25-27].



La bionanotecnologia es, entonces, una rama de la nanotecnologia que ha surgido, entre
otras cosas, como una alternativa para biosintetizar nanomateriales en forma mas limpia,
mediante procesos seguros que no son toxicos ni perjudiciales para los seres vivos y que,
ademas, son més simples y mas baratos. Las nanoparticulas biosintetizadas no solo tienen
la misma calidad que las sintetizadas por cualquier otro método quimico, sino, ademas,
pueden también poseer otra de las bondades que ofrece la bionanotecnologia: la
biocompatibilidad. Es decir, las moléculas adsorbidas en la superficie de las NPs-M no
degradan las propiedades ni interfieren en el comportamiento del medio bioldgico en que se
introduzcan las NPs, debido a que los reactivos usados en la sintesis no son toxicos; lo que
hace que las NPs asi sintetizadas sean las mejores candidatas para aplicaciones reales en el
campo de la biomedicina. Otro aporte importante de la bionanotecnologia es la posibilidad
de usar sistemas bioldgicos como bioplantillas o soportes bioldgicos en la construccion de
estructuras complejas a partir de bloques mas pequefios. Algunos ejemplos de estos
sistemas son las bacterias, los hongos y los virus [28-30]. En los ultimos afios ha
aumentado el interés en el uso de bioplantillas para obtener arreglos (1D, 2D y 3D) de
nanoparticulas, con la intencién de aumentar alin mas las respuestas de estos materiales y
sus aplicaciones. El uso de bioplantillas incluye las mismas ventajas que brinda la
biosintesis (procesos seguros, no toxicos, baratos, etc.) y aprovecha ademas las
caracteristicas y procesos naturales propios y Unicos de los sistemas biologicos para
fabricar asi estructuras inorganicas extraordinarias, uniformes y reproducibles. Asi, la
bionanotecnologia, con la aplicacion de la biosintesis, la biocompatibilidad resultante y el
uso de bioplantillas, ofrece la posibilidad de obtener bionanomateriales o

biomicromateriales potencialmente funcionales para diferentes aplicaciones.



Los nanomateriales metalicos han llegado a ser en la actualidad unos de los materiales mas
atractivos, no solo por las propiedades que poseen los metales a escala macroscépica, sino
porque a escala nanométrica exhiben nuevas propiedades. Las NPs-M tienen una gran
ventaja con respecto a sus contrapartes macroscopicas debido al fendbmeno de resonancia
del plasmoén superficial (SPR, por las siglas de su nombre en inglés: Surface Plasmon
Resonance) que influye de manera preponderante en las propiedades que presentan estos
nanomateriales. Gracias a las propiedades asociadas a los plasmones de superficie, como la
absorcion de la luz en la gama del visible y la sensibilidad del fendémeno a la presencia de
moléculas de otros materiales adsorbidas en la superficie de las nanoparticulas, las NPs-M
tienen aplicaciones potenciales como biosensores quimicos y bioldgicos, en dispositivos de
diagndstico por imagenes, en dispositivos plasmonicos y en la deteccion temprana de
enfermedades como el cancer y en sus tratamientos. Por lo anterior, las NPs-M estan
consideradas como bloques de construccion de los dispositivos de la proxima generacion
para las aplicaciones mencionadas. El auto-ensamble de NPs-M constituye una opcion real
para tales aplicaciones ya que, si bien, el fendmeno de SPR se observa en una NP, este no
es tan intenso como el que presenta un arreglo de NPs-M. El trabajo presentado en esta
tesis pertenece al campo de la bionanotecnologia y se suma a los esfuerzos de las
investigaciones cientificas para desarrollar nuevos métodos de fabricacion de materiales
amigables con el medio ambiente y la salud humana. Ademas, las nanoestructuras
fabricadas con estos métodos son biocompatibles. Bajo esta perspectiva, el presente trabajo
expone la biosintesis de NPs metalicas y su uso como blogues de construccion para la
fabricacion de microestructuras metalicas 1D. Ambas partes del trabajo fueron realizadas

mediante procesos bottom-up.



Por lo tanto, el objetivo general de este trabajo es fabricar, utilizando hongos como
plantillas biologicas vivas, microestructuras metélicas unidimensionales (1D) para

emplearlas como sensores bioldgicos y quimicos.

Las etapas de desarrollo del trabajo, asi como los procesos seguidos, los anélisis realizados
y los resultados obtenidos, estan registrados en el cuerpo de esta tesis. La tesis esta dividida
en cinco capitulos. La introduccion y la revision del estado del arte constituyen el primer
capitulo. En el segundo -capitulo, “Bioplantillas”, se describen las -caracteristicas
fisiologicas y morfoldgicas de las bioplantillas utilizadas; se habla principalmente de los
pardmetros de crecimiento de los hongos (nutrientes, pH y temperatura) y de los medios de
cultivo, con especial interés en los hongos Trichoderma asperrelum y Aspergillus sidowii
que fueron los que se usaron como bioplantillas. Se describen los procesos de manipulacién

e inoculacioén.

El tercer capitulo, “Biosintesis de nanoparticulas metdlicas”, comienza con una breve
descripcion del método coloidal utilizado para la biosintesis de las nanoparticulas metalicas
de Au, Ag y Zn; se expone el analisis de los resultados obtenidos y su discusion,
proponiendo los mecanismos de la reduccion de sales metalicas y del proceso de

estabilizacion de las NPs.

El cuarto capitulo, “Fabricacion de estructuras metalicas 1D y su utilizacion como sustratos
SERS”, describe los resultados y el mecanismo de formacion de las estructuras hibridas y
de los procesos involucrados en la extraccion del material organico. Al final del capitulo se
presentan los resultados y el analisis de las microestructuras metalicas obtenidas y su

aplicacion como eficientes sustratos SERS, es decir, como biosensores quimicos y



bioldgicos, demostrando su eficiencia para detectar moléculas de azul de metileno,
rodamina, naranja de metilo y D-glucosa. Finalmente, los logros obtenidos en esta

investigacion y su impacto se presentan en el capitulo de conclusiones.

1. Antecedentes

1.1. Sintesis coloidal de nanoparticulas metalicas

Desde hace algunas décadas, las NPs-M han sido estudiadas extensamente debido a las
nuevas propiedades fisicoquimicas que presentan y esto ha dado lugar a un area muy activa
de investigacion dentro de la nanotecnologia. Las nuevas propiedades de las NPs-M estan
asociadas a diversos factores: la gran razon de area a volumen, el confinamiento espacial de
los portadores de carga, sus altas energias superficiales, y la baja concentracion de defectos
[1-3,6-8, 16, 25]. Asi, el bajo punto de fusion esta asociado a la alta energia superficial [1,
6-8, 31]; el aumento en la fuerza mecanica, a la reduccién de defectos [1, 6-8, 25, 32]; el
cambio en las propiedades Opticas, al confinamiento espacial (que incrementa el
espaciamiento entre los niveles de energia) y a la resonancia del plasmon superficial [1, 7,
8, 25, 27, 33]. Estas propiedades pueden aparecer y ser modificadas dependiendo de
caracteristicas como el tamafio, la morfologia y la estructura cristalina de las NPs-M [1, 6-
8, 34]. Debido a esto, las NPs-M son aprovechadas para una gran diversidad de
aplicaciones en los sectores de electronica, Optica, catalisis, cosméticos, recubrimientos,
empaquetamiento, antimicrobianos, antivirales, biosensores, biomarcadores, etc. [1, 2, 8,
16, 28, 35-45] y actualmente, son uno de los materiales mas explorados para aplicaciones

biomédicas, como diagnéstico en etapa temprana de enfermedades, radioterapia de



tumores, terapia de genes, deteccion de tumores, portadores de farmacos, contraste de

imagen, etc. [23, 30, 45-51].

Tradicionalmente, la técnica utilizada para la fabricacion de NPs-M es la sintesis coloidal
por el método de RQSM. Esta técnica consiste en el crecimiento de NPs en un medio
liquido que contiene reactivos precursores del metal (sal metélica), reactivos de reduccion
(agentes reductores), reactivos de estabilizacion (agentes estabilizadores) y algunos otros
quimicos para promover y controlar las reacciones de reduccién, la nucleacion inicial y el
posterior crecimiento o agregacion de los nucleos; el solvente puede ser agua o alguin
solvente organico [1, 6, 7, 52, 53]. El agente reductor lleva a cabo la reduccion quimica
(mediante el proceso de reaccion redox) de las sales metélicas o iones metalicos a a&tomos
neutros. Después, los 4tomos metélicos comienzan a unirse (nucleacion) y crecen para
formar particulas sélidas de tamafio nanométrico (ver Fig. 1.1). El agente estabilizador
interacciona y se enlaza o se adsorbe en la superficie de las nanoparticulas para detener su
crecimiento y aglomeracion subsecuente, dando estabilidad al sistema coloidal. El enlace
entre la superficie de la particula y el agente estabilizador se debe a interaccion
electrostatica, a quimisorcion o a interacciones hidrofébicas [1, 7, 53, 54]. El resultado
depende de la naturaleza del surfactante, del solvente y de pardmetros como el pH y la
temperatura. Las interacciones mas frecuentes que evitan la aglomeracién, es decir, que dan
lugar a la estabilizacion del sistema coloidal, son (ver Fig. 1.2) las interacciones
electrostaticas, las estéricas (polimeros) y la combinacion de estas (ciertos polimeros o

dendrimeros) [1, 7, 53, 54].

Los métodos pioneros y los mas utilizados en la actualidad para sintetizar NPs-M en forma

coloidal fueron establecidos por diferentes grupos de investigadores a lo largo de seis



3. Coalescencia de los cimulos y formacion de NPs
2. Formacién de los primeros cimulos
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Figura 1.1. Esquema del crecimiento de las nanoparticulas y su coalescencia. M° hace
referencia a cualquier atomo metélico neutro [52].
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Figura 1.2. Esquema de estrategias de estabilizacion de NPs-M. Interacciones de tipo (a)
estérico y (b) electrostatico [55].

décadas. El primero fue establecido por Turkevich en 1951; en él se utilizo citrato de sodio
como reductor de iones de Au (acido cloroaurico, HAuCl,, como precursor) en un medio
acuoso a su temperatura de ebullicién (95-100 °C) y se obtuvieron NPs-Au de 20 nm de
diametro [56]. Basandose en el método de Turkevich y variando la razén molar de reductor
a precursor de oro (citrato trisddico/HAuUCI,), Frens logré en 1973 obtener NPs-Au de
tamarios comprendidos entre 16 y 147 nm [57]. En 1993, Mulvaney y Giersig reportaron la
sintesis de NPs-Au de tamafios en el rango de 3.5 a 28.5 nm utilizando alcanotioles como

estabilizadores [58]. Esto mostro la posibilidad de utilizar tioles de diferentes longitudes de
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cadena para obtener NPs-Au de diversos tamafos. En 1994, Brust y Schiffrin reportaron un
método de sintesis de NPs-Au que tuvo un impacto considerable en menos de una década.
Con este método, a temperatura ambiente, se obtenian NPs-Au térmicamente estables,
monodispersas y de tamafio controlado comprendido entre 1.5 y 5.2 nm, utilizando ligandos
tioles como surfactantes y borohidruro de sodio (NaBH,4) como reductor [59]. Brust et al.
hicieron una extension de este método usando p-mercaptofenol como estabilizador. Hasta el
momento, diversos tipos de NPs-M de Au, Pt, Ag, Pd, Cu, Ni y Fe, de diversas formas y
caracteristicas (NPs bimetélicas, nucleo coraza, tipo compositas, etc) han sido sintetizadas
mediante métodos que son modificaciones de los mencionados arriba, utilizando los
mismos agentes (tioles, NaBH4, citrato de sodio) [41, 60-67] pero modificando o variando
las cantidades de estabilizador o reductor, la temperatura, el pH o combinaciones de estos;
también se han sustituido algunos de los reductores y estabilizadores mencionados [68-72].
Las NPs-M obtenidas con estos agentes tienen una alta cristalinidad y son monodispersas;
pero, sobre todo, se puede tener un control méas preciso de su tamafio y forma esférica,

ademas de gue son altamente estables.

Los reactivos mencionados arriba son sin duda efectivos, pero son también perjudiciales
para la salud humana y el medio ambiente, es decir, no son reactivos quimicos verdes
debido a sus efectos dafiinos. Por ejemplo, el borohidruro de sodio (NaBH,) es corrosivo y
conduce a la generacion de hidrégeno y diborano, que son altamente inflamables. Los tioles
alifaticos y aromaticos producen efectos hemoliticos en animales, los aminotioles inducen
efectos de citotoxicidad y los radicales tiilo [73] son responsables de iniciar el dafio tisular
provocado por tioles y disulfuros. Las aminas, por otro lado, son céusticas y causan

irritacion severa en la piel, los ojos y las membranas mucosas; incluso, a concentraciones
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moderadas, los tioles y las aminas pueden ser toxicos [73].Por todo esto, la opcion de
biosintetizar NPs-M, sustituyendo estos agentes reductores y estabilizadores toxicos por
agentes de tipo biologico o por productos naturales, nos permite eliminar los riesgos

derivados del uso de reactivos toxicos.

En la siguiente seccién se revisa la revision bibliogréfica de la investigacién sobre
biosintesis de NPs-M vy las entidades bioldgicas responsables de su formacion y/o

estabilizacion.

1.2. Biosintesis de nanoparticulas metalicas

En los primeros intentos de biosintesis de NPs-M se usaron extractos de plantas, como en el
trabajo reportado en 2001 por Gardea-Torresdey. Ellos sintetizaron nanoparticulas esféricas
de Au, de alta cristalinidad y de 2 a 20 nm de didmetro, utilizando extracto de alfalfa [74].
Este trabajo dio paso a publicaciones similares que reportaban el uso de diferentes plantas.
Por ejemplo, Vilchis-Nestor et al. [75] usaron extracto de Camelia sinensis en la sintesis de
particulas cuasi-esféricas de Au y Ag de tamafio de alrededor de 40 nm, Das and Velusamy
usaron extracto de Sesbania grandiflora [76] en la sintesis de particulas cuasi-esféricas de
Au de tamafios comprendidos entre 7 y 34 nm, Silvia-de-Hoyos y colaboradores [77]
usaron Opuntia ficus en la biosintesis de NPs-Ag de diametro de alrededor de 23 nm.
También, Saxena et al. [78] usaron Ficus benghalensis en la sintesis de particulas cuasi-
esféricas de Ag de 16 nm de diametro (ver Fig. 1.3). Entre otros ejemplos, se puede
mencionar también el uso de Cacumen Platycladi para sintetizar particulas de Pt de
alrededor de 2.4 nm de diametro [79], y de Annona squamosa, utilizada por Kalaiselvi et

al., para la sintesis de NPs-Pd de alrededor de 80 nm de diametro [80].También, los
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constituyentes y productos de las plantas, como los frutos (fruta y vegetales), las raices, los
tubérculos, los tallos y las semillas, han sido utilizados para la biosintesis de NPs-M [81-
85]. La referencia 85 contiene listas de otros extractos de plantas usados con resultados
similares a los expuestos arriba o, también, con la obtencidon de estructuras de formas
diferentes, siendo todas de tamafios comprendidos entre 2 y 200 nm. Asimismo, se ha
explorado el uso de polvos comerciales de plantas o de algin constituyente especifico,
como los polvos de extracto de maiz o de arroz, el almidon, la glucosa de maiz, etc. Se ha
reportado que las NPs-M sintetizadas con polvos comerciales son de mayor tamafio (de
alrededor de 45 nm) que las preparadas directamente con extractos de plantas (alrededor de
25 nm). Esto destaca el papel de los fitoquimicos de extractos de plantas, cuya cantidad y
poder de reduccion y/o estabilizacion disminuyen en gran medida cuando estan presentes

en polvos comerciales [73, 86].

Muchos de los trabajos mencionados sefialan que las fitomoléculas, como los compuestos
polifendlicos, los flavonoides, los hidratos de carbono, los polisacaridos, las proteinas, las
vitaminas, etc., son las responsables de los procesos de reduccion y estabilizacién, aunque
no se conocen con certeza las responsables directas de la reduccién de las sales metalicas y
la estabilizacién de las nanoparticulas formadas, ni los mecanismos de reduccion y

estabilizacion [73-85].

Las plantas no han sido la Gnica opcidn para sintetizar NPs-M; el uso de microrganismos
como hongos y bacterias se ha sumado a los procesos de biosintesis y se ha reportado que
la sintesis puede ocurrir de forma intracelular (cuando las NPs-M se encuentran

mayormente dentro de las células microbianas) y extracelular (cuando las NPs-M se
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Medicago sativa Camellia sinensis Opuntia ficus

> (a)

Figura 1.3. Imagenes de algunas de las plantas utilizadas en las biosintesis de NPs-M; (a)
Medicago sativa, utilizada para la sintesis de NPs de Au (a la derecha aparece una imagen
TEM de las NPs [74]); (b) Camellia sinensis, usada para la biosintesis de NPs de Au (a la
derecha se muestra una imagen SEM de las NPs obtenidas [75]); y (c) Opuntia ficus,
utilizada para sintetizar NPs-Ag (a la derecha aparece una imagen TEM de las NPs
obtenidas[77].

encuentran suspendidas en la solucién) [87-89].Con el uso de diferentes tipos de bacterias
se han producido NPs de Ag y Au cuasi-esférica, esféricas, triangulares, hexagonales o
piramidales de 2 a 200 nm de tamafio con buena cristalinidad [87-89], caracteristicas que
dependen de factores como el pH, la concentracion de reactivos y la temperatura de la
reaccion. Por ejemplo, la bacteria Brevibacterium casei fue utilizada parasintetizar NPs de
Au y Ag cuasi-esféricas, cristalinas, de tamafios de 10 a 50 nm (ambas NPs), de forma
extracelular, por Kalishwaralal y colaboradores [90]. La Pseudomonas aeruginosa fue
utilizada por Husseiny et al. [91] para fabricar NPs-Au cuasi-esféricas, de tamafios de 15
a30 nm. He et al. reportaron el uso de Rhodopseudomonas capsulata paraobtener NPs-Au
esféricas y cristalinas, de 10 a 20 nm de diametro [92]. De la misma forma se han empleado
Stenotrophomonas maltophilia (NPs-Au de alrededor de 40 nm) [93], Desulfovibrio
desulfuricans (NPs-Pd de alrededor de 50 nm) [94] y Shewanella oneidensis (NPs-Au de 2
a 50 nm) [95], entre otras (Fig. 1.4). Podemos ver en el articulo de Narayanan et al. [89]
una lista de las diversas bacterias que se han utilizados para este fin. Igualmente se han

usado hongos filamentosos y levaduriformes para sintetizar NPs de Au y Ag cuasi-
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esféricas, esféricas, triangulares, hexagonales o pentagonales, todas cristalinas, de tamafios
comprendidos entre 5 y 200 nm [90-92, 96-98]. Otros organismos, como las algas, también
fueron explorados como biofabricadores de NPs de Au, Pt y Ag [88, 99, 100]. Todos estos
trabajos reportan que las enzimas secretadas por los microrganismos y los constituyentes de
la pared celular son los responsables de la reduccidn y estabilizacion de las NPs-M, aunque

los mecanismos de tales procesos no se conocen con certeza.

Rhodopseudomonas capsulata Aspergillus sp. Chlorella vulgaris

= Ra%
(b) C

Figura 1.4. Imégenes de algunos microorganismos utilizados para biosintesis de NPs-M:
(a) Bacteria Rhodopseudomonas capsulata, utilizada para sintetizar NPs de Au y Ag (a la
derecha se muestra una imagen TEM de las NPs de Au [92]); (b) Aspergillus sp, hongo
utilizado para la sintesis de NPs de Ag (a la derecha se muestra una imagen SEM las NPs
obtenidas [88]); (c) Alga Chlorella vulgaris, utilizada para sintetizar NPs y nanoplatos de
Au (a la derecha se muestran las NPs de Au [100]).

Aunque la biosintesis de NPs-M es relativamente nueva, los investigadores han comenzado
a explorar sus aplicaciones, no solamente en aquellas areas donde usualmente las NPs-M
son usualmente aplicadas, como en catalisis, Optica, electronica, farmacéutica, cosméticos,
produccién y almacenamiento de energia, etc. [85, 101-103], sino en aplicaciones en el
campo de la medicina (Nanomedicina), ya que las NPs-M, al estar rodeadas por moléculas
surfactantes que no son tdxicas o agresivas para un sistema biologico, pueden ser
biocompatibles con tales sistemas. En la actualidad se explora la aplicacion de las NPs-M
biosintetizadas como portadores de farmacos, biosensores quimicos y bioldgicos,

potenciadores del sistema olfativo o agentes antibacteriales o antivirales; y en tratamientos
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y diagnosticos de enfermedades como el cancer y los desérdenes neuronales, en terapia
genética, en analisis de ADN, y en la adquisicién de imagenes de resonancia magnética y
de imégenes de contraste, etc. [84, 103-113]. Debido a la biocompatibilidad de las NPs-M,
estas pueden circular en el torrente sanguineo sin ser detectadas por el sistema
inmunoldgico o causar dafio [112], pueden atravesar la membrana plasmatica de manera
mas facil [112] sin dafiar células sanas [107] y llegar al material citoplasmatico, ya que
ciertas proteinas transportadoras (por ejemplo GLUT1) de la membrana plasmatica se
enlazan con las moléculas surfactantes adheridas a las NPs-M para transportarlas hasta el
material citoplasméatico [104, 108, 112]. Se ha reportado, ademas, que las NPs-M
surfactadas por glucosa tienen una mejor selectividad para dirigirse a células cancerigenas
(y asi no dafiar células sanas), pues se sabe que algunos canceres adsorben mas cantidad de
glucosa [113]. Las NPs-M sintetizadas por métodos quimicos, debido a las moléculas
surfactantes adsorbidas en su superficie, tienden a agregarse en las células sanguineas. Su
baja compatibilidad les dificulta atravesar la membrana plasmaética y pueden causar

citotoxicidad [110, 112].

A pesar de que las ventajas de la fabricacion de NPs-M por biosintesis han sido bien
demostradas y a pesar de los beneficios de las NPs-M obtenidas y su amplia gama de
aplicaciones, la biosintesis no ha proporcionado un medio confiable para dirigir o controlar
la forma, el tamafio y la monodispersidad de las NPs. Hay que recordar que estos son
parametros importantes que influyen en las propiedades de las NPs y, por lo tanto, en sus
aplicaciones. El control de los parametros sigue siendo también un problema de

investigacion en curso tanto en los métodos fisicos como en los quimicos tradicionalmente
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utilizados por décadas. En este aspecto, la biosintesis tiene la considerable ventaja de

encontrarse todavia en sus primeras etapas de desarrollo.

1.3 Dispersion Raman amplificada por superficies (SERS)

La excitacion de plasmones superficiales localizados, uno de los fendmenos importantes
que ocurren en las nanoestructuras metalicas, ha dado lugar a la aparicion de nuevas
técnicas espectroscopicas. Un caso muy importante, que genera un esfuerzo mundial
motivado por sus aplicaciones potenciales en diversos campos, es la espectroscopia de
dispersion Raman amplificada por superficies 0 SERS (sigla del inglés Surface-Enhanced
Raman Spectroscopy) [114-116]. La caracteristica principal de SERS es el aumento o
amplificacion de la respuesta Raman normal de las moléculas del analito mediante el uso de
sustratos formados por nanoestructuras plasmonicas (Ver Fig. 1.5) [116-119]. Para
cuantificar el aumento de la respuesta Raman, se puede usar el parametro critico
denominado factor de aumento (FA) que se define como la razén entre la intensidad por
molécula medida en SERS y la intensidad por molécula medida en Raman normal (sin
utilizar algin sustrato SERS). Mientras mayor sea la respuesta SERS, mayor es el valor de
FA. La respuesta SERS puede variar de acuerdo a las caracteristicas de las estructuras
plasménicas (material, tamafio, forma, etc.) usadas como sustrato y a la concentracion y la

seccidn transversal de dispersion del analito, entre otras [119-121].
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Figura 1.5. (a) Esquema comparativo de la dispersion Raman y de SERS. (b) Espectro
SERS de la rodamina 6G en coloides de Ag (linea roja) y el espectro Raman normal de la
misma molécula en agua (linea azul) multiplicado por un factor de 100 [117].

Maés de la mitad de las publicaciones relacionadas con SERS en los Ultimos cuatro afios
tratan del desarrollo, fabricacién o caracterizacion de arreglos de estructuras plasménicas
con la intencion de utilizarlos como sustratos SERS altamente activos (maximizar el FA) y,
ademas, de la busqueda de reproducibilidad de los sustratos. Los primeros sustratos que
demostraron el efecto SERS fueron unos electrodos metalicos rugosos de Ag, usados en la
deteccién de moléculas de piridina y amina y mostraron un factor de aumento de 10° a 10°
[122-124]. Posteriormente, aparecieron diversos trabajos donde se utilizaron superficies
metélicas de Au, Cu, Pt, Li, Na, Al, In y K y nanoestructuras metalicas [125].

El estudio de sustratos nanoestructurados o rugosos ha ido en aumento. Los arreglos de NPs
metalicas, los cumulos, las superficies rugosas de Au y Ag son los mas explorados y los
que exhiben un mayor FA, es decir, se consigue maximizar el FA por medio de la SPR de
las estructuras metélicas y de la maximizacion del campo eléctrico local (por medio de
“hotspots ).

En la literatura se ha reportado que los electrodos rugosos, peliculas formadas por islas,

aglomeraciones de nanoparticulas y nanoparticulas de Ag y Au comunmente tienen un FA

18



en el rango de 10°-10° en la deteccion de diferentes moléculas [126-134]. Aunque existen
reportes de algunos arreglos de cumulos y nanoparticulas de Au y Ag, que llegan a
presentar un FA mucho més altos como el reportado por Liu y colaboradores con arreglos
de nanorodillos de Ag que presentan un FA de 10° en los espectros de BPE (trans-1,2-bis
(4-piridil) etileno) [140]. Arreglos de cumulos de Ag, atbmicamente precisos, con un FA de
10° en la deteccién de moléculas de cristal violeta [141]. Ademés de trabajos que
mencionan altos valores de FA (10'° o mayor) para los llamados sistemas de deteccién de
una sola molécula (single molecule detection) como el de Jackson y Halas que reportan el
arreglo de nanocascarones de Au y Ag muy bien distribuidos sobre sustratos de vidrio
(previamente funcionalizados) que presentan un FA de 10'°en la deteccion de moléculas de
p-mercaptoanilina [142]. Nie y Emory reportaron arreglos de nanoparticulas coloidales de
Ag inmovilizadas sobre superficies de vidrio que exhibieron FA de 10'*-10"en la deteccion
de rodamina 6G [143]. Kneipp reporta un FA del orden de 10 en la deteccion de
moléculas de cristal violeta en solucion coloidal de Ag [144]. Finalmente, los arreglos de
nanocubos de Au autoensamblados sobre sustratos de Au, reportados por Sisco y Murphy,
presentaron un FA de 10'2-10" en espectros de 4-mercaptobenzoico [145].

También se han estudiado estructuras micrométricas de caracteristicas morfologicas raras.
Como ejemplos, se pueden mencionar las NPs-Ag sub-micrométricas, con FA de 10°-10’
en la deteccion de azul de metileno [137], y las estructuras foténicas de Au en forma de
luna creciente (del orden de micras) con bordes filosos de espesor menor a 10 nm, con
respuestas SERS altas (FA de 10'°) para moléculas de rodamina 6G [138]. Otras estructuras
como nanoalambres, nanobarras y estructuras compositas se han explorado como sustratos
SERS vy han presentado factores de aumento de alrededor de 10°-10° en la deteccion de

moléculas de bencenotiol [139].
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Las NPs-M biosintetizadas también se han aplicado como sustratos SERS, aunque existen
muy pocos reportes. Por ejemplo, para las NPs de Ag sintetizadas por medio del hongo
Neuroespora crassa, se reportd un FA de alrededor de 10° en la deteccién de moléculas de
azul de metileno [146]. Aungue existen escasos reportes, también se han utilizado
bioplantillas para obtener arreglos plasmonicos. Con este fin, se han usado bacterias como
bioplantillas para obtener arreglos de NPs-Ag que presentaron un FA de 10* en la

deteccion de moléculas de 2-mercaptopiridina [148].
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Figura 1.6. (a) Fotografia una pelicula formada por cimulos de Ag152 sobre un sustrato de
vidrio. Se depositaron multiples gotas para aumentar el grosor de la pelicula; (b) Espectros
SERS comparativos de cristal violeta sobre la pelicula: (A) Ag55, (B) Agl52 y (C) NPs-Ag
de 3-4 nm. El factor de aumento maximo reportado para estos sustratos es de 10° [141].

Actualmente la reproducibilidad de los sustratos y de la respuesta SERS se ha logrado
usando técnicas de litografia por haz de electrones (EBL, por las siglas del nombre en
inglés: Electron Beam Lithography), que permite un control preciso de las caracteristicas
Opticas y morfoldgicas de los sustratos, estos métodos, desafortunadamente, son caros y

altamente complejos, no logran factores de aumento muy altos (FA <10°) y solo pueden
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fabricar unas cuantas muestras a la vez [150-152].

Como puede observarse, la mayoria de las publicaciones cientificas reportan un FA de
hasta 10° y muy pocas veces se ha conseguido obtener un FA mayor de 10° para
concentraciones de moléculas analitos que van desde 10°hasta 10™2 M [122-149]. Ademés,
las técnicas mencionadas arriba que logran obtener altos FA (10°-10") utilizan métodos de
fabricacion poco amistosos con el medio ambiente, que comprometen la salud [141,
143,145] y son mas elaborados, ya que se necesitan procesos de funcionalizacion para
Ilevar acabo el arreglo [143, 145]. Algunos de los sustratos SERS de este tipo son activos
para detectar un solo tipo de molécula, dado que son arreglos de tipo sandwich, en el que la

molécula queda atrapada entre dos estructuras plasmonicas [145].
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1.4. Autoensamble de nanoestructuras metalicas

En este trabajo nos referiremos a “autoensamble” al proceso por el cual las nanoparticulas
se organizan espontaneamente debido a interacciones directas (fuerzas entre particulas) o
indirectas (por medio de una plantilla o campos externos) [153]. La importancia del
autoensamble radica en su utilidad para formar estructuras funcionales macroscopicas que
potencian (o modifican) las propiedades fisicoquimicas de los blogues que las componen de
manera facil y barata. Las nuevas macro/nano estructuras obtenidas son de gran interés ya
que pueden ser ocupadas para aplicaciones en guias de ondas, en el microscopio dptico de
campo cercano, en antenas, en SERS, etc. [115, 154-156].

Comunmente, el ensamble “directo” de nanoparticulas se realiza al funcionalizarlas con
moléculas que se adsorben en su superficie. La interaccion entre las moléculas adsorbidas
en una nanoparticula con las adsorbidas en otra, por medio de fuerzas de atraccién
couldémbicas, provoca el autoensamble de las nanoparticulas. Por ejemplo, se ha reportado
el autoensamble de NPs-Au en soluciones coloidales gracias al uso de moléculas de ADN.
Los arreglos macroscopicos obtenidos pueden ensamblarse o desensamblarse dependiendo
de la temperatura del coloide [157]. Otro ejemplo es el autoensamble reversible de NPs-Au
en solucion coloidal por medio de su funcionalizacidn con péptidos carboxilados e inducida
por iones metalicos y la variacion del pH de la solucion (Fig. 1.8) [158]. Asimismo, se ha
reportado. El autoensamble de NPs de Au y Ag para formar una pelicula nanocomposita
delgada sobre un sustrato de vidrio funcionalizado. Para ello, se ensambla primero una
monocapa de NPs-Au y sobre ella se ensambla otra de NPs-Ag, y asi sucesivamente. Las
NPs coloidales de Au y Ag fueron funcionalizadas previamente con 4-aminotiofenol
(catidnica) y 4-carboxitiofenol (anidnica), respectivamente [159]. Un ejemplo adicional es

el de nanoparticulas de Au encapsuladas por dodecanotiol y ensambladas para formar una
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pelicula de Langmuir—Blodgett [160]. También se han logrado obtener ensambles lineales
de NPs usando principalmente moléculas de ADN, proteinas y polielectrolitos orgéanicos.
La primera publicacién sobre este tipo de trabajos fue la de Deng et al. [161]. En ella se
reporta como las NPs-Au estabilizadas con fosfina fueron funcionalizadas con fragmentos
conjugados de ADN que se enlazan a las bases complementaria en el ADN que
funcionaliza al sustrato sobre el que crece el arreglo. Siguiendo procedimientos similares,

se han ensamblado arreglos lineales de NPs de Ag, Au, Pty Pd [162-166].
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Figura 1.8. (a) Esquema de autoensamble reversible inducido por iones metalicos y el pH
de la solucion coloidal. Las NPs-Au estan funcionalizadas con peptidos carboxilados [158];
(b) Imagen SEM de una monocapa de LB que consiste de NPs-Au encapsuladas por
dodecanetiol [160].

El ensamble “indirecto” de nanoparticulas se ha realizado mediante plantillas organicas o
inorgéanicas. Algunas de las plantillas que se han utilizado para el autoensamble de
nanoparticulas metalicas son los nanotubos de carbono, que son conocidos como plantillas
duras (por su rigidez y resistencia). La estructura hueca de estos nanotubos hace que tanto
la superficie exterior como la interior se pueda utilizar como plantilla para la deposicién de
nanoparticulas. Estas plantillas se utilizan principalmente para ensamblar NPs-M en su
exterior. Las estructuras tubulares de los nanotubos de carbono también fueron utilizadas en
el autoensamble de NPs-Au para producir con ellas nanoalambres [167]. Asi también se

han obtenido nanotubos de Ag [168]. Para obtener arreglos lineales de NPs de Au se usaron
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también sustratos de vidrio, gracias a una plantilla en la que se habia disefiado un patrén de
nanosurcos, como fue presentado por Liz-Marzan y colaboradores [169]. Adicionalmente,
se han usado plantillas de 6xido de aluminio anddico para obtener arreglos de nanobarras o
de nanoparticulas metalicas cuando estas son introducidas en los nanocanales de la plantilla

[170].

Figura 1.9. Imagenes SEM de dos arreglos de NPs-Au monodispersas en surcos, que
comprenden (a) una sola linea y (b) doble linea [169].

Existe un nimero menor de reportes sobre plantillas organicas para autoensamble. Las
principales bioplantillas que se han utilizado son hongos [28, 171-175], bacterias [30, 148,
176], virus [29, 177], celulosa [147, 178] y algunos tejidos (como la seda de arafia) [179,
180]. Los hongos filamentosos como el Aspergillus fumigatus, el A. niger y el A. nidulans
se han utilizado como bioplantillas para ensamblar Unicamente NPs de Au y, una vez
extraido el material organico, se han obtenido estructuras lineales (tubulares o colapsadas)
de Au de orden micrométrico [20-23, 28, 171, 172]. Otros hongos filamentosos de los
géneros Trichoderma y Penicillum y el Neuroespora crassa se han utilizado para
ensamblar NPs-Au con resultados similares a los de los casos anteriores [174, 175]. Las
bacterias Streptococcus thermophilus se han usado como bioplantillas para la obtencion de
microesferas de Ag [148]. Asi también se han realizado ensambles de NPs y nanobarras de

Au sobre la superficie de bacterias gram positivas (Bacillus cereus) y se han obtenido

24



estructuras hibridas de orden micrométrico [30, 176]. El virus del mosaico del tabaco
(TMV, por las siglas del nombre en inglés: Tobacco Mosaic Virus) se ha empleado para el
ensamble de NPs-Au y la consiguiente obtencion de nanobarras hibridas de NPs-Au/TMV,
es decir, nanobarras bien definidas del TMV tabaco metalizado [29]. También se han
empleado cépsides (cajas proteicas virales) de algunos virus para ensamblar NPs de éxido

de Fe y cobalto [177].

Figura 1.10. Iméagenes (a) TEM de nanoalambres de TMV cubiertas con NPs-Au [29]; (b)
Nanobarras (25 nm de diametro y 400 nm de longitud) depositadas sobre la superficie de la
bacteria Bacillus cereus [176]; (c) Nanoesferas (45 nm de diametro) depositadas sobre la
superficie de la bacteria Bacillus cereus [176]; (d) Microtubos de Au usando el hongo
Penicillium sp. como bioplantilla [175].

Se ha explorado de igual forma el empleo de la celulosa y la celulosa microbiana para el
ensamble de NPs-Ag y NPs-Au, respectivamente. En el caso de la celulosa se han obtenido
arreglos en 2D de NPs-Ag y con la celulosa microbiana se obtuvieron nanoarreglos lineales
de NPs de Au [147, 178]. La seda de arafia fue utilizada para ensamblar NPs de Au y

obtener estructuras lineales de Au solidas de orden micrométrico [179].
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Las bioplantillas parecen ser una buena alternativa para el ensamble de nanoestructuras que
luego pueden ser aplicadas en diversos campos, no solamente debido a las propiedades del
material inorganico final sintetizado, sino como estructuras hibridas aplicables en
microelectronica [181], ingenieria de tejidos [182, 183], biosensores [184, 185], materiales
para baterias [30], antibacteriales [186, 187] y mejorar las propiedades mecénicas [180].
Ademaés de lo anterior, los procesos en los que se usan las bioplantillas son amigables con
el medio ambiente. Sin embargo, la mayoria de estas bioplantillas exigen un grado
apreciable de cuidado y presentan ciertas limitaciones. Por ejemplo, los hongos usados en
la mayoria de los trabajos publicados son patdgenos [28, 171-173] y su manipulacion
representa un peligro para la salud; ademas, su uso como bioplantillas ha estado limitado,
ya que los Unicos reportes de autoemsamble con estas bioplantillas es con Au. Cabe sefialar
que en todos los trabajos publicados sobre estas bioplantillas, los resultados obtenidos son
redes desordenadas y entremezcladas de microestructuras. Ademas, muchas de las
microestructuras finales tienen muy poca densidad de nanoparticulas. Estas deficiencias en
la técnica de autoensamble de NPs-M por medio de bioplantillas dificultan la incorporacion

de las estructuras obtenidas en aplicaciones tecnoldgicas.
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Capitulo 2

Bioplantillas (hongos)

Los hongos son organismos eucariotas, heterotrofos e inmdviles que se alimentan por la
absorcion de nutrientes, se reproducen sexual y asexualmente, y cuentan con una pared
celular que esta en contacto con su entorno y que esta compuesta principalmente de quitina
y glucanos [1,2]. Los hongos se presentan bajo dos formas principales: hongos
filamentosos (cominmente conocidos como "mohos™) y hongos levaduriformes (Fig. 2.1)
[1,2]. Los hongos levaduriformes o simplemente levaduras son unicelulares, tienen forma
casi esférica y no existe en ellos una distincion entre cuerpo vegetativo y reproductivo (Fig.
2.1a); su diametro depende de la especie de levadura y va, tipicamente, de 2 a 5 um, aunque
algunas llegan a medir hasta 40 um [1-3]. Por otra parte, los hongos filamentosos estan
formados por filamentos cilindricos o tubulares, llamados hifas (Fig. 2.1b), que van
creciendo por la punta (crecimiento por el apice) y llegan a formar una gran red de hifas

denominada micelio (Fig. 2.1c) [1,2].
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(b)

Figura 2.1. Imagenes de microscopia Optica de (a) levaduras, (b) hifas de hongos
filamentosos, y (c) una red de hifas (micelio), a menor amplificacion.

El cuerpo del hongo filamentoso consta de dos partes: la parte aérea o reproductiva,
conformada por las esporas (comunmente son de forma casi esférica, Fig. 2.1b), que se
encuentran siempre en la superficie y son las que le dan el color que observamos
macroscopicamente (Fig. 2.2a); y la parte vegetativa, formada por el micelio (Figs. 2.1c y
2.2b), que se entierra en los sustratos y absorbe los nutrientes requeridos. Las dimensiones
de las hifas dependen de la especie y de las condiciones de crecimiento. Pueden llegar a
medir hasta varios centimetros de longitud, pero, a menudo, tienen un didmetro constante
que va de 2 a 30 um [1,2]. Las hifas germinan de una espora y, cComo mencionamos antes,
van creciendo por sus apices, pero también se forman nuevas hifas por un proceso llamado
“ramificacion” (Fig. 2.2b), que consiste, tipicamente, en la aparicion de nuevos apices a lo
largo de las hifas preexistentes. Asi aparecen cada vez mas y mas hifas y se forma una
colonia de contorno circular (Fig. 2.2a). A menudo las hifas estan divididas internamentes
por paredes transversales, Illamadas “septos” (Fig. 2.2c¢), en compartimientos
interconectados por medio de poros (de diametros de alrededor de 0.05 a 0.5 pum) por donde

el material citoplasmatico y los nucleos pueden transitar (Fig. 2.2c) [1,2].
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Figura 2.2. Imégenes de microscopia Optica de hongos filamentosos: (a) imagen
macroscopica de una colonia de hongo filamentoso; el color verde que se observa es debido
a las esporas que se encuentran en la superficie; (b) hifas del hongo donde se aprecia un
apice (1) y algunas ramificaciones (2); y (c) amplificacién de una zona de la imagen 2.2b
donde se observan septos (3) y nlcleos (4) de la hifa.

En el presente trabajo se utilizaron hongos filamentosos como bioplantillas. Esto significa
que hemos aprovechado la forma tubular y alargada de las hifas para la fabricaciéon de
estructuras metalicas 1D. Los hongos utilizados como bioplantillas fueron el Tricoderma
asperellum (Tas) y el Aspegillus sydowii (Asy), y fueron elegidos para este trabajo debido a
que pudimos obtenerlos facilmente por medio del departamento de Microbiologia del

Instituto de Ciencias de la BUAP y a que no son patdgenos.

2.1. Caracteristicas de la estructura fangica

Todas las hifas fungicas estan rodeadas por una pared de composicion compleja. Esta pared
es delgada en el apice (alrededor de 50 nm), pero se va engrosando conforme aumenta la
distancia a este, hasta que alcanza un grosor comprendido entre 125 nm y 250 um,
aproximadamente (Fig. 2.3) [1], que luego se mantiene constante a lo largo de la hifa. La
membrana plasmatica se encuentra cerca de la pared celular y parece estar firmemente
unida a ella (Fig. 2.3). La pared fangica desempefia muchas funciones fisioldgicas
importantes (aparte de la funcion obvia de proveer una barrera estructural): protege al

hongo contra de la lisis osmética; actia como un tamiz molecular, regulando el paso de
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moléculas grandes a través de sus poros; protege a la célula de la radiacion ultravioleta
(cuando la pared contiene pigmentos como la melanina); y también protege al hongo de las
enzimas liticas de otros organismos, debido a que la pared tiene sitios enlazantes para las
enzimas. Las enzimas que secreta el hongo, para degradar a mondmeros los polisacaridos y
los pequefios péptidos, también se enlazan a la pared celular gracias a estos sitios
enlazantes vy, asi, los monémeros pueden difundirse a traves de la membrana plasmatica

para su digestion.

Hifa

Pared celular
Membrana
plasmatica

Material
citoplasmatico

Fig. 2.3. Esquema de la punta de una hifa que muestra la pared celular (color café), la cual
es delgada en el apice, pero se va engrosando a medida que aumenta la distancia a él y,
luego, mantiene un espesor constante a lo largo de la hifa. El grosor de la pared celular esta
comprendido entre 125 nm y 250 um. La linea de color negro representa la membrana
plasmatica.

Para nosotros es muy importante conocer la estructura y composicion de la pared celular,
ya que esta es la interfaz entre el hongo y el medio que lo rodea y es en ella donde tenemos

la intencion de acomodar o ensamblar las NPs metalicas.

Aunque relativamente muy pocos hongos han sido analizados detalladamente, todas las
publicaciones indican que la pared celular estd compuesta predominantemente (en un 80 a
90 %) de polisacaridos y, en muy pocas cantidades, de proteinas y otros componentes. Los
principales polisacaridos de la pared son diferentes para diferentes grupos taxonomicos de

hongos [1-3]. Por ello nos centraremos en la estructura de la pared del grupo Ascomicota
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(tabla 2.1), ya que tanto Tas como Asy pertenecen a este grupo. En una hifa madura, la
pared celular tiene una arquitectura como la que se muestra en la figura 2.4. Muchos
reportes sefialan que la pared celular estd compuesta de dos capas: la capa més externa
(amorfa) estd constituida predominantemente por (1,3) glucanos, asi como por algunas
proteinas enlazadas a la pared; en la capa mas interna (fibrilar y rigida) se encuentran
arreglos casi ordenados de cadenas de quitina y algunos (1,3), (1,6) glucanos entrelazados a
esta [1-3]. Sin embargo, aunque la arquitectura de la pared celular con frecuencia se
presenta como constituida por capas, para su facil visualizacion, en realidad todas estas
capas no presentan fronteras bien definidas (Fig. 2.4). Existen substanciales uniones entre
varios componentes de la pared que sirven para fortalecer la pared celular. Algunos
glucanos estan enlazados covalentemente a la quitina y a otros glucanos. La estructura
microfibrilar formada por la quitina (las moléculas amarillas de la Fig. 2.4c) es posible

debido a enlaces de puentes de hidrdgeno entre estas moléculas.

Tabla 2.1. Componentes de la pared celular de mayor presencia del grupo de los
Ascomicota.

Grupo Componentes Componentes de la matriz

taxonomico estructurales (fibrilar)
Quitina Manoproteinas(Son proteinas glicosiladas con
(Largas cadenas lineales de restos de manosa), a(1,3)glucanos y

monoremos de N- glicoproteinas (son moléculas compuestas por
Ascomicota acetilglucosamina). una proteina unida a uno o varios glucidos,
p(1,3), (1,6)-glucanos simples 0 compuestos).

(Cadenas lineales ramificadas
de mondmeros de D-glucosa),
incrustados en la matriz
fibrilar.

En cuanto a los hongos de los generos Trichoderma y Aspegillus utilizados en este trabajo
como bioplantillas, los didmetros de sus hifas van de 4 a 8 um y de 2 a 5 um [5],

respectivamente. La estructura de la pared celular de ambos géneros es, en general, como se
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presenta en esta seccion, ya que ambos pertenecen al grupo taxonémico de los

Ascomicotas.

& B-(1,3) Glucanos
™™ p-(1,3)(1,6) Glucanos
@& Quitina

©® Glicoproteina

®™® Manoproteina

@@ Proteinas

*Qmﬁ ’i %l Qg@g&g E)?tpe?’na
...'.r ® ‘. %O
g l..@ A, L

Capa
Interna

(a) (b) (c)

Figura 2.4. (a) Imagen de SEM de hifas de Aspergillus fumigatus [6]; (b) imagen de SEM
de la seccién transversal de una hifa en la que se visualiza la pared celular (1) y la
membrana plasmatica (2); (c) esquema de la arquitectura de la pared celular del hongo (en
general, para los hongos del grupo Ascomicota) constituida mayormente por (1,3) glucanos,
manoproteinas, glicoproteinas y proteinas ( la capa méas externa), y quitina y (1,3), (1,6)
glucanos (la capa mas interna). La quitina se encuentra muy cerca de la membrana
plasmética (M.P.).

2.2. Parametros y requisitos para el crecimiento de las bioplantillas: nutrientes,
temperatura y pH

Los hongos tienen necesidades nutricionales muy simples. Su principal nutriente es el
carbono, seguido por el nitrogeno, hidrégeno, oxigeno y el azufre [1,5]. Por eso,
compuestos organicos de una amplia gama pueden ser utilizados como sustratos nutritivos
para los hongos. La figura 2.5 muestra una gréafica en la que tales compuestos organicos
estan ordenados segun su grado de complejidad estructural y el grado de su utilizacion
como nutriente [1]. En esta grafica se observa (tal como se ha reportado en la literatura) que

la mayoria de los hongos utilizan, principalmente, la glucosa y otros monosacaridos como
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nutrientes, debido a que un gran nimero de hongos tienen proteinas de transporte y

sistemas de enzimas para la glucosa [1].

Incremento de la utilizacion de los

nutrientes

I

Monosacaridos

Disacaridos
Glicerol l Almidén

Acidos grasos
Aminoacidos

Hemicelulosa
Celulosa

Amino azucares
Acidos de aztcar
Alcoholes de

azlcares .
Lipidos
Proteinas

Alcoholes

Hidrocarburos
de cadena

larga
MeIno l

Quitina

Queratina

Incremento de la complejidad de los nutrientes E—

Figura 2.5. Gréfica que muestra los diferentes compuestos organicos que un hongo puede
utilizar como nutrientes, ordenados segun su grado de complejidad estructural y el grado de
su utilizacién como nutriente [1].

Entre las necesidades nutricionales esenciales de los hongos también se encuentran los

minerales, algunos en pequefias cantidades (macronutrientes) y otros como nutrientes trazas

(micronutrientes). La tabla 2.2 [5] presenta una lista de los minerales esenciales para la

nutricion de los hongos.

Tabla 2.2. Tabla de los macro y micronutrientes minerales esenciales para los hongos [5].

Nutrientes Elementos
Potasio (K'*)
Fosforo (P")
Macronutrientes _ Magnesio (Mg*")
Nitr6geno(N)
Azufre (S)
Calcio (Ca®")
Fierro (Fe*)
Micronutrientes Cobre (Cu®")
Manganeso (Mn?*)
Zinc (Zn*")
Molibdeno (Mo**)
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Para que los compuestos organicos nutrientes (Fig. 2.5) puedan ser absorbidos, tienen que
ser, en la mayoria de los casos, degradados 0 descompuestos a monémeros por una gran
variedad de enzimas que el mismo hongo produce y secreta. Este conjunto de enzimas varia
dependiendo de la especie de hongo y del entorno en el que se encuentra; esta caracteristica
es muy valiosa, ya que esta directamente relacionada con el crecimiento y supervivencia del
hongo. Por ejemplo, en la gréafica de la Fig. 2.5, el metano es el elemento méas simple y el
menos utilizado, debido a que tiene que pasar por diferentes pasos de transformacion
quimica antes de que el hongo pueda absorber las sustancia resultante de su transformacion.
Se requieren tres tipos de enzimas para convertir el metano en fructuosa, la cual podra ser
absorbida (Fig. 2.6); asi que, si el hongo no cuenta con tal artilleria enzimatica,
simplemente no aprovechard el metano [1]. En otros casos, el hongo puede producir
enzimas especificas que pueden degradar la fuente de carbono que haya a su alrededor. Por
ejemplo, si el hongo se encuentra en un medio rico en lactosa, este la descompondré en
glucosa y galactosa, y absorbera solamente la glucosa. Pero, al agotarse la glucosa, pasara
un cierto tiempo en el que se detendra el crecimiento del hongo, mientras este sintetiza

nuevas proteinas que le ayudaran a absorber la galactosa y a continuar su crecimiento [1].

Metano Metanol
monooxigenasa dehidrogenasa Ribulosa 5-fosfato

CH4 —_— H3C'OH EE— H'C'H — e —_—> C6H1309P
Il (Fructosa-6-
0 fosfato)
Metano Metanol Formaldehido

Figura 2.6. Esquema de la transformacion quimica del metano en fructosa, la cual, a
diferencia del primero, puede ser absorbida por el hongo. La obtencién de fructosa a partir
del metano es propiciada por diferentes enzimas que el mismo hongo secreta [1].
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Hay que sefialar que una concentracion adecuada de nutrientes en el medio es muy
importante, ya que se podria pensar que un medio rico en nutrientes seria ideal para el
crecimiento 6ptimo del hongo y, sin embargo, en muchas ocasiones no es asi. Se ha
reportado que un medio con altas concentraciones de glucosa, por ejemplo, puede reprimir
la formacidn o el transporte de ciertas enzimas, afectando el metabolismo del hongo y, por
lo tanto, evitando su desarrollo y crecimiento [1,5]. De igual forma, cuando la
concentracion de nutrientes trazas en un medio es alta, en vez de procurar el crecimiento
del hongo, esto se vuelve dafiino e inhibe el crecimiento [1,7]. También es de esperarse
que, cuando se tiene un medio con escaso nutriente, el crecimiento del hongo serd muy
lento comparado con el que ocurriria en un medio rico en nutrientes. La naturaleza y la
concentracion del o de los nutrientes son algunos de los pardmetros claves para el
crecimiento y desarrollo del hongo y pueden variar dependiendo de la especie. Por lo tanto,
es necesario considerar estos parametros al momento de hacer crecer, analizar y trabajar

con estos microorganismos en medios de cultivo artificiales en el laboratorio.

Otros pardmetros que influyen al crecimiento de las bioplantillas son el pH y la
temperatura del medio. La temperatura es el aspecto fisico mas importante que afecta el
crecimiento de los hongos. Otros aspectos fisicos, como la luz, la presion hidrostética y la
viscosidad, estan mas relacionados con la esporulacion del hongo [1]. En la figura 2.7 se
muestran los rangos de temperatura adecuados para el crecimiento de algunos hongos. Se
puede observar que la mayoria de estos hongos son mesoéfilos (como la mayor parte de los
hongos), pues crecen en rangos de temperatura de 10 a 37 °C. Para propdsitos de rutina en

los laboratorios, estos hongos se hacen crecer a temperatura ambiente (22-25 °C).
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Temperatura (°C)
0 10 20 30 40 50 60

Thermomyces lanuginosus
Chaetomium thermophile
Humicola insolens
Termomucor pusilllus
Aspergillus fumigatus
Aspergillus flavus
Penicillium chrysogenum
Cladosporium herbarum
Botrytis cinerea

Rhizopus nigricans
Penicillium expansum
Penicillium brevicaulis
Sclerotinia borealis

Typhula idahoensis

Figura 2.7. Rangos de temperatura aproximados (lineas negras) y temperaturas optimas
(puntos rojos) para el crecimiento de algunos hongos [1,5].

No hay una sola caracteristica que determine los diferentes rangos de temperaturas
propicios para el crecimiento de los hongos, ya que hay diferentes factores que contribuyen
a que un hongo crezca a ciertas temperaturas, o resista o tolere temperaturas extremas que
no sean las Gptimas para su crecimiento. Las desviaciones de la temperatura con respecto a
la temperatura Optima de crecimiento de un hongo afectan diferentes aspectos relacionados
con el proceso de crecimiento. Disminuyen, por ejemplo, las reacciones quimicas; se
inactivan proteinas; cambia la composicién de los acidos grasos de los lipidos de la
membrana, afectando asi su fluidez y, por lo tanto, el transporte de enzimas y nutrientes.
También, tienden acumularse ciertos compuestos como los disacaridos y el glicerol como

respuesta al estrés provocado por las variaciones de temperatura [1,5].
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El pH del medio es otro parametro importante que afecta el crecimiento de los hongos. En
general, un medio ligeramente &cido, de pH entre 5 y 6, es el medio éptimo para el
crecimiento de los hongos [1,5], aunque se ha reportado que existen hongos cuyo pH de
crecimiento éptimo vade 4 a 8.5, de 5a 7 o de 3 a9 [1]. Los valores del pH utilizados en
medios de cultivo artificiales van de 2 a 11. El valor exacto del pH dependera del tipo de

hongo y de la naturaleza de los nutrientes del medio [1,5].

El valor del pH afecta principalmente a los nutrientes del medio que rodea al hongo, ya que
para ciertos pH estos podrian ser modificados y dejar de ser nutrientes. Por ejemplo, el pH
afecta el grado de disociacion de las sales minerales; un medio de pH bajo puede contener
niveles potencialmente toxicos de elementos trazas, pero, si el pH es alto, estos elementos
son insuficientes. También, el pH puede hacer cambiar la carga neta de las proteinas de las
membranas, afectando asi la absorcion de nutrientes. Cabe sefialar que los hongos pueden
alterar el pH del medio que los rodea, pues liberan é&cidos organicos e iones H*, que

propician un aumento en la acidez del medio [1,5].

Son, entonces, la naturaleza y concentracion de nutrientes, la temperatura y el pH los
parametros principales que pueden afectar o facilitar la razén de crecimiento y el desarrollo

de los hongos.

2.3. Medio de cultivo artificial o sintético para el crecimiento de las bioplantillas
Como se menciond anteriormente, los hongos pueden crecer en cualquier medio que les
ofrezca los nutrientes y condiciones necesarias; es por eso que los vemos crecer en plantas,
suelos, frutas, alimentos, etc., es decir, en casi cualquier lugar. Pero si se quiere trabajar
directamente con algunos hongos o ser sujeto de investigacion, como, por ejemplo, en

diagnosticos clinicos, es necesario contar en los laboratorios con medios de cultivo
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artificiales que faciliten el crecimiento de tales microorganismos y ayuden a lograr su

desarrollo, identificacion, analisis y manipulacion [1-3,5].

Los medios de cultivo artificiales que retinen las condiciones necesarias para el crecimiento
de los hongos en el laboratorio se dividen, tipicamente, en solidos y liquidos; los primeros
son los que més se utilizan, debido a que con ellos se obtiene una mejor distribucion de la
colonia (micelio), un mayor crecimiento del hongo y mas répido que queda limitado a 2D.
Esto permitird su facil identificacion y manipulacion (Fig. 2.8a). Los medios solidos
utilizados ordinariamente en los laboratorios son: el PDA (por la siglas de nombre en
inglés: Potato Dextrose Agar), el SDA (por las siglas de Sabouraud Dextrose Agar) y el
agar de harina de maiz o harina de avena. Existen otros medios sélidos méas especificos

utilizados en anélisis clinicos o diferenciales [1,3].

(b)
Figura 2.8. Medios de cultivo artificiales utilizados en los laboratorios para el crecimiento
de los hongos: (a) sélidos y (b) liquido.

Los medios de cultivo liquidos pueden ser los mismos que los solidos pero sin el agar, ya
que éste solidifica el medio. Se utilizan caldos de papa-dextrosa, de aserrin-sucrosa, de
soya-dextrosa, etc. [3,7]. Los medios de cultivos liquidos son menos utilizados, pues es mas

dificil identificar y manipular los hongos obtenidos; el crecimiento es en 3D, por lo que se

obtiene una bola micelar (Fig. 2.8b), debido a la agregacion de las esporas antes de la
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germinacion; el hongo puede crecer en las paredes de los recipientes lo que hace ain mas

dificil su manipulacion [1,3].

Ambos medios, solidos y liquidos, son comunmente usados para promover el crecimiento
favorable de la mayoria de los hongos, son simples y baratos y son ricos en nutrientes, pues
contienen azucares, proteinas, minerales y vitaminas. Por ejemplo, el PDA contiene
dextrosa, papa (que es rica en almidon) y agar; el Sabouraud contiene lo mismo, pero en

vez de papa tiene peptonas [1,3].

Los medios de cultivos artificiales pueden ser preparados en tubos de ensayo, frascos y
cajas de Petri. La esterilizacion del medio de cultivo (realizada cominmente por medio de
autoclaves, sin importar si es sélido o liquido) y la de la cristaleria y objetos usados son
necesarias para matar microbios contaminantes. Después de la esterilizacion, el medio
puede ser inoculado con esporas o hifas del hongo que se desea hacer crecer; el cultivo es

después incubado bajo las condiciones requeridas [1-3, 5].

Aln en medios que proporcionen pequefias cantidades de nutrientes y en condiciones de
crecimiento extremas, los hongos pueden llegar a crecer; es decir, tienen la capacidad de
adaptarse, resistir y sobrevivir, lo cual nos hace tener la expectativa de que el hongo pueda
crecer, vivir e interaccionar en ambientes inorganicos inadecuados o no ideales para su
crecimiento. Tales caracteristicas de los hongos hacen que podamos emplearlos como
bioplantillas vivas, es decir, que podamos obligarlos a crecer en un medio no muy favorable
para ellos y con un minimo de requerimiento nutricional, en el cual se encontraran las NPs

metalicas que se desea ensamblar en las hifas del hongo crecido. Es decir, esperamos que
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los hongos crezcan en un medio coloidal que tenga agua, como medio continuo, y NPs

metalicas, como medio disperso.

En cuanto a las bioplantillas utilizadas en este trabajo, se ha reportado que las especies del
género Trichoderma tienen una gran capacidad enzimatica, es decir, producen una gran
variedad de enzimas, dependiendo del medio donde se encuentren, y por eso podran crecer
facilmente en diversos medios con diferentes nutrientes. Por otro lado, las especies de
Aspergillus no tienen la misma capacidad enzimatica que las anteriores, por lo que su
crecimiento serd mas limitado. En cuanto a la temperatura, ambos hongos son mesofilos,
por lo que pueden crecer a temperatura ambiente. Los valores de pH adecuados para el
crecimiento de los hongos Trichoderma sp. van de 4 a 9, y, para las especies de
Aspergillus, de 5 a 9 [1-3,5]. Existen pocos trabajos que reporten todos estos valores
relativos a la temperatura y al pH de ambos hongos. Sin embargo, los valores asentados

estan respaldados por el trabajo realizado para elaborar esta tesis.

En la tabla 2.3, se presentan las caracteristicas y requerimientos generales de las dos
especies de hongos que hemos utilizado como bioplantillas para el ensamble de NPs

metalicas.

Tabla 2.3. Caracteristicas y requerimientos generales de los hongos usados en el presente
trabajo.

4a8um Ascomicota Alta 20-38 °C 4a9
2a5um Ascomicota Normal 18a40 °C 5a9

* Respecto a la mayoria de los hongos reportados.
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Capitulo 3

Biosintesis de nanoparticulas metalicas

De las nanoparticulas de diversos materiales, aquellas que han tenido més aplicaciones e
influido mas en la vida de los seres humanos son las nanoparticulas metélicas. La inmensa
importancia de las nanoparticulas metalicas y de sus aplicaciones son fuertes motivaciones
que llevan a explorar nuevas técnicas para su sintesis. Como se menciond en el capitulo de
antecedentes (capitulo 1), la biosintesis de nanoparticulas metalicas (NPs-M) es
considerada, en la actualidad, un método de sintesis eficiente, que ha ganado terreno en
diversos campos de la investigacion y en las aplicaciones debido a las bondades y
caracteristicas Unicas de los nanomateriales inorganicos que se sintetizan con ella. El uso de
reductores y estabilizadores de origen bioldgico o verde en la sintesis coloidal de NPs-M es
la clave de la alta biocompatibilidad de estas. En la mayoria de los casos, no se sabe con
exactitud cual es el compuesto biologico responsable de la reduccion y la estabilizacion; y
tampoco, cudl es el mecanismo de tales procesos. Sin embargo, los resultados obtenidos

han sido extraordinarios.
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En este capitulo se describira un proceso de sintesis que es facil, barato, amigable con el
medio ambiente y potencialmente aplicable para preparar NPs de oro (Au), plata (Ag) y
zinc (Zn); en este proceso se utiliza la B-D-glucosa (DG) o el extracto de papa (EP) como
reductores y estabilizadores Unicos. También se describira el analisis relacionado con el
valor del pH de la solucion y se propondran los mecanismos de reduccion y estabilizacion

que ocurren en la biosintesis de las NPs-M.

3.1. Biosintesis coloidal de NPs-M (Au, Agy Zn)

La idea de trabajar con EP y DG surgi6 del hecho de que estos son los nutrientes mas
utilizados en los cultivos artificiales de hongos. Por eso se comenzé a explorarlos, pues no
solamente se pretendia realizar la biosintesis de NPs, sino que ademas se deseaba que el
medio en donde se sintetizaran las NPs fuera también apto para el crecimiento de las
bioplantillas; es decir, que les aportara los nutrientes necesarios y tuviera las caracteristicas
adecuadas para su crecimiento. Todo esto se realizaria en un medio coloidal (medio de

cultivo liquido) para promover y facilitar la adhesion de las NPs a las bioplantillas.

3.1.1. Biosintesis de NPs-Au utilizando extracto de papa

La papa amarilla (Solanum tuberosum) es utilizada en diferentes medios de cultivo
artificiales debido a que es una rica fuente de carbohidratos (el nutriente principal de las
bioplantillas). Estd compuesta de granos de almidén (didmetros de 10 a 100 pum) que, a su
vez, estan constituidos mayormente por dos polimeros organicos: amilosa, alrededor de un
20%, y amilopectina, alrededor de un 80 % (ver Fig. 3.1). El porcentaje de estos polimeros
depende de la especie del tubérculo. Ambos polimeros estan constituidos por unidades de

D-glucosa (ver Fig. 3.2).
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Figura 3.1. (a) Imagen de Solanum tuberosum, (b) micrografia de los granos de almiddn de
la papa y (c) distribucion de los diferentes componentes de la papa y de los constituyentes
principales del almidon (amilosa y amilopectina).

Unidad de
D-glucosa
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(b)
Figura 3.2. Estructura quimica de los polisacaridos (a) amilosa (cadena lineal formada por
unidades de a(1,4) D-glucosa) y (b) amilopectina (cadena lineal de o(1,4) D-glucosa con
ramificaciones a(1,6) D-glucosa).

Preparacién del extracto de papa (EP)

69



Para obtener el EP se llevo a cabo el siguiente proceso: se pesaron 50 gramos de papa con
cascara, cortada en cubos, y se adicionaron a 100 ml de agua desmineralizada contenidos en
un vaso de precipitado. La mezcla fue hervida a 95 °C durante 5 minutos y, después, se
dejo enfriar. La solucion obtenida fue filtrada usando pellon (tamafio de malla alrededor de
500um) v, luego, esterilizada utilizando una autoclave (PRESTO) a 115 °C y 10 psi. El
resultado es nuestro EP. Al final del proceso, el EP fue guardado en un refrigerador para su

uso posterior.
Sintesis de las NPs-Au

Con el fin de determinar si el EP tiene propiedades reductoras y/o estabilizadoras, al
principio se depositod directamente el precursor metélico de Au en diversas cantidades de
EP (10, 20 y 30 ml). Los cambios de color resultantes de la solucion y las mediciones de
absorcion nos indicaron que el EP realmente tiene caracter reductor y estabilizador. Una
vez determinado esto, se hicieron pruebas similares, pero diluyendo el EP en agua
desionizada (ADI) a distintas concentraciones, para estudiar como influyen las variaciones
de nuestro reductor y estabilizador (EP) en la formacion y crecimiento de las NPs-Au vy,
subsecuentemente, en el crecimiento de las bioplantillas. El procedimiento utilizado se

describe a continuacién mas detalladamente.

Se prepararon soluciones de x ml de EP en (20 — x) ml de ADI con x = 1.0, 2.0, 3.0 y 5.0.
Partiendo de cada una de estas soluciones, se prepararon muestras agregandoles 0.5 ml de
solucion acuosa de iones de Au (HAuUCI4+3H,O @ 5mM). Todas las muestras fueron
preparadas a temperatura ambiente (TA = 25 °C) sin agitacién (Fig.3.3); se midié el pH y

todas fueron &cidas (ver tabla de la Fig.3.9(a)). Se mantuvieron en la oscuridad para evitar
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alguna reaccion quimica debido a la radiacion externa. Las muestras fueron etiquetadas de
acuerdo a su contenido de EP (x ml) como 1EP, 2EP, 3EP y 5EP (ejemplo: 1EP se refiere a
la muestra preparada con la solucion de 1 ml de EP y 19 ml de ADI y los 0.5 ml de

solucion acuosa de iones de Au).

Solucién de
iones de Au

*Sin procesos
*Fue conservada

de agitacion. en oscuridad.

*TA : *TA

*Sin ajuste de

pH Alrededor de 14 hrs.

(20-x) ml de ADI
+
x ml de EP

Figura 3.3. Presentacion esquematica del proceso de preparacion de la solucién coloidal de
NPS-Au.

Después de la formacion y el crecimiento de las NPs-Au, las soluciones coloidales fueron
probadas para determinar si los subproductos obtenidos después de la sintesis y el medio
resultante eran aptos o no para el crecimiento y desarrollo de los hongos, y corroborar,
ademas, que las nanoparticulas no son tdéxicas para el hongo. La prueba se realizd por
inoculacion de esporas de los hongos en la solucion y observando el crecimiento de los

hongos.

3.1.2. Biosintesis de NPs-M (Au, Ag y Zn) utilizando D-glucosa

En esta sintesis de NPs-M, la B-D-glucosa (Omnichem) fue utilizada como Gnico reductor y
estabilizador. Las soluciones coloidales de las NPs-M (M = Au, Ag, Zn) fueron preparadas
de la siguiente manera: 30 mg de DG (polvo) fueron vertidos en 20 ml de ADI, a esta

solucion se agregaron 0.5 ml de iones metalicos de Au (HAuCl4;3H,O @ 5mM),
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Ag(AgNO3; @ 5mM) 0 Zn(Zn(0,CCHj3), @ 5mM). Todas las soluciones fueron preparadas

a temperatura ambiente, sin agitacion, y fueron almacenadas en la oscuridad.

Caracterizacion de las NPs-M

Todas las NPs-M sintetizadas en este trabajo fueron caracterizadas utilizando técnicas
como la espectroscopia de absorcién UV-Vis y la microscopia electronica de transmision.
En algunos casos, la microscopia electronica de barrido y la espectroscopia de dispersion de

energia fueron también usadas.

Para obtener los espectros de absorcion de los coloides sintetizados se utilizd un
espectrofotometro UV-Vis, Shimadzu UV3101PC, de doble haz, con celdas de cuarzo
cuadradas de 1.0 cm de longitud de camino Optico. Los espectros de las soluciones
coloidales fueron obtenidos a TA en el intervalo espectral de 300 a 800 nm. Con los
espectros, podemos determinar cualitativamente la formacion, el tamafio, la dispersion de
tamafos y la estabilidad de las nanoparticulas sintetizadas al observar la evolucién y la
forma de la banda de absorcion asociada a la resonancia del plasmén de superficie (RPS) de

las nanoparticulas.

Para determinar cuantitativamente el tamafio y la dispersion de tamafios, asi como la
morfologia y la estructura cristalina de las nanoparticulas sintetizadas, se obtuvieron
imagenes de microscopia electrénica usando un microscopio electrénico de transmision
(TEM) JEOL JEM ARM 200F a 200kV. Para preparar las muestras, se coloco una gota de
la solucion coloidal sobre una rejilla de cobre (Cu) cubierta de carbédn, que después se dejé

secar a TA.
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Asimismo, para determinar el tamafio y su dispersion, se usé un microscopio electrénico de
barrido (SEM) de emision de campo FE-HRSEM Auriga 3916 de Zeiss. Para la preparacion
de las muestras, se colocaron gotas de la solucion coloidal sobre un sustrato de Si que

después se dejo secar a TA.

También se utilizo la técnica de espectroscopia de energia dispersiva de rayos-X (EDS, por
las siglas de Energy Dispersive Spectroscopy), la cual es una técnica analitica que se utiliza
junto con SEM o TEM para determinar la composicion elemental (microanalisis) de un

espécimen.

3.2. Resultados y discusion

3.2.1. Solucidn coloidal de Au utilizando EP

Se obtuvieron espectros de absorcion (Fig. 3.4) de las soluciones preparadas (muestras 1EP,
2EP, 3EP y 5EP) para determinar la formacion de las NPs y estudiar también la dindmica
de su crecimiento (formacion, tamafio, dispersion de tamafios y estabilidad de la solucion
coloidal). Los espectros fueron obtenidos para diferentes intervalos de tiempo transcurridos

después de haber agregado los iones de Au.

Los espectros de absorcion para las diferentes soluciones presentan bandas entre 536 y 551
nm, que indican la formacion de NPs de Au, ya que estas bandas estan asociadas con su
RPS [1,2]. En general, la aparicion de la banda de la RPS fue apreciada después de 7 hrs de
la preparacion de las soluciones y, conforme transcurria el tiempo, su intensidad aumenté.
Se observa que al incrementar la cantidad de EP, la banda de la RPS se desplaza hacia
mayores longitudes de onda (ver Fig. 3.5(a)), de lo que podria pensarse que la presencia de

un mayor cantidad de EP induce la formacion de NPs de Au de mayores tamafios, con
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mayor dispersion, ya que también se observa un ensanchamiento de las bandas de la RPS.
Sin embargo, este corrimiento puede ser mayormente atribuido al cambio del indice de
refraccion n de la solucion (constituyentes de la solucién) que rodea a las NPs y de los
constituyentes que surfactan las particulas, ya que también se ha reportado que, al aumentar
el n de una solucion coloidal, el pico asociado a la RPS de las NPs se mueve hacia
longitudes de onda mayores [1,3]. Entonces, como ngp > nyp;, al aumentar el contenido
de EP aumentara n y cambiara la posicion del pico hacia mayores longitudes de onda. Esta
aseveracion se vera reforzada por lo que se observa en las imagenes de TEM presentadas

mas adelante.
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Figura 3.4. Espectros de absorcion de las muestras 1EP, 2EP, 3EP y 5EP, adquiridos para
diferentes intervalos de tiempo transcurridos (14 horas, 1, 2, 3 y 10 dias) después de la
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preparacion de las muestras. La imagen insertada en cada grafica es una fotografia de la
solucion coloidal de Au tomada 10 dias despues de su preparacion.

Aproximadamente 12 dias después de la preparacion de las muestras, ocurre un ligero
corrimiento del pico de la RPS hacia menores longitudes de onda (ver la Fig. 3.5(b)). Se ha
reportado que, conforme pasa el tiempo, existe un corrimiento de la banda hacia mayores
longitudes de onda debido al crecimiento de las NPs, pero no hacia menores longitudes de
onda. Los pequefios corrimientos hacia el azul que presentan nuestras muestras estan
asociados al cambio gradual en la composicién de nuestra solucion, debido a los continuos
procesos de formacion de enlaces (entre moléculas), de estabilizacion y de reduccion que
estan ocurriendo. Después de 12 dias de la preparacion de las muestras, algunos de estos
procesos disminuyen y las muestras se vuelven estables por mas de cuatro meses.

Posteriormente, las NPs tienden a aglomerarse.

556 - L _ 555 o . .
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Figura 3.5. Graficas de (a) la posicion del pico de la RPS en funcién de la cantidad de EP,
14 horas después de la preparacion de las muestras, y (b) la posicién del pico de la RPS en
funcién del tiempo (dias) transcurrido después de la preparacion.

Después de estudiar las propiedades opticas, las muestras fueron analizadas por TEM para
observar la morfologia, el tamafio y la cristalinidad de las NPs. En la figura 3.6, se

presentan imagenes de TEM tipicas de NPs-Au adquiridas para diferentes intervalos de
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tiempo de crecimiento. En cada imagen TEM se ha insertado el correspondiente histograma
de distribucion de tamafios de las NPs. Como se puede observar, las NPs-Au tienen forma

casi esférica. En la tabla 3.1 se presentan los didmetros promedio de las NPs.
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Imagenes de TEM tipicas de las NPs de Au con sus correspondientes

histogramas de distribucion de tamafios para las muestras (a)-(c) 1EP (las imagenes fueron
adquiridas después de 1, 10 y 60 dias de la preparacion de la muestra), (d) 2EP, (e) 3EP y

Figura 3.6.

(f) 5EP. Para las ultimas tres muestras, las imagenes fueron adquiridas 10 dias después de
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Para confirmar la naturaleza quimica de las NPs-Au se realizé el analisis EDS de ellas. Los

espectros EDS de las muestras revelaron lineas de emision propias del Au (ver Fig. 3.7).

Las lineas de emision de Cu y C reveladas en el mismo espectro son debidas a la rejilla de

cobre cubierta de carbono que se uso.

Tabla 3.1. Tamafio promedio de las NPs obtenido a partir de un ajuste gaussiano a los
histogramas de distribucion de tamafios de las imagenes TEM (obtenidas después de 10
dias de la preparacion de las muestras).

Muestras | Tamafode NP-Au Observaciones
La  distribucion  de
tamafios de las particulas
1EP 5.7+0.9y 22.3+3.5 | es bimodal (rojo).
Después de 2 meses ya
22.6+3.1 exhibe una distribucion
monomodal(negro).
Distribucion de tamarfios
2= PR de particula monomodal.
Distribucion de tamafios
S RS de particula monomodal.
Distribucion de tamarfios
SR ZL2 TS de particula monomodal.

12 14 16 18 20
Kev

Figura 3.7. Espectro EDS de las NPs-Au que presentan las lineas de emision propias del
Au. Las sefiales de Cu y C en el espectro aparecieron del soporte (rejilla de cobre cubierta

de carbdn).
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La solucién 1EP, a diferencia de las otras soluciones, muestra en su espectro de absorbancia
una banda en la longitud de onda de 620 nm (sefialada por una flecha en la Fig. 3.4) de
menor intensidad que la banda en 536 nm. La imagen TEM, obtenida exactamente el
mismo dia que el espectro de absorbancia (10 dias después de la preparacion de la muestra),
muestra que los tamafios de las particulas estan distribuidos alrededor de dos tamafios (5
nm y 22 nm), por lo que el histograma correspondiente presenta un comportamiento
bimodal. Pero, ademas, se observa la existencia de nanoestructuras elongadas o alargadas
(Ver Fig. 3.6(b)) que creemos que son las responsables de la aparicion del hombro situado
en 620 nm en los espectros de absorbancia, debido a su contribucién plasmonica [2]. De los
histogramas de dispersion de tamafios observamos que el tamafio promedio de las
nanoparticulas aumenta con el aumento del contenido de EP en la solucion de reaccion. En
el caso especial de la muestra 1EP, el tamafio promedio de las nanoparticulas fue el menor,
durante los primeros dias después de la sintesis, pero después aumentd por agregacion de

las nanoparticulas, al no estar bien estabilizadas debido a su alta energia superficial.

La contribucion al corrimiento del pico de la RPS hacia mayores longitudes de onda debida
al aumento en el tamafio de particula al aumentar la cantidad de EP no puede ser del todo
descartada, ya que, como lo muestra el analisis de las imagenes de TEM (obtenidas después
de 10 dias de la preparacion de las muestras), existen pequefias diferencias entre los
tamafios promedio de las nanoparticulas obtenidas en las cuatro soluciones coloidales. Estas
diferencias llegan a ser como maximo de alrededor de 5 nm. Esta diferencia de tamafio no
es tan grande como para desplazar la banda de absorcion tanto como ocurrié en nuestros
espectros de absorcion. Por lo tanto, el cambio de posicion del pico de la RSP es

principalmente provocado por el aumento del n (indice de refraccion) del medio. Asi
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tambien, la dispersion de los tamafios aumenta conforme la cantidad de EP aumenta (como

mencionamos anteriormente), como lo muestra el analisis de las imagenes de TEM.

En la figura 3.8 se muestran imédgenes TEM de alta resolucion (HRTEM) de las
nanoparticulas coloidales de Au y sus correspondientes patrones de Transformada Répida
de Fourier (FFT, por sus siglas en inglés). Las imagenes fueron obtenidas 10 dias despues
de la preparacion de las muestras. Las NPs-Au sintetizadas son de naturaleza cristalina y
presentan defectos de crecimiento y/o estructurales. Las figuras 3.8(1a) y 3.8(1b) presentan
dos particulas representativas de 1EP de tamafios de 8 y 10 nm, respectivamente. Ambas
particulas tienen forma octaédrica truncada (como lo ilustran los poliedros insertados en
(1a) y (1b)) y exhiben caras cristalinas, con distancia interplanar de 2.3 A, que
corresponden al plano (111) de la fase cubica fcc del Au (JCPDS #04-0784). El patron FFT
(Fig. 3.8(1c)) de la imagen de toda la primera particula expone la existencia de defectos de
tipo macla (Twin, puntos de difraccién adyacentes) y de espaciamiento interplanar reducido
cerca de las fronteras de grano, indicando la presencia de tension. El patrén FFT (Fig.
3.8(1d)) del area seleccionada de la imagen (1a) exhibe la deformacion de puntos de
difraccion que indican distorsion de la red. La segunda particula (1b) presenta multiples
maclas, que forman los bordes octaédricos, y fallas de apilamiento, que son revelados en el
espectro FFT (Fig. 3.8(1e)). El patron FFT (Fig. 3.8(1f)) del area seleccionada de la
particula (1b) muestra el apilamiento de los planos (111). En las figuras 3.8(2a) y 3.8(2b) se
muestran dos particulas de forma icosaédrica distintivas de 2EP (que se ilustran mediante
los icosaedros insertados en la figura) de tamafos de alrededor de 17 y 15.6 nm,
respectivamente. Estas NPs-Au presentan distancias interplanares de 2.3 y 2.0 A asociadas

a los planos cristalinos (111) y (200), respectivamente. Cada borde de estas NPs genera un
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defecto de tipo macla, por lo que estas particulas son también Ilamadas nanocristales de
macla ciclica quintuple. El patron FFT de la imagen de la particula presentada en (2a) tiene
las caracteristicas de un patron de difraccién de una NP icosaédrica (Fig. 3.8(2c)), y su
patron FFT (Fig. 3.8(2d)) del area seleccionada demuestra la presencia de los dos planos
(111) y (200). La particula (2b) también es de forma icosaédrica (patron FFT) pero
truncada. Ademas de hallar los dos planos mencionados, también se encuentra la presencia
del plano cristalino (220) con distancia interplanar de 1.4 A. El patron FFT de la particula
(2b) también exhibe caracteristicas de una particula icosaédrica con defectos estructurales y
de crecimiento de la red debido a su naturaleza truncada (Fig. 3.8(2e)). En el patron FFT
(Fig. 3.8(2f)) del area seleccionada de (2b) se tiene la presencia del plano (111). En las
figuras 3.8 (3a, 3b) y 3.8 (4a, 4b) se aparecen NPs-Au distintivas de 3EP y 5EP,
respectivamente. En ambas muestras se encontré mayormente la presencia de NPs de
naturaleza policristalina y con defectos de macla y de apilamiento. La naturaleza
policristalina de las NPs se aprecia claramente en los patrones FFT de cada NP (Figs.3.8
(3c, 3e, 4c y 4e)). En ellos, los puntos de difraccion estdn muy cerca unos de otros y forman

un anillo.

En general, se obtuvieron NPs-Au constituidas por granos cristalinos con contribucion de
planos (111), (200) y (220) correspondientes a la fase cubica fcc del Au. La presencia de
estos planos, que son facetas de bajos indices de Miller, se debe a que son mas estables que
otros planos, gracias a su denso empaquetamiento atomico, lo cual, a la vez, induce a la

formacion de estructuras poliédricas.
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Figura 3.8. Imagenes tipicas de HRTEM de las NPs-Au sintetizadas y los patrones FFT
correspondientes. Las imagenes 1a y 1b muestran dos NPs cristalinas tipicas de 1EP, de
tamafos de 8 y 9 nm y de forma octaédrica truncada, con facetas formadas por planos
(111). Las imagenes 2a y 2b muestran dos NPs de 2EP, cristalinas, de tamafios de 17 y 15.6
nm y de forma icosaédrica con facetas constituidas por planos (111) y (200). Las imagenes
3a, 3b muestran NPs tipicas de 3EP, policristalinas, de tamafios de 18 y 13 nm. Las
imagenes 4a y 4b muestran NPs de 5EP, policristalinas y de tamafios de 15 y 21 nm. Las
NPs presentaron defectos estructurales y/o de crecimiento apreciables en las imagenes
HRTEM vy en sus respectivos patrones FFT. Las imagenes 1c, 1e, 2c, 2e, 3c, 3e, 4c y 4e son
patrones FFT de toda la NP y 1d, 1f, 2d, 2f, 3d, 3f, 4d y 4f son patrones FFT del area
seleccionada en cada imagen HRTEM.

En resumen, las muestras 1EP y 2EP produjeron NPs cristalinas de Au casi esféricas, de
formas poliédricas y tamafios entre 5 y 22 nm. Estas dos muestras son las muestras méas
estables y las NPs tienen menor dispersion de tamafios. Las NPs-Au de las muestras 3EP y
5EP son de forma casi esférica, policristalinas, y de tamafio promedio ligeramente mayor
que el de las dos primeras. Estas muestras son menos estables y la dispersidn de tamafios de

las NPs es mayor.
3.2.1.1. Mecanismos de reduccién y estabilizacion

El éxito que se ha obtenido con el EP como reductor y estabilizador es debido a la

presencia de moléculas de DG o cadenas de DG que exhiben su grupo aldehido (es decir,
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gue este no se encuentra enlazado a ninguna otra molécula). Se sabe que gracias a la
presencia de este grupo, la DG es un reductor de iones metélicos, como lo demuestran las
pruebas de Tollens y Benedic [4]. A continuacion se expondrdn y discutirdn los

mecanismos de reduccion y estabilizacion que dieron paso a la formacion de las NPs-Awu.

Durante el calentamiento de los trozos de papa en agua desionizada (ver seccién 3.1.1), los
granos de almiddn se hinchan y se rompen, y el almiddn es separado, por lixiviacion, en los
polisacéridos que lo componen: amilosa y amilopectina. También se obtienen cantidades
reducidas de DG (debido a que durante el calentamiento se llegan a romper algunas cadenas
de los polisacéridos). Cuando esta solucién es filtrada y sometida a un proceso de
esterilizacion (en una autoclave a 110 °C y 10 psi), las cadenas de amilopectina y amilosa
continGan rompiéndose, proporcionando cada vez mas moléculas de DG y cadenas mas
cortas de ambos polisacéridos (debido a la energia a la que son sometidas las moléculas)
que exhiben su grupo aldehido [5,6]; queda asi disponible este grupo que actia como
agente reductor. EI pH del EP obtenido (constituido por monomeros de D-glucosa y
cadenas cortas y largas de amilosa y amilopectina) juega un papel importante en el proceso
de estabilizacion, aunque no influye de manera notable en el tamafio de las NPs, a pesar de

que esta caracteristica esta directamente relacionada con el proceso de reduccion.

En la figura 3.9, se exponen los valores de pH medidos para las soluciones XEP (x=1, 2, 3,
4, 5 mL) antes y después de verter los iones de Au en la solucién de EP. El valor medido

del pH del EP fue de alrededor de 6 y el del ADI fue de 6.5.
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Figura 3.9. (a) Tabla que expone los valores de pH medidos de las diferentes muestras
preparadas variando la cantidad de EP, antes y después de verter los iones de Au. (b)
Gréfica de la variacion del pH de acuerdo a la cantidad de EP, antes (puntos azules) y
después (puntos rojos) de verter los iones de Au.

Antes de verter la solucion de iones metalicos en las soluciones XPE, observamos que la
solucidén se vuelve més acida por adicion de mayor cantidad de EP; como es de esperarse,
ya que pHep<pHapi. Asi, al incrementar la cantidad de EP y disminuir la de ADI, baja el pH
de la solucion. Al verter la solucion de iones de Au (solucion &cida con valor de pH de
alrededor de 2.5) en cada una de las soluciones xPE, se esperaria que las soluciones xPE
mas 4cidas se volvieran aun mas &cidas. Pero nuestros resultados muestran lo contrario
(Fig. 3.9). Esto es debido a que en la solucién de iones de Au (agua + &cido clorodurico) se
forman iones [ClAu]; y H", y estos Gltimos hacen que la solucion sea &cida. En la solucion
final (iones de Au+EP+ADI), los iones H* tienden a enlazarse con los 4&tomos de oxigeno
de los enlaces glucosidicos. Rompen asi las cadenas de amilosa y amilopectina y liberan
moléculas de DG y moléculas de DG ionizadas positivamente (Ver Fig.3.10), como se
menciona en los reportes sobre las hidrdlisis &cidas de diferentes polisacaridos [7]. Por lo
tanto, a mayor cantidad de EP, existe un mayor numero de enlaces glucosidicos con los que

los iones H* reaccionan y hacen disminuir asi la acidez de la solucion.
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El mecanismo de reduccion de los iones metalicos en la biosintesis no ha sido establecido
con certeza, a pesar de que en bastantes trabajos se han propuesto diferentes reacciones
para explicar el proceso. Se ha reportado la reduccion de iones de Au por moléculas de DG
en un medio &cido, aunque no se dan detalles de las reacciones que se llevan a cabo [8].
Aqui se propone el mecanismo de reduccion de los iones de Au por moléculas o cadenas de

DGs (de amilosa y amilopectina) que lleva a la formacion de las NPs-Au.

En la figura 3.11, se muestra un esquema de los diferentes pasos de la reaccion redox. Se
parte de una molécula de DG que exhibe su grupo aldehido (encerrado en un circulo verde
en la Fig.3.11).

OH OH

OH l oH

~

N * 7
'] C H HCu- I H
E':I/ v ; .-:
BH HO  OH

HO

Figura 3.10. Representacion esquematica del proceso de la hidrdlisis &cida de la amilosa y
la amilopectina.

El ion Au** se enlaza al oxigeno del grupo aldehido (O1) debido a sus electrones libres, por
lo que el Au** es reducido a Au?* por transferencia electronica desde O1 (Fig. 3.11 paso
(1)). El proceso es seguido por la sustitucion nucléofila del radical hidroxilo (OH ) al
carbono del grupo aldehido (C1), llevando a C1 a un estado inestable (ya que se encuentra

enlazado con cuatro elementos) y, como sucede en este tipo de reaccion, el H es removido o
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desenlazado del C1, cediendo asi un electrén a Au®" y, por lo tanto, reduciéndolo a Au*
(Fig. 3.11, paso 2 y 3). Este proceso es repetido una vez méas para reducir Au* a Au° y asf
comienza la formacion de las NPs-Au. La oxidacion de la molécula de DG en este proceso
da como resultado una molécula de &cido D-glucénico (AcDGo).

En lo que se refiere a la estabilizacion de las NPs, diversos trabajos reportan la presencia de
proteinas, amino&cidos y diferentes polisacéridos que serian responsables de estabilizar o
surfactar las NPs; aunque no se conoce con certeza el grupo funcional o elementos que se

enlazan directamente con la superficie de las NPs.

Molécula de DG

oH O ',ao-h.\\ /ALP

Y

- -
OH OH
OH OH OF j OoH OH O
'W }O\/I\/\_/U\oﬂ + A+ H
OH OH OH OH
Molécula de acido D-glucdnico
(2) (3)

== w= == E| circulo de color verde encierra al C, Hy O que conforman el grupo aldehido.

Figura 3.11. Representacion esquematica de las reacciones quimicas que se llevan a cabo
en el proceso de reduccién de los iones de Au por el EP. La elipse de color verde encierra
los &tomos que constituyen el grupo aldehido y que son mencionados en el texto como Cl1,
01y H1.

Algunos trabajos similares al nuestro reportan que las moléculas de &cido glucénico
surfactan las NPs de Fe y que las moléculas de almidén surfactan las NPs de Auy Ag [9,
10]. En ambos casos, esto sucede gracias a la presencia de grupos hidroxilos (en las
moléculas de almidén y &cido glucénico) que se enlazan a la superficie de la NP por
interaccidn electrostatica. Es en esta direccion en la que apunta nuestro mecanismo de

estabilizacion, ya que, como fue discutido anteriormente, la solucion de EP usada para la
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reduccion de los iones de Au contiene cadenas cortas y/o largas de amilosa y amilopectina,
asi como monémeros de DG. Estos monomeros son oxidados a &cido D-glucdnico en el
proceso de reduccion de iones de Au y lo mismo ocurre con las unidades terminales de
glucosa de las cadenas de amilosa y amilopectina (Figura 3.12(a)). Estas ultimas moléculas
son los agentes estabilizadores en nuestra sintesis; ellas surfactan a las NPs-Au a traves de
la interaccion electrostaticas entre la carga negativa del O de los grupos hidroxilos y la
superficie positiva de las NPs-Au. Gracias a esa interaccion, las moléculas se enlazan a las

NPs-Au (Figura 3.12).

Terminal . Carbon

reductora 2
addsite . Oxigeno

§ Hidrogeno

. Carbon

. Oxigeno Polisacarido
§ Hidrogeno

Helice de
amilosa

Polisacarido con terminal
reductora (b)

Figura 3.12. (a) Una cadena de polisacarido con terminal reductora oxidada; (b) ilustracion
esquematica de la adsorcién de los polisacéridos en la superficie de una NP-Au, a la que se
han enlazado a través de los grupos OH'".

Como ya mencionamos, el pH de la solucion coloidal varia dependiendo del contenido de

EP debido al rompimiento de las cadenas de amilosa y amilopectina. Lo que se esperaria
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entonces es que, al tener una mayor cantidad de EP, se tendria una mayor cantidad de
agente estabilizador y, por lo tanto, se podria surfactar mejor la superficie de las NPs. Sin
embargo, como se observa de los resultados de TEM vy de los espectros de absorbancia, la
dispersion de tamafios de las NPs es mayor con el incremento de EP. Esto podria deberse a
que existe una mayor velocidad de nucleacion de las NPs debido una mayor cantidad de

reductor en la solucién de reaccion.

Mientras que el crecimiento y el tamafio final de las NPs son controlados por la interaccion
electrostatica entre la superficie de la NP y los grupos hidroxilos de las moléculas de DG,
del acido D-glucénico y de las cadenas de los polisacéridos, la agregacién de las NPs
formadas es controlada por posibles interacciones estéricas de los polisacaridos absorbidos
sobre la superficie de la NP. Por lo tanto, es importante formar una densa capa de estas

moléculas alrededor de las NPs para su estabilizacion.

Solucion coloidal de Au en un medio alcalino

Para estudiar aun mas el efecto del pH de la solucion en la formacion de NPs-Au, se
sintetizaron NPs-Au en un medio alcalino (basico), siguiendo un procedimiento similar al
de la seccidn 3.2. La solucién se prepar6é con 1 ml de EP (x = 1), 19 ml de ADI y 0.5 ml de
iones de Au, es decir, se prepar6 de igual manera que la muestra 1EP (que result6 ser un
medio &cido) solo que en este caso el pH de la solucidn final fue ajustado a 8 con una
solucion buffer de referencia 10 (Hidrogenofosfato de disodio, Sigma Aldrich). La solucion
final fue almacenada de la misma manera que las muestras anteriores. EI cambio de color
de la solucion, caracteristica que indica la presencia de NPs, ocurrio después de 12 horas de

su preparacion.
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Se obtuvieron espectros de absorbancia de la muestra en diferentes momentos de tiempo
(ver figura 3.13(a)). La banda de la RPS asociada a las NPs de esta muestra se ubicé
alrededor de 535 nm después de 14 hrs de la preparacion. Al igual que en las muestras
anteriores, se presentd un ligero corrimiento en la posicion del pico de la RPS hacia
menores longitudes de onda (solo en el caso del espectro adquirido 20 dias después de la
preparacion) asociado, igualmente, a cambios del indice de refraccion del medio. A
diferencia de lo que ocurre para las muestras sin ajuste de pH e inclusive para la muestra
1EP, esta solucion coloidal exhibe bandas de RPS muy bien definidas y mas angostas, asi
como una menor variacion en la posicion e intensidad del pico RPS con el tiempo de
envejecimiento. Esto nos habla de una menor dispersion de los tamafios de particulas y
mayor estabilidad, lo cual es evidente, ya que esta solucion ha sido estable por mas de un
afio y medio. A diferencia de lo que se obtuvo para la muestralEP, que era un medio acido,
el espectro de absorcion de la muestra alcalina no revela el hombro en 620 nm aun después
de 10 dias, lo que nos indica que no existen en esta muestra nanoestructuras elongadas o

alargadas.

Se obtuvieron imagenes de TEM y HRTEM para conocer la morfologia, tamafio y
cristalinidad de las NPs-Au (después de 10 dias de preparacién de la muestra). La imagen
TEM presentada en la Fig. 3.13(b) revela la presencia de NPs de forma esférica. Del
histograma de distribucion de tamafios (Fig. 3.13(c)), se nota claramente una distribucion
bimodal, es decir, existen dos grupos de NPs de tamafios promedios de 3.6+0.4 y 23.6+3.7
nm. En las imagenes de TEM no se encontraron estructuras de forma elongada ni alargadas.
En la Fig. 3.13(d), se presenta una imagen HRTEM de una NP representativa de esta

muestra. En general, las NPs son de naturaleza cristalina y presentan un menor nimero de
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defectos. También aqui es evidente la presencia de particulas pequefias de 3.6 +0.4 nm

(sefaladas en la figura con flechas rojas).

Como vimos en la seccion anterior, las NPs-Au crecidas en un medio basico son mas

estables que las sintetizadas en un medio &cido. Recordemos que la muestra 1EP (medio

acido) mostrd una distribucion de tamafios bimodal que con el paso del tiempo (2 meses

después de la preparacion) se convirtio en una distribucion monomodal, por agregacion de

las NPs pequefias, debido a su inestabilidad.
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Figura 3.13. (a) Espectros de absorbancia obtenidos en diferentes momentos de tiempo; (b)
imagen TEM tipica de NPs-Au; (c) histograma de distribucidn de tamarios; y (d) imagen

HRTEM de una NP-Au de 27 nm de tamafo.
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Por otro lado, la muestra con la misma concentracion de EP, pero crecida en un medio
alcalino, mostré también una distribucion de tipo bimodal que, sin embargo, no se modifico
al pasar el tiempo (ver histograma de distribucion de tamafios después de 2 meses, Figura
3.13(c)). Esto indica que el tamafio de las particulas se mantuvo igual desde su formacion,
debido a que las NPs estdn mejor surfactadas y a que la interaccion estérica en esta muestra

es mas fuerte o estable.

La gran estabilidad de las NPs formadas en un medio basico puede ser entendida si
analizamos los efectos del pH de la solucion sobre la estabilidad quimica de los
polisacéridos presentes en la solucion. Como se discutié en la seccion 3.2.1, la estabilidad
de nuestra solucion coloidal es controlada por dos interacciones: el control del crecimiento
y el tamafio de las NP dependen de la interaccion electrostatica entre la carga positiva de la
NP-Au y la carga negativa del O de los grupos hidroxilo de la glucosa y de los
polisacéridos; la aglomeracion de las NPs es impedida por la interaccion estérica entre los
polisacaridos enlazados a las NPs. En el caso de un medio alcalino, la formacién de NPs es
gobernada por los mismos mecanismos, pero aqui la capa que surfacta las NPs y la
interaccion estérica son mas estables, lo que evita durante tiempos mas largos la
aglomeracion de las NPs. Esto se debe a que en un medio basico la presencia de iones H* es
mucho menor, por lo que existen mas cadenas largas de los polisacaridos pues no ocurre
tanto la hidrdlisis acida (esquema de la Fig 3.10) y hay a la vez un menor nimero de
agentes reductores. Esto hace, por un lado, que la razén de reduccion sea mas lenta, asi
como la nucleacién, dando tiempo a que la superficie de las NPs sea mejor surfactada y, al
haber cadenas mas largas de polisacaridos sobre la superficie de la NPs, aumenta la

interaccion estérica.
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El uso del EP en la biosintesis de NPs-Au, que sirve a la vez como agente reductor y
estabilizador, tanto en un medio acido como en un medio alcalino, no ha sido reportado. Se
ha reportado, sin embargo, el uso del almidén de papa en la biosintesis de NPs-Au, pero
Unicamente como agente estabilizador o surfactante, teniendo que emplear ademas un

agente reductor (pH alcalino).

3.2.2. Solucion coloidal de NPs-M usando D-glucosa

Después de la preparacion de las muestras con DG como reductor y estabilizador para la
sintesis de NPs de Au, Ag 0 Zn (ver seccién 3.1.2), se obtuvieron espectros de absorcién
para monitorear las bandas asociadas a la RPS de las NPs de cada uno de los tres metales,
con el proposito de investigar la formacion y la estabilidad de las NPs. Las bandas
asociadas a la RPS de las NPs de Au, Ag y Zn fueron localizadas alrededor de 542, 427 y
327 nm, respectivamente (Fig. 3.14). Las imagenes insertadas en cada grafica muestran el
color de la solucion coloidal (rojo para el caso de las NPs-Au, amarillo para el de las NPs-
Ag y transparente para el de las NPs-Zn, ya que la banda de absorcion en este ultimo caso
se encuentra en el UV). Estas imagenes fueron adquiridas el mismo dia en que se midio el
ultimo espectro. La formacion de las NPs-Au ocurre después de 10 dias de la preparacion
de la muestra, a diferencia de lo que ocurre para las NPs-Ag, que se forman después de 40
minutos de la preparacion (ver Fig. 3.14), lo que muestra que la DG reduce mas
rapidamente los iones de Ag que los de Au. Las NPs de Zn se forman mas rapidamente que
las NPs-Au pero mas lentamente que las NPs-Ag. Esto nos indica que la DG en solucion
acuosa y a un pH de 7 es un reductor suave para el Au, moderado para el Zn y fuerte para la

Ag.
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La banda asociada a la RPS de las NPs de Zn es mas angosta que las de Au y Ag, lo que

sugiere que hay una menor dispersion de tamafos de las NPs de esta solucion. La banda

asociada a la RPS de las NPs de Au, Ag y Zn no cambia de posicion o intensidad ain

después de 24 dias (ver Fig.3.14), lo que indica una buena estabilidad de las NPs. Al

comienzo de la reaccion, las soluciones coloidales se observan més o menos estables ya que

la posicion de la banda de la RPS no varia considerablemente (en comparacién con lo que

ocurre en el caso de las sintesis con EP), aunque llega a haber corrimientos muy ligeros de

esta banda (ver Fig. 3.14) hacia menores longitudes de onda (mucho menores que los que

se observan para las NPs-Au en el caso de sintesis con EP). Esto se debe a cambios en los

constituyentes de la solucidn. Las muestras son estables por méas de dos afios.
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Figura 3.14. Espectros de absorcion de las NPs-Au, NPs-Ag y NPs-Zn. La banda asociada
a la RPS esta localizada alrededor de 542, 427 and 327 nm, respectivamente. La gréafica
ubicada en el lado inferior derecho muestra la posicion del méximo de las bandas de RPS
de las NPs de cada uno de los tres metales en funcion del tiempo.

El dia 24, después de la preparacion de las soluciones, se adquirieron imagenes de TEM y
HRTEM para observar la morfologia, el tamafio y la naturaleza cristalina de las NPs de Au,
Ag y Zn. Los resultados obtenidos se muestran en las figuras 3.15, 3.16 y 3.17,
respectivamente. Las figuras 3.15(a) y 3.15(b) son imagenes de TEM de las NPs-Ag. Estas
NPs son de forma casi esférica y tienen un didmetro promedio de 38.1+6.2 nm, obtenido
del histograma de distribucion de tamafios que se ha insertado en la Fig. 3.15(b). El
histograma nos muestra, ademas, la existencia de una notable dispersion de tamafios debido
a la presencia de NPs pequefias (de ~ 5 nm de didmetro, imagen insertada en la Fig.
3.15(a)) y NPs mas grandes (de ~ 40 nm de diametro). Las figuras 3.15(c) y 3.15(d)
presentan imagenes de HRTEM vy los correspondientes patrones FFT para una NP-Ag
representativa de esta muestra. Las imagenes revelan que las NPs son de naturaleza
policristalina, pues exhiben claramente las franjas de difraccion de la red (Figs. 3.15 () y
(b)) asociadas a las distancias entre planos cristalinos; asi también lo revelan los puntos de
difraccion de los patrones FFT. Las imagenes de HRTEM vy los patrones FFT (Figs. 3.15(c)
y (d)) muestran que las NPs estan definidas por los planos cristalinos (111) y (200)
indexados a la fase cubica fcc de la Ag (JCPDS #03-0931), con distancias entre planos de
2.29 y 2.04 nm, respectivamente (Fig. 3.15d). La elongacion de los puntos de difraccion en
los patrones FFT y la variacién de los valores de las distancias entre planos estan
relacionados con defectos de apilamiento de la red cristalina de la NP, lo que se puede
observar mejor en el patrén FFT de toda la particula (insertado en el lado inferior derecho

de 3.15(c)).
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Las figura 3.16(a) y (b) son imagenes de TEM de las NPs-Au con el correspondiente
histograma de distribucion de tamafios (insertado en 3.16(b)). Se observa que las NPs-Au
tienen tamafio promedio de 40.7#5.1 nm y forma arbitraria. Se observa también la
presencia de NPs mas pequefias de forma esférica (indicadas por la flecha roja en la Fig.
3.16(a)). Las imagenes de HRTEM (3.16(c) y (d)) y los patrones FFT (Fig.3 (c) y 3(d))
exhiben la naturaleza policristalina de las NPs, definidas por los planos (111) y (200),
indexados a los planos de la fase cubica fcc del Au (JCDS #04-0784), con distancias
interplanares de 2.33 y 1.98 A, respectivamente (Fig. 3.16(d)). Las NPs-Au presentan
algunos defectos estructurales, como defectos de apilamiento (sefialado en Fig. 3.16(c)) y
maclas (Tw); estos Ultimos pueden ser apreciados en el patron FFT de toda la particula
(imagen insertada en 3.16(c)), donde se manifiestan como un ensanchamiento de los puntos

de difraccion.

Las NPs-Zn obtenidas son de forma esférica, tienen didmetro promedio de 4.6+0.8 nm y
son monodispersas, como lo revelan las imagenes de TEM (Figs. 3.17(a) y (b)) vy el
histograma de distribucién de tamafios (insertado en la Fig. 3.17(a)). Las imagenes de
HRTEM vy los patrones FTT (Figs. 3.17(c) y (d)) hacen ver la naturaleza monocristalina de
las NPs. Los patrones FFT de la Fig. 3.17(d) son para el area encerrada por el recuadro rojo
en la Fig. 3.17(c) y exhiben puntos de difraccién referidos a la presencia de un solo plano
cristalogréfico, indicando asi que las particulas son monocristalinas. Algunas particulas
estan definidas por el plano (100) y otras por el plano (102), con distancias interplanares de
2.88 y 1.95 A, respectivamente. Estas distancias pertenecen a los planos indexados de la
fase hexagonal del ZnO (JCPDS #89-1397) y no al del Zn. En el patron FFT de toda la

imagen (insertado en la Fig. 3.17(c)), se observa solo la presencia de los dos planos
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mencionados. Algunas NPs presentan defectos de apilamiento, como se puede apreciar en
las secciones 2 y 3 de la Fig. 3.17(d). La discrepancia de los resultados obtenidos en TEM
respecto a los obtenidos con los espectros de absorcion sugiere que las NPs de Zn
sintetizadas (se comprobo su formacion con la aparicion de la banda de la RPS asociada a
NPs de Zn) se oxidan durante el analisis TEM, posiblemente desde la preparacion de las
rejillas de TEM vy, luego, al exponer las NPs a la alta energia del haz de electrones; ademéas

de que, por su pequefio tamario, estas NPs tienden a ser susceptibles a la oxidacion.

En resumen, se sintetizaron NPs de Au, Ag y Zn/ZnO de tamafios comprendidos entre 1 y
60 nm. Las NPs-Zn fueron las mas pequefias (de alrededor de 4. 6 nm), ademas de ser
cristalinas, monodispersas y de forma esférica. En el caso de las NPs-Au, se obtuvieron
particulas policristalinas de forma arbitraria y tamafio promedio de 40.7 nm. Las NPs-Au

fueron casi esféricas, policristalinas y de tamafio promedio de 40 nm.

3.2.2.1 Mecanismos de reduccién y estabilizacion

Cuando se diluye en agua una muestra cristalina de DG, se obtienen moléculas de DG
simples en forma abierta o en varias formas cerradas (formas ciclicas). Estas formas sufren
continuas conversiones de unas en otras y, cuando pasan por la forma abierta, exponen su
grupo aldehido. Como se ha reportado, este grupo aldehido es el responsable de la
reduccion de los iones metalicos [4]. Las moléculas de DG reduciran entonces los iones

metalicos (Au, Ag y Zn) de la manera expuesta en la seccion 3.2.1.1 (Fig. 3.11).

De los espectros de absorcion obtenidos (y del cambio de color de la solucidn), se observo
que la formacién de las NPs-Ag ocurre mucho mas rapidamente que la de las NPs-Au, lo

que nos indica que la reduccion de los iones metalicos de Ag ocurre mas rapidamente que
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la de los de Au. Sin embargo, la Ag tiene un potencial de reduccién estandar (a 25 °C y
pH=7) menor (0 .79 V para Ag") que el del Au (1.49 V para Au®") por lo que se esperaria
que el Au fuera mas facilmente reducido [11-14]. Sin embargo, como se ha reportado, el
potencial de reduccién de los iones metalicos puede ser afectado por el pH de la solucion

asi como por el complejo que estos puedan formar [15].
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Figura 3.15. (a, b) Imagenes de TEM de NPs-Ag tipicas con el correspondiente histograma
de distribucion de tamafos insertado en (b). La imagen insertada en (a) es una
amplificacion de una zona de la rejilla. (c) Imagen de HRTEM de una NP-Ag con su
respectivo patron FFT insertado en el lado inferior derecho. (d) Imagenes de HRTEM de
las zonas de la NP encerradas por cuadrados rojos en (c), donde se visualizan los planos
cristalinos (franjas), y sus respectivos patrones FFT.
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Figura 3.16. (a, b) Imagenes de TEM de NPs-Au con el correspondiente histograma de
distribucion de tamafios (insertado en a). (c) Imagen de HRTEM de una NP y su patron
FFT (insertado en la misma imagen). (d) Imagenes de HRTEM de las zonas de la NP
encerradas por cuadrados rojos en (c) y de los patrones FFT correspondientes. Las NPs-Au

estan definidas por los planos (111) y (200).
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Figura 3.17. (a, b) Imagenes de TEM de NPs-Zn y el correspondiente histograma de
distribucion de tamafios (insertado en (a)). Las NPs-Zn son monodispersas y de forma
esférica y tienen diametro promedio de 4.6 nm. (c) Imagenes de HRTEM vy su patréon FFT
(insertado en la misma imagen). En estos Gltimos se identifica la presencia de los planos
(111) y (102). (d) Imégenes de HRTEM Yy sus respectivos FFT de las zonas encerradas por
cuadrados rojos en (c).

Por lo que, bajo las condiciones experimentales de estas sintesis (pH=7 u 8 y TA), los iones
de Au muy probablemente formen complejos del tipo AuCIl,(OH)," y AuCI(OH)3", que ya
han sido reportados [15 ] y que tienen un potencial de reduccion mas bajo, de alrededor de

0.62 V, que hace mas lenta su reduccion en comparacion a la de los iones de Ag. Ademas,
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en la solucion de Ag, se podria estar formando AgO (que tiene un potencial de reduccion
mas alto: 1.4 V) lo que acrecentaria mas facilmente su reduccion frente a la de los iones de
Au [14]. En el caso del zinc, se podria esperar que la reduccion de los iones no sucediera,
ya que, el Zn*" tiene un potencial de reduccién estandar (-0.76V) [11-14] méas bajo
inclusive que el de la glucosa; lo que nos dice que probablemente en la solucion se estén
formando complejos del tipo ZnOH" (ya que si no fuera de esta forma, simplemente no
podria ser reducido por la glucosa), que tienen un potencial de reduccion estandar casi igual
al de la glucosa (-0.43 V), y asi la reduccién de iones de Zn podria ser llevada a cabo [14,

16].

La diferencia considerable entre los tamafios de las NPs de Zn y los de las NPs-Au y Ag,
esta asociada con el bajo poder de reduccion que tiene la glucosa frente a los iones de Zn,
ya que al tener el ZnOH™ un potencial de reduccion (-0.4) casi igual al de la glucosa (-.43
V), la reduccion de los iones es menos vigorosa y se obtiene asi una menor cantidad de
iones reducidos, lo que llevaria a nucleaciones lentas y pequefias de atomos de Zn que
formarian NPs mas pequefias. También, al existir menor cantidad de iones reducidos, existe
menor cantidad de NPs-Zn, lo cual es reflejado en la baja intensidad de las bandas

asociadas a la RPS en los espectros de absorcion.

La estabilizacion de nanoparticulas metéalicas realizada usando solamente moléculas de DG
no ha sido reportada. A pesar de que las moléculas de DG son muy pequefias, comparadas
con las de otros surfactantes (PVP, polisacaridos, ADN, etc), y de que son, ademas,
moléculas neutras (por lo que no tendrian los efectos de un surfactante idnico eficaz como
el citrato de sodio o el etilenglicol), éstas surfactan por si solas a las NPs-M hasta por mas

de 1 afo (de acuerdo a lo que hemos observado en nuestro trabajo). Existen trabajos previos
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[8-10] en donde reportan que diferentes polisacaridos (con unidades de DG) surfactan NPs
metalicas por medio de interacciones electrostaticas entre sus grupos OH y la superficie
positiva de las NPs-M. Asi, ademas de evitar la aglomeracion de las NPs, se obtienen
sistemas coloidales estabilizados gracias a la interaccion estérica entre polisacaridos (como
lo mencionamos en la seccion 3.2.1). Algo semejante es lo que llega a ocurrir en nuestras
soluciones coloidales: los grupos OH de las moléculas de DG o de AcDGo se enlazan por
medio de interaccion electrostatica a la superficie positiva de las NPs y detienen asi su
crecimiento; pero estas moléculas son muy pequefias y neutras, por lo que no podrian evitar
la aglomeracién de las NPs. Creemos, entonces, que la caracteristica peculiar que hace que
la DG, o el AcDGo (Fig.3.18(a)), sea un buen estabilizador, es que estas moléculas forman
puentes de hidrégeno entre ellas, creando asi cadenas de dos o méas unidades de DG e,
inclusive, llegan a formar cumulos (Fig. 3.18(b)). Esto podria ser posible pues se ha
reportado que, a través de enlaces de puentes de hidrogeno, las moléculas de DG en
soluciéon acuosa forman cadenas y cumulos y que esto dependera fuertemente de la
concentracion de DG y del pH de la solucion [17, 18]. Debido a la estabilidad que
presentan las NPs sintetizadas para pH=7, podemos decir que las cadenas y/o los cimulos
de DG se enlazan en la superficie de la NP, adoptando asi una caracteristica polimérica, por

lo que evitaran, por medio de interacciones estéricas, la aglomeracion de NPs (Fig. 3.18(c)).

La sintesis de NPs-M, utilizando DG en un medio &cido, fue también realizada; pero al
bajar de un cierto valor de pH (pH=5, medio 4cido) la reduccién de los iones metalicos
simplemente ya no ocurria. Para un medio menos acido (pH alrededor de 6), la reduccién

sucedia, pero la aglomeracion de NPs ocurria rapidamente.
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Figura 3.18. Esquema de la estabilizacion de las NPs-M por moléculas de DG y AcDGo:
(@) moléculas de DG, (b) moléculas de DG enlazadas por puentes de hidrégeno, formando
cadenas y cumulos, y (c) NP-M estabilizada por moléculas, cadenas y cimulos de DG.

simplemente ya no ocurria. Para un medio menos acido (pH alrededor de 6), la reduccién

sucedia, pero la aglomeracion de NPs ocurria rapidamente.

Después de la biosintesis de las NPs-M, se realizaron algunas pruebas con las soluciones
coloidales para ver si el medio usado (solucion coloidal con EP o DG) era favorable para el
crecimiento de los hongos, es decir, para estudiar la relacién entre el nutriente y el
crecimiento de las bioplantillas (hongos). Los resultados se presentan en el capitulo

siguiente.
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Capitulo 4

Fabricacion de estructuras 1D metdlicas y su
utilizacion como sustratos SERS

En la actualidad ha aumentado el interés en el autoensamble de NPs-M debido a que los
arreglos que resultan incrementan, modifican o crean ciertas propiedades de las NPs-M. Un
ejemplo importante es la modificaciéon de la RPS que abre la via hacia diversas y
prometedoras aplicaciones. Una de estas aplicaciones, que sin duda ha generado gran
expectativa, es el uso de los arreglos obtenidos por autoensamble de NPs-M como sustratos
en la espectroscopia Raman amplificada por superficies o SERS (por las siglas de su
nombre en inglés: Surface-Enhanced Raman Spectroscopy), la cual ha llegado a ser la
técnica mas eficiente para detectar moléculas organicas y bioldgicas en minimas
concentraciones. Esta aplicacion es posible gracias a que en los arreglos de NPs-M
ensambladas aparecen “hotspots” responsables de aumentar el campo eléctrico local y este,

a su vez, amplifica la respuesta Raman normal de las moléculas cercanas al arreglo de NPs.

Hace unos cuantos afios surgieron métodos de ensamble amigables con el medio ambiente

y con los seres vivos para los que se reportan resultados sumamente prometedores, debido a

107



los diversos arreglos, extraordinarios y Unicos; obtenidos, a lo barato de los procesos; al uso
de reactivos de origen biol6gico que, por tanto, no son toxicos, etc. Pero estos métodos de
ensamble no s6lo aportan estas bondades, sino que también nos dan la posibilidad de
analizar las interacciones entre materiales inorganicos y sistemas bioldgicos. El uso en
aplicaciones SERS de los arreglos obtenidos por métodos bioldgicos o métodos verdes es
realmente contado, pero se ha mostrado, como se demuestra también en este trabajo, que
pueden ser explotados como sustratos SERS con mejores resultados que la mayoria de los
sustratos SERS obtenidos por otros métodos y reportados en la literatura. En este capitulo
se vera el mecanismo de autoensamble de NPs-M en las bioplantillas, la fabricacion de

microestructuras metalicas y su utilizacién como sustratos SERS de alto factor de aumento.

4.1. Soluciones de nutrientes y bioplantillas

Antes de inocular las esporas de los hongos Trychoderma asperellum (Tas) y Aspergillus
sydowii (Asy) en las soluciones coloidales de NPs metélicas, se realizaron inoculaciones en
soluciones acuosas preparadas solamente con nutrientes y ADI. Unas fueron soluciones de
D-glucosa (DG) y otras, de extracto de papa (EP). El propésito era analizar el crecimiento
de los hongos (las bioplantillas) en funcion de la cantidad de cada nutriente. Las gréficas de
la figura 4.1 muestran el tiempo que tardé el micelio de los hongos Tas y Asy en crecer
aproximadamente 50 mm en funcién de la cantidad de nutriente (DG o EP) de las
soluciones. En general, observamos que Tas crece mas rapido que Asy en cualquiera de las
soluciones, siendo la solucién de EP en donde mas rapido crecen ambas especies. Las
diferencias entre los tiempos de crecimiento de las dos especies de hongo son méas pequefias
para el crecimiento en las soluciones de EP. Estos resultados son debidos a que la solucion

de EP es maés rica en nutrientes y, ademas, a que la mayoria de los hongos (en este caso, las

108



dos especies utilizadas) degradan facilmente el almiddn, pues es muy frecuente que en su
artilleria enzimatica cuenten con enzimas a-amilasa que degradan y transportan las
moléculas del almiddn. Por el contrario, no muchos hongos producen la enzima glucosidasa
(transportadora de glucosa), aunque se ha reportado que algunos hongos tienen la capacidad
de producirla en un medio rico en DG [1,2]. Como era de esperarse, la proliferacion del

micelio aumenta con la cantidad de nutrientes, DG o EP, contenidos en las soluciones.
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Figura 4.1. Gréficas que muestran el nimero de dias que tarda el micelio de los hongos en
crecer aproximadamente 50 mm en funcién de la cantidad de (a) DG y (b) EP.

Una vez que se determind que los hongos si crecian en estos medios, se procedié a la
inoculacion de las esporas en las soluciones coloidales de NPs-M, que habian sido
sintetizadas usando tanto DG como EP, para determinar si los hongos podrian crecer

también en estos medios.

4.2, Fabricacion de estructuras 1D hibridas (hongo/NPs-M)

4.2.1. Inoculacién de esporas de los hongos en las soluciones coloidales

Las esporas de los hongos fueron inoculadas en las soluciones coloidales de NPs-M
sintetizadas usando EP o DG (ver seccién 3.1) como reductor-estabilizador. En la figura 4.2
se muestra un esquema de la inoculacion de las esporas (tomadas de la colonia del hongo,
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imagen del extremo izquierdo) en una solucién coloidal de Au (ver Apéndice A). Al paso
del tiempo las esporas germinan y ocurre el crecimiento del hongo, lo que muestra que el
medio es propicio para ello. Después de un cierto tiempo (alrededor de 7 dias), los hongos
se ven de color negro y la solucidn es transparente; esto nos indica la posible adherencia o

introduccién de las NPs de oro en las hifas del hongo (Fig. 4.2). Se realiz6 el mismo

procedimiento para las soluciones coloidales de NPs-Ag y NPs-Zn.

N

||-i

Coloniade Tas  Slucioncoloida de Crecimiento del hongo en la
NPs-Au solucion coloidal de N Ps-Au

Figura 4.2. Esquema de la inoculacién de las esporas del hongo en una solucion coloidal
de NPs-Au. Después de aproximadamente 9 dias de la inoculacion, se aprecié que el hongo
habia crecido en la solucion coloidal, volviendo transparente la solucién coloidal.

4.2.2. Fabricacion de las estructuras hibridas: hongo/NPs-Au.

Después del proceso de inoculacion de esporas en las soluciones coloidales, se realizaron
diversas pruebas y andlisis con el propésito, primero, de observar el crecimiento del hongo
en estas soluciones y, segundo, para obtener las estructuras hibridas. Las soluciones
coloidales de NPs-Au sintetizadas con EP o DG, con valores de pH entre 4-8, fueron
analizadas. Después de observar el crecimiento del hongo en las soluciones coloidales, una
parte del micelio crecido fue retirado para su observacion en el microscopio optico. En las
figuras 4.3 y 4.4 se observan micrografias Opticas representativas de los hongos crecidos en
las soluciones coloidales de NPs-Au con EP y DG, respectivamente. Los resultados

obtenidos, que mas adelante explicaremos, nos ayudaron a concluir que las soluciones
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coloidales de NPs-Au sintetizadas con DG y EP con valores de pH iguales a 8 o 7 son las

soluciones coloidales dptimas para la fabricacion de las estructuras hibridas (hongo/NPs-

M). En este sentido, se encontro que:

En las soluciones coloidales preparadas con EP y con valores de pH < 7 se llega a
dar el crecimiento de las bioplantillas, aunque no ocurre la incorporacion de las
NPs-Au en sus hifas, dado que se observan hifas transparentes y una gran cantidad
de NPs-Au aglomeradas fuera de estas, como se puede apreciar en las imagenes de
la figura 4.3 (a, b y c). Ya habiamos comentado que para estos valores del pH la
estabilidad de las NPs no es muy buena. Después de esto, se inocularon esporas en
soluciones coloidales de pH ajustado a 8 o 7 (también algunas con valores de 7.4 0
7.6), en donde de igual forma se da el crecimiento de la bioplantilla, con la
diferencia que las hifas lucen como si estuvieran pintadas, oscuras o tuvieran ambas
caracteristicas a la vez (Fig. 4.3 (d, e y f)). Esto es debido a la posible incorporacion
de las NPs-Au en la hifa. Los hongos mostrados fueron crecidos en soluciones de
muestras 1EP preparadas en la forma mencionada en la seccion 3.1.1.

En el caso de las soluciones coloidales preparadas con DG, como ya se habia
mencionado en la seccién 3.1.2, la formacién de las NPs-Au no ocurre para valores
de pH < 5. Por eso, las esporas de los hongos Tas y Asy fueron inoculadas en
soluciones coloidales de pH superior a 5. En soluciones de pH comprendido entre 5
y 7, aunque si ocurre la formacion de NPs, es evidente su aglomeracion en la
solucion y que no se incorporan a las hifas (Fig. 4.3(a)). Por lo tanto, se prepararon
soluciones de pH igual a 7 u 8 (la preparacion fue la misma que se describié en la

seccion 3.2.2) en las que, ademés de que resultaron ser soluciones estables (hasta
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por dos afios, seccion 3.1.2), se observo la incorporacion de las NPs-Au en las hifas

(Fig. 4.3 (a, b yc)).

@ (e )

Figura 4.3. Imagenes de microscopia Optica de las hifas de Tas y Asy crecidas en
soluciones coloidales de NPs-Au utilizando EP (muestras coloidales del tipo 1EP) con
valores de pH menores de 7 (a, by c) e igualesa 8 0 7 (d, e, f). Las imagenes insertadas son
una amplificacion de una zona del mismo micelio de la misma muestra (las barras no
marcadas son de escala de 10 um).

Figura 4.4. Imégenes de las hifas de Tas y Asy crecidas en soluciones coloidales de NPs-
Au previamente sintetizadas con DG, con valores de pH de (a) 8, (b) 7 y (c) 8. Las
imagenes insertadas son las imagenes amplificadas de algunas zonas del micelio de la
misma muestra (la barra blanca hace referencia a la escala de 10 um).
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4.2.3. Fabricacion de las estructuras hibridas: hongo/NPs-Ag y hongo/NPs-Zn.

Los procedimientos utilizados para la obtencion de las estructuras hibridas hongo/NPs-Au
fueron repetidos para la obtencidn de las estructuras hibridas de Ag y Zn. Se inocularon
esporas de los hongos en soluciones coloidales de NPs-Ag o NPs-Zn sintetizadas con EP o
DG y se obtuvieron resultados similares a los del caso de las NPs-Au; especificamente, que
las soluciones con valor de pH igual a 8 o 7 también son las mejores para la obtencion de
estructuras hibridas de Ag y Zn. Las soluciones coloidales de NPs-Ag y NPs-Zn fueron
sintetizadas utilizando el procedimiento discutido en la seccién 3.2.4. En las figuras 4.5 y
4.6 se muestran imagenes de microscopia optica de hifas de las bioplantillas crecidas en

soluciones coloidales de NPs-Ag y NPs-Zn, respectivamente.

@ b (©)

Figura 4.5. Imégenes de microscopia dptica de las hifas de Tas crecidas en soluciones
coloidales de NPs-Ag previamente sintetizadas con DG, con valores de pH de (a) 7, (b) 8y
(c) 7. La imagen insertada en (c) es una amplificacion de una zona del micelio de la misma
muestra (la barra negra hace referencia a la escala de 10 um).

(a) (b) (c)
Figura 4.6. Imagenes de microscopia Optica de las hifas de Tas y Asy crecidas en
soluciones coloidales de NPs-Zn previamente sintetizadas con DG y EP, con valores de pH
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de (a) 7 (DG), (b) 8 (EP) y (c) 7 (DG). Las imagenes insertadas son una amplificacion de
una zona del micelio de la misma muestra.

En la figura 4.7, se muestran las gréficas asociadas al tiempo que tardé el micelio en crecer
aproximadamente 30 mm con relacién al tipo de metal de las soluciones coloidales. En
estas se observa que el crecimiento de Tas y Asy es mas rapido en la solucion de Au,
seguido por el crecimiento en la de Ag. Los medios coloidales de Ag y Zn mostraron que
no son éptimos para el crecimiento de las bioplantillas, ya que en variadas ocasiones el
hongo no crecid (lo que se ha sefialado mediante los cuadrados y circulos segmentados en
la gréfica de la Fig. 4.7). Aun mas, la solucién de Zn inhibia casi por completo el
crecimiento del hongo (en el caso del hongo Asy, ya que Tas llegaba a crecer después de un
mes pero la cantidad de micelio era muy pequefia). Por lo que, solo en el caso de la
solucidn coloidal de Zn, se varié la concentracion de precursor metélico usado durante las
sintesis tanto con EP y DG (seccion 3.1.1 y 3.1.2) desde 5 mM hasta 1 mM, consiguiendo
con este Gltimo valor el crecimiento del hongo. El tiempo de crecimiento de la bioplantilla
en esta nueva solucion es parecido al tiempo de crecimiento del hongo en las soluciones

coloidales de NPs-Ag.

504
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Figura 4.7. Graficas que muestran el tiempo de crecimiento de aproximadamente 30 mm
de micelio con relacion a la naturaleza de la solucién coloidal. Los circulos y cuadrado
segmentados que aparecen en ambas graficas indican que en ocasiones el crecimiento del
hongo no se llegaba a dar.
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4.2.4. Resultados para las estructuras hibridas y discusion

Como mencionamos en la seccion 4.2.2, una parte del micelio crecido en la solucién
coloidal fue extraido y colocado en un portaobjetos para observarlo directamente en un
microscopio optico (MO) de campo claro y fuente de luz situada en la base del
microscopio, es decir, abajo del portaobjetos. Por ello, una parte de la luz se absorbera, otra
se reflejara y otra se transmitira. La luz transmitida es la que llega a la lente objetivo y
formara la imagen. Las hifas o algunas regiones de éstas lucen oscuras debido a la
presencia de NPs-M que no dejan pasar la luz. Es decir, si existe una cantidad muy grande
de NPs en las hifas, estas se veran completamente negras (Fig. 4.8(a y b)). Si hay menor
cantidad de NPs-Au, las hifas se veran oscuras pero dejaran pasar la luz parcialmente (Fig.

4.8(c)).

(a) (b) (©)

Figura 4.8. Iméagenes de microscopia Optica de: (a) una hifa ramificada de Tas que se
observa completamente negra en casi toda su extension, excepto en la parte superior
izquierda, que se ve menos oscura, lo que indica menor presencia de NPs-Au; (b) una hifa
de Asy completamente negra por la presencia de una gran cantidad de NPs-Au en ella y, a
su lado, en contraste, una hifa con unas cuantas NPs-Au (pequefias manchas negras); y (c)
hifas de Tas donde se observan diferentes tonalidades, desde muy oscuras hasta muy claras,
gue muestran la variacion de las cantidades de NPs-Au incorporadas a ellas.

Los resultados obtenidos, referentes a la obtencion de estructuras hibridas, nos sefialan que
las soluciones coloidales de NPs-M preparadas con EP o DG, con valor de pH entre 7 y 8,
son las soluciones Optimas para el crecimiento de las bioplantillas. Por eso decidimos

trabajar solo con soluciones coloidales de pH = 7 y 8. El crecimiento pobre en las
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soluciones coloidales cidas se debe a que en estas existe un mayor nimero de protones H*
que “atacan” a los grupos OH de las moléculas surfactantes de las NPs-M. Esto provocara
que disminuya la interacciéon entre los grupos OH de las moléculas surfactantes y los
grupos OH de los constituyentes de la pared celular. Como explicaremos méas adelante, la
presencia expuesta de estos dos grupos es necesaria para que las NPs sean adsorbidas en la

pared celular de la hifa.

A pesar de que, como se vio en el Capitulo 3, las NPs mas estables se hallan en las
soluciones coloidales de pH > 7, aun asi se analiz6 la fabricacion de las estructuras hibridas
en soluciones &cidas, pues es sabido que un medio éptimo para el crecimiento de los
hongos filamentosos es uno ligeramente &cido (pH = 5, 6; seccién 2.5.1); aunque esto no
significa que el hongo no crezca en soluciones bésicas, ya que esto depende fuertemente de
las caracteristicas del hongo [1,2]. Como vimos, el crecimiento de Asy llega a ser, en
general, mas lento que el de Tas en las soluciones coloidales tanto con EP como con DG vy,
en ocasiones, su crecimiento era muy limitado o no crecia. Debido a los resultados
variables que se obtuvieron en relacion al crecimiento de Asy en las diferentes soluciones
examinadas, se opto por trabajar mas con el hongo Tas, ya que, toda vez que las esporas de
este Gltimo fueron inoculadas en soluciones acidas, alcalinas o neutras, el hongo siempre
crecio. Esto es una confirmacion de las caracteristicas naturales ya reportadas para Tas, tal
como su alta velocidad de crecimiento, la abundante esporulacion y la capacidad de
crecimiento sobre una amplia gama de sustratos, todo debido a la gran capacidad
enzimatica que posee, que lo hace ser uno de los hongos mas utilizados en el control

bioldgico de patdgenos fungicos y en la produccion de enzimas a nivel industrial [3-5].
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De los resultados obtenidos en relacién al crecimiento de las bioplantillas de Tas y a las
caracteristicas de las estructuras hibridas, se pueden sefialar diferencias entre lo que se
obtuvo en las soluciones coloidales de NPs-Au, Ag y Zn. En la figura 4.9 se muestran 3
imagenes opticas tipicas de las estructuras hibridas obtenidas en las soluciones de NPs-Au,
Ag y Zn. También se han insertado los histogramas de distribucion de didmetros de las
estructuras correspondientes. En la tabla 4.1, se destacan las caracteristicas encontradas.
Los puntos 1-3 de la tabla estan relacionados con la naturaleza propia de las soluciones
coloidales, especificamente con la cantidad de iones metalicos. Es conocida la accién
antimicrobiana de los iones de Ag, especialmente su accidn antifingico [6-9], pero la
presencia de estos iones en nuestras soluciones es minima, tal que puede permitir de alguna
forma el crecimiento del hongo. En el caso de los iones de Zn, que si bien forman parte de
los nutrientes trazas de los hongos, su abundancia en un medio llega a ser nociva y puede
inhibir el crecimiento del hongo [1,2]. En los espectros de absorbancia de la solucion
coloidal de Zn (Fig. 3.14), se observa un pico asociado a la RPS de las NPs-Zn poco
intenso (323 nm) en comparacion con el pico asociado a los iones de Zn (272 nm, ver
Apéndice B). Por tanto, es por la abundancia de los iones de Zn que esta solucion limita el
crecimiento de los hongos (por eso se hizo disminuir la concentracion de iones de Zn para
obtener el crecimiento del hongo, aunque la cantidad de micelio y su crecimiento fueron
menores que en las soluciones de Au y Ag). Los puntos 4 a 6 de la tabla 4.1 estan
relacionados con el tamafio de las NPs-M, el cual se manifiesta directamente en el
mecanismo de incorporacion de las NPs en las hifas de las bioplantillas, tal como se

explicara méas adelante.
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Tabla 4.1. Caracteristicas generales de las estructuras hibridas (Tas/NPs-M) obtenidas en
soluciones coloidales de NPs de los tres metales.

Trichoderma
asperellum

Solucién Coloidal
de Au

1. Medio “adecuado”

para el crecimiento

de la bioplantilla.

2. El crecimiento de
la bioplantilla es mas
rapido.

3. La cantidad de
micelio obtenida es
alta.

4. El diametro de las
estructuras hibridas

Solucién Coloidal
de Ag
Medio menos
adecuado que la
solucion de Au y
menos toxico que la
solucion de Zn.

El crecimiento de la
bioplantilla es lento.

La cantidad de
micelio es mayor que
en el caso del Zn y
menor que en Au.

El diametro de las
estructuras hibridas

Solucion
Coloidal de Zn

Medio téxico para
el hongo.

El crecimiento de
la Dbioplantilla es
mucho mas lento.*

La cantidad de

micelio obtenida es
baja.

El diametro de las
estructuras
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esta alrededor de

3.7um

5. La forma de la hifa
es alterada, ya que a
veces se observa
torcida y doblada.

6. Las NPs-Au estan
mayormente
localizadas en la
pared celular y en la
superficie de la hifa.

esta alrededor de 4.4
um

La forma de la hifa es
alterada, ya que a
veces se observa
torcida y doblada
(menos que en Au).

Las NPs-Au
mayormente
localizadas en la
pared celular y en la
superficie de la hifa.

estan

hibridas esta
alrededor de
2.1um

La forma natural
de la hifa pareciera
no ser alterada.

Las NPs-Zn estan
mayormente
localizadas en el
centro de la hifa.

4.3. Fabricacion de estructuras metalicas 1D de Au

4.3.1. Extraccion de las bioplantillas (hongos)

Después de obtener las estructuras hibridas, el siguiente paso consistio en separar las hifas
que forman el micelio, debido a que estas crecen de forma desordenada, enredandose entre
ellas. Ademas de esto, se requirio separar las estructuras hibridas de las hifas simples y de
limpiar la solucion de esporas y de NPs-M aglomeradas. Este proceso consistio
basicamente en pasos de centrifugacion y sonicacion (Apéndice C), quedando las
estructuras hibridas suspendidas en ADI. Después, para el caso de las estructuras hibridas
de Au, se tomaron de 3 a 5 gotas de esta solucion y se dispersaron sobre sustratos de Si para
someterlas a tratamiento térmico (TT) en un medio de argdn y oxigeno, para calcinar asi el
material organico (bioplantilla) y obtener las estructuras metalicas 1D (ver el apéndice D).
Después del TT, se podian apreciar a simple vista unos diminutos puntos brillantes de color
amarillo-naranja, que nos indicaban la posible presencia de microestructuras de Au sobre

los sustratos de Si. Las muestras de Au tratadas térmicamente fueron analizadas con SEM
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para conocer, entre otras cosas, la morfologia, el tamafio y la topografia de las estructuras

metalicas obtenidas.

En la figura 4.10(a-g) se muestran imagenes de SEM representativas de las
microestructuras de Au obtenidas después del TT. Podemos observar microestructuras 1D
de formar tubular, en su mayoria, pues también se obtuvieron estructuras planas. En ambos
casos, la superficie de las estructuras es rugosa y porosa. El diametro promedio de las
estructuras metélicas es de alrededor de 3.9 um, como se muestra en el histograma de
distribucion de diametros (Fig. 4.10(h)). Las estructuras tubulares obtenidas tienen una
longitud promedio de decenas de micrometros y el espesor promedio de las paredes es de

180 nm.

4.3.2. Resultados y discusion

Sin duda, el ensamble de las NPs-Au en la bioplantilla, que nos ha llevado a la obtencién de
estructuras hibridas y, de estas, a la fabricaciébn de estructuras metalicas 1D de
caracteristicas y propiedades Unicas (que mas adelante comentaremos), es la clave del éxito
en este proceso. Nos damos, por eso, a la tarea de explicar el mecanismo de ensamble de las

NPs-M en la bioplantilla.

Como se comentd en la seccion 2.1, la hifa de un hongo esta rodeada por una pared celular
(PCe) constituida por diversos compuestos, que se encuentra en contacto directo con el
medio que la rodea (Fig. 4.11(a)). Debajo de ella, hacia el material citoplasmatico, se
encuentra ubicada la membrana plasmatica (MP), la cual cubre el material citoplasmatico
(Fig. 4.11(a)). En la literatura se reporta que el espesor de la PCe de los hongos va de 100 a

250 nm [1, 10-12].
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Figura 4.10. Imdgenes SEM representativas de las estructuras metalicas de Au obtenidas
después de calcinar las estructuras hibridas. Las formas de las microestructuras fueron
principalmente tubulares y planas. La imagen (h) muestra el histograma de distribucion de
los didmetros de las microestructuras de Au; se puede ver que estos son de alrededor de 3.9
um. La longitud de las microestructuras es de decenas de micrometros.
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Este espesor puede variar debido a las caracteristicas del medio en donde el hongo se
encuentre (la fuente de carbono usada como nutriente, la cantidad de nutriente, el pH, la
etapa de crecimiento, etc.); inclusive se ha reportado que, en altas concentraciones de sal, el
espesor de la PCe puede alcanzar hasta 1 um, o que, en algunos casos, ocurre lo contrario y
disminuye el espesor de la PCe (alrededor de 64 nm) [1, 10-14]. Asimismo, se ha reportado
la naturaleza porosa de la PCe; Aunque son muy pocos los reportes, estos sefialan que el
tamafio y la distribucién de los poros en la PCe dependera de la etapa de vida en que se
encuentre el hongo y de las caracteristicas del medio a las que esté sometido durante su
crecimiento [15-17]. El tamafio de poro reportado va de 35 a 200 nm [15-17]; los valores
cercanos al extremo superior se observan en hongos sometidos a algun tipo de estrés; 400

nm para estrés oxidativo, por ejemplo [18].

Entonces, gracias a que se mueven aleatoriamente (movimiento browniano), las NPs-Au de
la solucioén coloidal pueden introducirse en la pared celular de las hifas a través de los poros
y transitar por ellos (Fig. 4.11(b)). Una vez dentro, se pueden adherir en el interior de la
PCe por medio de los constituyentes de esta, permitiendo la entrada de mas NPs y su
aglomeracion gradual (Fig. 411(c)). La adherencia de las NPs mediante los constituyentes
de la PCe es debida a dos mecanismos de interaccion. En el primero, las moléculas (de DG,
AcDGO y/o de cadenas de polisacaridos) que surfactan las NPs-Au se llegan a enlazar con
los constituyentes de la pared celular (Fig 4.11(d)) por medio de puentes de hidrdgeno, ya
que se ha reportado [19] que los constituyentes mismos de la PCe, formados por
monomeros de DG, se llegan a enlazar entre ellos precisamente por medio de puentes de
hidrogeno. Entonces, mientras las NPs estan adheridas a la PCe, es muy probable que las

moléculas de DGs que las surfactan sean desenlazadas de su superficie por enzimas que el
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Figura 4.11. Esquemas ilustrativos del autoensamble de NPs-Au en la pared celular de la
hifa del hongo: (a) la PCe y sus principales constituyentes (mananos, glucanos y quitina),
(b) entrada de las NPs-Au a través de los poros de la pared celular y su interaccion con los
constituyentes de la PCe, (c) las NPs-Au estabilizadas y desestabilizadas (por enzimas
secretadas por el hongo) son retenidas y se aglomeran en la PCe y (d) enlaces de puente de
hidrégeno que se pueden formar entre las moléculas (DG, AcDGo y polisacaridos) que
surfactan a las NPs-Au y los constituyentes de la PCe (1. mananos, 2. glucanos y 3.
quitina).
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hongo esté secretando. Asi, las NPs se desestabilizan y esto provoca su aglomeracion y
coalescencia. El segundo mecanismo es para el caso en que las NPs estén desestabilizadas
por la falta de surfactantes (por enzimas que el hongo secreta). En este caso, las NPs-Au
permaneceran adheridas a la pared celular, pero ahora por interacciones electrostaticas entre

la superficie positiva de las NPs-Au y los grupos OH de los constituyentes de la PCe.

De igual forma, las NPs-Au pueden llegar hasta la membrana plasmaética, pero, debido al
tamafio de la mayoria de las NPs-Au, no podran atravesarla; de lo contrario, la abundancia
excesiva de oro en su interior no permitiria a la hifa crecer y desarrollarse de manera
apreciable. Por lo tanto, las NPs se acumulan y ensamblan mayormente en el interior de la
PCe y sobre la superficie de esta, y no en el material citoplasmatico. Es por eso que las
estructuras metalicas de Au (Fig. 4.10) son de forma tubular. Si la cantidad de NPs-Au en
la PCe es pobre, las microestructuras colapsaran durante el proceso de TT, al calcinar la

bioplantilla (el soporte), y daran lugar a las microestructuras planas (Fig. 4.10).

En la imagen SEM de la figura 4.12(a) se puede ver una parte de una estructura hibrida con
muy pocas NPs-Au. Se aprecia que las NPs no solamente estan ubicadas en la superficie de
la hifa sino que se encuentran en su interior (principalmente dentro de la PCe), ya que
algunas de las NPs-Au se ven opacas, y esto es debido a que existe una gran cantidad de
materia organica por encima de ellas que no puede ser atravesada por muchos electrones
secundarios que provienen de las NPs. Caso contrario al de las NPs-Au gue se encuentran
en la superficie (0 muy cerca), que se ven brillantes. En la figura 4.12(b) se observa una
estructura con pocas NPs-Au que fue sometida a TT sin que se haya retirado totalmente la
bioplantilla (la estructura se ha sefialado con una flecha blanca en la imagen insertada). Por

eso, a pesar de las pocas NPs y de los grandes espacios existentes entre ellas, la estructura
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no ha colapsado totalmente y mantiene una apariencia tubular gracias al material organico
remanente que la soporta. Esta clase de estructuras hibridas, que en las imégenes de
microscopia dptica se notaban como pintadas del color de la solucion coloidal, simplemente
colapsan al retirar totalmente la bioplantilla, como se observa en la figura 4.12(c). De igual
forma, las estructura hibridas que se veian oscuras forman estructuras planas pero mucho
mas densas (Fig. 4.12d)). A diferencia de estas, las estructuras hibridas que tienen una gran
cantidad de NPs ensambladas (las estructura hibridas negras), al extraer completamente la
bioplantilla, mantienen sus paredes rigidas, dando lugar a las microestructuras tubulares. La
figura 4.12(e) es un esquema de la agregacion de las NPs-Au coloidales (esferas amarillas)
dentro y sobre la PCe de la hifa y de la formacion, después de la extraccion de la
bioplantilla, de los microtubos por la coalescencia de las NPs-Au. La figura 4.13(a) muestra
una imagen del mapeo elemental de una parte de una microestructura tubular de Au
(imagen SEM insertada). Nos deja ver que la estructura estd constituida por una
distribucion general de Au, como de igual forma lo revelan las lineas de emision del Au en

el espectro EDS que aparece en la figura 4.13(b).

En el caso de la incorporacion de las NPs-Ag, que lleva a la formacion de estructuras
hibridas hongo/NPs-Ag, ocurre el mismo mecanismo explicado anteriormente, ya que el
tamanfo de estas NPs es cercano al de las NPs-Au. Los resultados arrojados, en general, por
las imagenes dpticas de las estructuras hongo/NPs-Ag son parecidos a las de las estructuras
hongo/Au, y tanto las NPs-Au como las NPs-Ag tienen el mismo surfactante. Sin embargo,
la incorporacion de las NPs de Zn en las hifas del hongo acontece de diferente forma a la
incorporacion de las NPs de Au y Ag. Esto es evidenciado por las imagenes Opticas de las

estructuras hibridas que fueron expuestas en la seccién 4.2.3. En esas imagenes (Fig.4.6) se
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puede observar que la obstruccion de la luz ocurre solamente en la zona axial (en el eje) de
la hifa, que aparece oscura, mientras que fuera de esa zona todo luce claro y bien definido.
Que la luz no se transmita a traves de la parte axial de la hifa, a diferencia de lo que ocurre
en una hifa normal, nos indica la presencia de NPs-Zn en la zona axial de la hifa (Fig.4.14).
Es por esto que las estructuras hibridas mantienen la forma natural de la hifas (el exterior de
estas estructuras luce como una simple hifa, al contrario de lo que ocurre con las estructuras
hibridas de Auy Ag) y tienen, por ejemplo, un didmetro casi igual al de una hifa simple, ya
que no existe (0 es minima) la aglomeracion de NPs, ni en la PCe ni en la superficie de la
hifa, que provoque un aumento del didmetro o que induzca la torsion o curvatura de las
hifas. En el caso de las otras dos estructuras hibridas, las de Au y Ag, las NPs son
incorporadas en la PCe de la hifa 'y, como sabemos, esto da rigidez a la hifa, pero, ademas,
al estarse incorporando las NPs, se crean tensiones en la hifa que dan lugar a hifas torcidas
y dobladas (tabla 4.1). Solamente en el caso de las estructuras hibridas hongo/NPs-Zn,
sucedi6 en algunas ocasiones que, durante la manipulacion del micelio para depositarlo
sobre el portaobjetos, las estructuras hibridas se rompian facilmente, como podemos
observar en la imagen de la figura 4.15. En el caso de las estructuras hibridas de los otros
dos metales (Au y Ag), al estar las hifas (hifas negras) cubiertas totalmente de NPs, las
estructuras hibridas eran muy duras y era mas facil manipularlas para observarlas de

manera individual, ya que no se rompian con tanta facilidad.

El mecanismo de incorporacién de las NPs-Zn al material citoplasmatico de la hifa esta
principalmente relacionado con el tamafio de la NPs-Zn. Estas particulas tienen un diametro
promedio de alrededor de 3 nm y estan surfactadas con moléculas de DG, AcDGo vy

polisacéaridos.
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(a) (b)

Figura 4.12. (a) Imagen SEM que muestra parte de una estructura hibrida con muy pocas
NPs-Au. (b) Estructura con pocas NPs-Au que después del TT conserva residuos de la
bioplantilla (sefialada con la flecha blanca en la imagen insertada). (c) Microestructuras
colapsadas después del TT, debido a la poca cantidad de NPs (estas hifas en microscopia
optica lucen pintadas del color del coloide). (d) Microestructuras planas obtenidas después
del TT por colapso, debido a la poca cantidad de NPs; aunque en este caso la cantidad es
mayor que en (c); en microscopia optica, las estructuras hibridas correspondientes se veian
oscuras. (e) Esquema de la agregacion de las NPs-Au coloidales (esferas amarillas) dentro y
sobre la PCe de la hifa (el y e2); después de la extraccion de la bioplantilla (e3), se forman
los microtubos por la interconexion de las NPs-Au (coalescencia de las NPs).
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(b)

4 5 6 7 8 9 10

KeV
Figura 4.13. (a) Mapeo elemental de una parte de una microestructura tubular de Au
(imagen insertada). (b) Espectro EDS de la misma estructura de Au.

Figura 4.14. Imagen Optica de las estructuras hibridas de Zn. El eje oscuro de las hifas
indica la presencia de NPs-Zn en el citoplasma.

Debido a su pequefio tamafio y gracias al movimiento browniano, las NPs-Zn entraran y se
difundiran facilmente en los poros de la PCe, llegaran a la membrana plasmatica y
permaneceran cerca de ella. Al acumularse sobre la membrana plasmatica y debido a la
fluidez de la bicapa lipidica, se crean espacios (0 poros) en la membrana por donde las NPs
de determinado tamafio y de forma y composicion determinados de su surfactante pueden
penetrar [20-22], llegar hasta el material citoplasmatico y acumularse en la zona axial de la

hifa (como se observa en la imagen amplificada en Fig.4.14). Esto es sustentado por
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diferentes trabajos que reportan que NPs metalicas de tamafios menores de 5 nm y NPs
metalicas estabilizadas con moléculas especificas (derivados de moléculas de DG) han
logrado atravesar por este mecanismo, la membrana plasmética en ambos casos, sin dafiarla

[20-22].

Figura 4.15. Iméagenes Opticas de estructuras hibridas de Zn. La fragmentacién ocurre
durante la colocacién de la muestra en el portaobjetos e indica la fragilidad a lo largo de las
estructuras (hifas).

La generacion de estructuras hibridas de hongo/NPs-Ag y hongo/NPs-Zn no han sido
reportadas. Ademas, aunque algunos trabajos han reportado la obtencion de estructuras
hongo/NPs-Au vy, con estas, la obtencion de estructuras de forma tubular similares a las
obtenidas en este trabajo [23-26], sus posibles aplicaciones han quedado limitadas por las
caracteristicas de las microestructuras obtenidas. Por lo tanto, es reportada por primera vez
(en la siguiente seccion) la aplicacién de microtubos de Au obtenidos por autoensamble de

NPs-Au mediante bioplantillas como eficientes sustratos SERS.

4.4. Aplicacion de las microestructuras tubulares de Au como sustratos SERS

Los microtubos nanoestructurados obtenidos de las estructuras hibridas hongo/NPs-Au
después de calcinar la bioplantilla son ideales para aplicaciones como sustratos SERS

debido al tipo de metal de que estan hechas, a las caracteristicas de su superficie (rugosa y

129



porosa) y a su forma tubular. Como sabemos, en SERS se usan sustratos metélicos de
superficie rugosa. Gracias a la rugosidad, los sustratos presentan un gran numero de
hotspots en los que se amplifica la dispersion Raman de las moléculas que se encuentren
adsorbidas en los sustratos o muy cerca de ellos. Por otra parte, gracias a la forma tubular,
el &rea iluminada por el haz del laser del equipo Raman es mayor y eso hace aumentar la

cantidad de moléculas que pueden interaccionar con el haz.

Los analitos utilizados para las pruebas de SERS fueron los siguientes: azul de metileno
(AZM), rodamina 6G (R6G), naranja de metilo (NMO) y moléculas de DG (DG). La
concentracion de las soluciones preparadas fue de 15.6 uM, 10.5 uM y 15.3 uM para las
primeras tres moléculas organicas, respectivamente, y de 25 mM para la DG. En cada caso,
se pone una gota de la solucion sobre un sustrato de Si, donde se encuentran las
microestructuras, que después es colocado bajo la lente del microscopio del equipo Raman

para la medicion.

La figura 4.16 muestra los resultados obtenidos después de las mediciones Raman. La sefial
Raman mostrada en la figura 4.16 1(a)-1VV(a), es el espectro Raman normal de la solucion
extendida sobre el sustrato de Si, es decir, cuando el laser se enfoca sobre el Si y no sobre
las microestructuras. En este caso, no se detectd sefial Raman de ninguno de los cuatro
analitos (AZM, R6G, NMO, DG). El tnico pico observado est4 ubicado en 520 cm™ y esta
asociado al modo fondnico transversal éptico fundamental (TO) del Si. Por otro lado,
cuando el l&ser se enfoca sobre los microtubos de Au cubiertos con la solucion, se obtiene
una gran sefial Raman, es decir, una respuesta SERS (Fig. 4.16 I(b)-1V(b)). Esto ocurrio
para las cuatro moléculas analizadas y las intensidades de la sefial SERS fueron de hasta

mil veces la sefial Raman normal. El espectro SERS en cada caso exhibe las bandas
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caracteristicas asociadas a los modos vibracionales de la molécula respectiva (en el
apéndice E se presenta una tabla que ubica los modos vibracionales exhibidos en los
espectros SERS). En la figura que muestra el espectro SERS de la DG (Fig. 4.16(1V)),
hemos insertado una grafica Raman de la DG en agua. Esta gréfica fue generada con el
programa Gauss06 con el fin de auxiliarnos en la identificacion de los modos vibracionales

Raman de la molécula, debido a los pocos reportes de datos experimentales.

Una forma de conocer el aumento o amplificacion promedio de la respuesta SERS para los
diferentes analitos consiste en calcular el factor de aumento (FA) promedio, el cual es
definido en el apéndice F. Los resultados para el FA en cada caso se presentan en la tabla
4.2; se encuentra que la respuesta SERS de R6G es la méxima, con un valor de FA de 2.65

x 10", y el de la molécula de DG, la minima, con un FA de 1.76 x 10%.

La sefial de SERS fue medida en dos puntos diferentes de la microestrutura de Au para
observar si existia alguna variacion o atenuacion de la respuesta. En la figura 4.17 se
muestran los espectros SERS obtenidos en dos zonas diferentes de la microestructura para

moléculas de AZM y R6G.

Se realizaron mediciones de SERS con soluciones de AZM a diferentes concentraciones
para evaluar la sensibilidad de nuestros sustratos SERS, es decir, la concentracion minima
requerida para que la sefial sea detectable. En la grafica 4.18 se observan los espectros
SERS obtenidos para concentraciones de 1 ppm (3.12 uM), 0.5 ppm (1.56 pM), 0.05 ppm
(0.1 uM) y 0.01 ppm (0.03 uM). Se puede ver que la concentracion minima de AZM para

la que se obtiene sefial es de aproximadamente 0.1 pM.
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Figura 4.16. Espectros (a) Raman y (b) SERS de (I) AZM, (1) R6G, (111) NMO y (1V)
DG. Los espectros SERS presentados ((I-1V)b) se obtuvieron con las moléculas del analito
presentes sobre los microtubos de Au. En el espectro Raman normal de los analitos ((I-
IV)a) se observa Unicamente el pico asociado al modo vibracional del Si de bulto (520 cm”
1). En cada imagen se ha insertado un esquema de la molécula analito correspondiente.

Tabla 4.2.Valores del FA promedio calculados para los analitos AZM, R6G, NMO y DG.

Analitos | Factor de aumento (FA)
R6G 2.65 x 1011
AZM 3.23 x 1010
NMO 2.63 x 1011
DG 1.76 x 1010
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Figura 4.18. Espectros SERS de la solucion de AZM a diferentes concentraciones: (a) 1
ppm (3.12 uM), (b) 0.5 ppm (1.5 uM), (c) 0.05 ppm (0.1 uM) y (d) 0.01 ppm (0.03 uM).
Siendo 0.05 ppm la concentracion minima para la que se obtiene una sefial detectable.

Intensidad (u.a)

4.4.1 Resultados y discusion de SERS

Los espectros Raman normales de cada analito, denotados mediante (a) en la figura 4.16,
no exhiben bandas asociadas a los modos vibracionales de ninguno de ellos, debido a la

baja concentracion de las moléculas en la solucion. La respuesta SERS, denotada por (b) en
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la Fig. 4.16, se obtiene cuando el l&ser esta enfocado sobre las microestruturas de Au que
fueron cubiertas por la gota de la solucion del analito. La concentracién del analito en

ambas mediciones (Raman y SERS) es la misma.

La sefial SERS de todas las muestras es generada debido a la naturaleza metélica y
nanoestructurada de las microtubos de Au; especificamente, gracias a la presencia de
hotspots que incrementan enormemente el campo eléctrico local. La coalescencia parcial de
las NPs plasménicas es la responsable de los hotspots de la superficie de los microtubos de
Au. La resonancia entre el campo eléctrico incidente y el plasmdn de las NPs-M genera un
campo local que intensifica la respuesta de los modos vibracionales de las moléculas que se

encuentran adsorbidas o en la proximidad de la superficie de la microestructura.

En cuanto a las diferencias de intensidades de los espectros SERS de los analitos, notese
que los generados por las moléculas de R6G y NMO son los mas intensos (el FA promedio
es de 10™; ver la tabla 4.2), siendo los del AZM y DG los menos intensos (10%). Si
suponemos que el campo local generado en todos los sustratos SERS es el mismo (o casi el
mismo), entonces el FA de la DG, a pesar de que la concentracidn de esta es mucho mayor
que la de las otras moléculas, no es el mas alto debido a que la molécula tiene una seccion
transversal de dispersion Raman muy pequefia (5.6 X 10°%%) [27, 28], lo que hace, inclusive,
que sea siempre muy dificil detectarla [27-29] en comparacion con la molécula de R6G,

que tiene una seccién trasversal Raman mas grande (10*-10%°). [29, 30].

De los espectros SERS de AZM y R6G medidos en dos zonas distintas de los microtubos
de Au (Fig. 4.16 I(a,b) y 11(a,b)), se ve que las intensidades de los espectros SERS para el

mismo analito no llegan a ser estrictamente idénticas. Sin embargo, la maxima diferencia
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entre las intensidades es menor que un orden de magnitud (apéndice). Estas diferencias
resultan de la variacion de la cantidad de hotspots a lo largo de las microestructuras. La
variacion de la cantidad de hotspots a lo largo de la microestructura es provocada

principalmente por:

e El ensamble aleatorio de las NPs-Au a lo largo de las microestructuras que no llega
a ser homogéneo, resultando en aéreas de mayor o menor densidad de NPs.
e La manera en que coalescen las NPs de la superficie de la microestructura, ya que

pueden hacerlo formando superficies suaves 0 rugosas.

Por lo tanto, podemos concluir que las micorestructuras de oro que hemos fabricado
funcionan como sustratos SERS para detectar bajas concentraciones de analitos (de hasta
0.1 ppm para el caso de AZM:; Fig. 4.18) con un FA de hasta 10!, que es un valor alto en

comparacion con los reportados en la literatura para el mismo material [31-39].
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Conclusiones

En este trabajo, se realiz6 de manera verde la sintesis de NPs metalicas (Au, Ag, Zn)
usando ADI como solvente y materiales organicos (EP y DG) como reductores y
estabilizadores. Se indujo el autoensamble de las NPs de Au prefabricadas por medio de
bioplantillas vivas consistentes de hongos filamentosos no patdgenos, para fabricar
microestructuras plasmoénicas. Las microestructuras fueron utilizadas como detectores
SERS para deteccion de moléculas organicas. De los estudios realizados se puede concluir

que:

e Es posible fabricar nanoparticulas de metales nobles y no nobles de manera verde
utilizando reductores y estabilizadores organicos como DG y EP. Las
nanoparticulas fabricadas por este método son bastante estables y, gracias al método
verde de sintesis, podrian tener buena biocompatibilidad.

e El ambiente de reaccién, el pH de la solucién, por ejemplo, controla fuertemente el
proceso de reduccion de los iones metalicos en el proceso de biosintesis. La razon
de reduccion y la formacion de las nanoparticulas metalicas en el proceso de bio-
reduccion es relativamente lento, debido la naturaleza suave de reductores como la
DG y el EP. Aunque el potencial de reduccion estandar de los iones metalicos

investigados en este trabajo tiene el orden Au®* > Ag* >Zn?*, en soluciones basicas,
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por la formacion de complejos, el potencial de reduccion de estos iones cambia
drasticamente.

Los hongos filamentosos, como el Trychoderma asperellum (Tas) y el Aspergillus
sydowii (Asy), pueden crecer en las soluciones coloidales de DG y EP, neutras o
ligeramente basicas, a temperatura ambiente.

Mientras que la presencia de NPs de Au y Ag no perjudica el crecimiento de los
hongos Tas y Asy en una solucion de DG, la presencia de NPs de Zn en
concentraciones altas inhibe el crecimiento de estos hongos.

Durante el crecimiento de los hongos en soluciones coloidales de Au, las NPs de Au
se adhieren a la pared celular, formando microestructuras hibridas hongo/NPs-Au.
Debido a su tamafio, las NPs-Au no se pueden incorporar al citoplasma de los
hongos.

Por medio de tratamientos térmicos controlados, es posible eliminar los materiales
organicos (incluso la DG) de las microestructuras hibridas y fabricar
microestructuras de Au porosas con superficies rugosas, las cuales tienen potencial
para ser utilizadas como eficientes sustratos SERS.

Las pruebas SERS de los microtubos de Au, fabricados en este trabajo mediante una
técnica completamente verde, indican que estas microestructuras son altamente
eficientes para la deteccion de moléculas organicas.

La eficiencia de deteccion de nuestras microestructuras plasmonicas es muy alta
(AF = 10'-10") en comparacién con la de los sustratos SERS fabricados

anteriormente por métodos similares.
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Los detectores fabricados en este trabajo no solo tienen alta sensibilidad (de hasta 0.05 ppm
para AMN), también son robustos y tienen carbono impregnado en la pared. La presencia
de carbono en la pared porosa no solo mejora las propiedades mecanicas de los microtubos,
también mejora su eficiencia en la deteccion de moléculas orgénicas por la alta afinidad de

adsorcion de las moléculas organicas con el carbono.
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Apéndice A

Procesos de cultivo e inoculacién de las bioplantillas

Las cepas de los hongos Trichoderma asperellum (Tas) y Aspergillus sydowii (Asy) fueron

cultivadas en un medio de PDA. El proceso fue el siguiente:

e En cajas de Petri con PDA (previamente preparado y esterilizado) fueron inoculadas
las esporas de Tas y Asy (Figura Al(a)).

e Posteriormente, las cajas de Petri donde fueron inoculadas las esporas se tapan y se
almacenan en la incubadora (sin luz y a temperatura de 37°C, Fig.Al(b)). Después
de 5 dias, se observa que el hongo ha crecido en toda la caja de Petri (ver Figura

AL(c)).

Estos hongos cultivados serdn inoculados en las soluciones coloidales de NPs-M (Au,

Agy Zn).

Inoculacion del

hongo en PDA Después de 5 dias

{ Incubadora \
37°C

e (c)

|

(b)

Figura Al. (a) Imagen del medio de cultivo (PDA) en una caja de Petri; (b) Imagen del
hongo inoculado en el medio de PDA y esquema que indica el almacenamiento de éste en
la incubadora; (c) despues de 5 dias se observa la colonia del hongo (Tas) que ha crecido en
toda la caja de Petri.

145



Proceso de inoculacion de las esporas de los hongos en las soluciones coloidales de

NPs-M

El proceso de inoculacion de las esporas de los hongos en las soluciones coloidales de NPs-

M (Au, Ag y Zn) fue el siguiente:

Con un asa bacteriologica de punta (previamente esterilizada), se raspa
superficialmente, con cuidado, una zona del hongo cultivado en cajas de Petri (Fig.
A2(a)), con la intencidn de tomar las esporas del hongo localizadas en la superficie
(es bueno recordar que las hifas del hongo se entierran en el sustrato y que las
esporas siempre se encuentran en la superficie y son las responsables del color
verdoso que vemos macroscopicamente).

Las esporas recogidas son inoculadas en un frasco (un vial) de vidrio que contiene 5
mL de la solucion coloidal de NPs-M (Fig. A2(b)).

Posteriormente, el frasco y su tapa son flameados, y el frasco se cierra
inmediatamente y se almacena en una estufa de incubacion. Imagen A2(c) se
muestran algunos frascos con soluciones coloidales en las que ha crecido el hongo

(20 dias después de la inoculacion).

Las instrumentos (asas, bisturi, pinzas, etc.) utilizados en cualquier proceso se colocan, al

principio, en un frasco con alcohol; luego, se flamean hasta que alcanzan el rojo vivo (con

la flama de un mechero) y se dejan enfriar; después de esto, estan listos para ser utilizados.

Al terminar el proceso de inoculacion se repite la esterilizacion. La esterilizacion del

material es muy importante para matar todas las formas de vida que pudieran contaminar

nuestras muestras. Durante todos los procesos, el tipo de esterilizacion que se llevé a cabo
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(a) (b) ()
Figura A2. (a) Toma de esporas de hongo cultivado en PDA,; (b) inoculacion de las esporas
en medio coloidal; (c) crecimiento del hongo en la solucion coloidal después de 20 dias de
que se hizo la inoculacion.

fue por calor (método fisico), en autoclaves (las cuales alcanzan una temperatura de 121°C,
temperatura necesaria para acabar con microorganismos que resisten hasta los 100°C) o
mediante el método descrito arriba. Toda la manipulacion de las bioplantillas fue realizada
bajo una campana de flujo laminar (Fig. A3) que siempre se desinfecta con alcohol, antes y
después de utilizarla. EI uso de cubre bocas y guantes es también recomendable algunas

veces, de acuerdo al proceso.

Figura A3. Imagen de la campana de flujo laminar utilizada en los procesos de
manipulacion de las bioplantillas.
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Apéndice B

Espectro de absorcion de iones de Zn

En la figura B1 se presenta el espectro de absorcion de la solucion coloidal de NPs-Zn (con

DG). Se observa que la banda asociada a la RPS de las NPs, ubicada alrededor de 323 nm,

es menos intensa que la banda en 273 nm asociada a los iones de Zn que hay en la solucién

[B1].

Intensidad (u.a.)

0.025 -

0.020

0.015

0.010

0.005 -

... .273 nm

—— Después de 7 hrs de su preparacion
— = Después de 2 dias de su preparaciéon
+ + Después de 8 dias de su preparacion

0.000 -

360 | BéO 460
Longitud de onda (nm)

Figura B1. Espectro de absorcién de la solucién coloidal de NPs-Zn.

[B1] G. Canizal, P.S. Schabes-Retchkiman, U. Pal, Hong Bo Liu, J.A. Ascencio, Controlled
synthesis of Zn0 nanoparticles by bioreduction, Materials Chemistry and Physics, 97, 321—

329, 2006.
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Apéndice C

Procesos de centrifugacion y sonicacion

Los procesos de centrifugacion y sonicacion realizados para limpiar el micelio (de esporas
y NPs aglomeradas) que crecio en las soluciones coloidales y separar las hifas hibridas de

las hifas simples, se llevaron a cabo de la siguiente manera:

Con un asa bacterioldgica de punta, se extrae el micelio del hongo que crecié en la

solucidn coloidal de NPs-M (Au, Ag y Zn) y se coloca en un portaobjetos.

e Sedivide el micelio en partes que se depositan en viales para su centrifugacion.

e Las muestras se centrifugan a 1000 rpm durante tres minutos. El proceso se repite 5
Veces.

e Las muestras se someten después a ultrasonido (37 KHz), para separar lo mas
posible las hifas, durante dos periodos de 15 segundos.

e Después se vuelve a centrifugar, a 1000 rpm durante tres minutos, 5 veces mas.

e Al final, las muestras quedan suspendidas en agua.

En la figura C1 se muestran algunas imagenes de las hifas. Después del proceso de
centrifugacion y sonicacion (Fig. C1(a)), las hifas lucen méas limpias, sin NPs aglomeradas

y sin esporas, que aquellas que no se sometieron al proceso (Fig. C1(b)).
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Figura C1. Estructuras hibridas con hifas del hongo (a) Tas después del proceso de
centrifugacion y sonicacion; (b) muestras (con estructuras hibridas, hifas y esporas) no
centrifugadas ni sonicadas.
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Apéndice D

Proceso de extraccion de la bioplantilla

Para extraer la bioplantilla de las estructuras hibridas de Au (hongo/NPs-Au) y obtener los

microtubos de Au, se llevo a cabo un tratamiento térmico (TT). El proceso realizado fue el

siguiente:

Después del proceso de centrifugacion y sonicacion, se toma con una pipeta un poco
de agua con las estructuras hibridas suspendidas en ella y se depositan dos gotas de
esta solucién (agua y estructuras hibridas) sobre un sustrato de Si.

Se deja secar a temperatura ambiente.

Después, las muestras (estructuras hibridas sobre sustratos de Si) se colocan en
barcos de alimina y se introducen en un horno tubular de reactor de cuarzo bajo
flujos de argdn y oxigeno (150 ml/s de cada uno); este proceso esta esquematizado
en la figura D1(a).

Se hace aumentar la temperatura (a razén de 3 °C/min) desde temperatura ambiente
hasta una temperatura de 500 °C, la cual se mantiene durante 3 horas (Fig. D1(b)).
Se deja enfriar libremente hasta temperatura ambiente, manteniendo los flujos de Ar

y O, (Fig. D1(b)).
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Figura D1. (a) Esquema ilustrativo del tubo de cuarzo colocado en el horno tubular donde

fueron tratadas las muestras térmicamente. (b) Grafica del perfil de temperatura utilizado
enelTT.
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Apéndice E

Calculo del factor de aumento (FA)

El FA de sustratos SERS esta definido como:

F= (ISERS/ Nsms)
Inr/Nnr

Donde Isers € Ing SON las intensidades integradas de una misma banda del espectro SERS y
del espectro Raman normal, respectivamente, de un analito. Nygr es el ndmero de
dispersores Raman (moléculas del analito) bajo el spot del laser (sin sustrato SERS) y
Nsers €S el numero de moléculas adsorbidas sobre el sustrato SERS e iluminadas por el

laser.

Los picos en 1626 cm™, 1362 cm™, 1552 cm™ y 1514 cm™ de AMO, R6G, NMO y DG,
respectivamente, fueron los utilizados para calcular las intensidades integradas. El pequefio
intervalo en que se ubican estas bandas fue deconvolucionado (curvas verdes de la Fig. F1)
para definir mejor la banda elegida y poder ajustarle asi una curva lorentziana (curvas rojas

de la Fig. F1) por medio de la cual se calcula la intensidad integrada de la banda (Tabla F1).

Para la determinacién del FA, suponemos que la longitud de las microestructuras de Au es
igual al didametro del spot del laser del equipo Raman utilizado (micro-Raman LabRam,
Horiba Jovin-Yvon, con linea de emision de 632.8 nm de un laser de He-Ne) y que la luz
laser incide solamente en el area de la superficie superior de la microestrutura. Por lo que se

tendra;
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Figura F1. Graficas de los espectros SERS de cada analito donde se indican las bandas
utilizadas para calcular las intensidades integradas. Las curvas de color verde son las curvas
resultantes de la deconvolucién y las curvas rojas son ajustes lorenzianos.

A, =7r X Dgyor = 6.28 X 1077m?
Ays = Area de la superficie superior de la microestructura (cilindro)

Dg,,; = Diametro del spot del laser = 1 mm

D . .
r= % = Radio de la microestructura = 2 um

Si se supone que una monocapa de las moléculas fue adsorbida (4,orecute = Area de una molécula), el

. e . .. . A
numero de moléculas adsorbidas sobre la superficie de la microestructura es Nggps = %; y el
molecule
. . . . . 14
nimero de moléculas bajo el spot del laser (sin sustrato SERS) es Nyg = Ve"”ﬂ
molecule

7 . — 2
Donde: Vexposed = TTspot X Dys
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Tspoe = Radio del spot del laser

Vexposea =Volumen expuesto bajo el spot del laser

El volumen y el 4rea de las moléculas fueron estimados con la siguiente expresion:
3 _ . _V

Viu(m?/mol) = Wpoirecute) X (Densidad) Y Vinotecute = M/NA

V =Volumen molar
V motecute =VOlumen promedio de una molécula

Si se supone que las moléculas tienen forma esférica, entonces:
2

A =’ 3Vm°lecul€/ w = Peso molecular
molecule 4| - YY molecule —

N4 =Ndmero de Avogadro

Se calcul6 entonces Nnr Y Nsers para cada molécula; una vez determinados, los valores
fueron sustituidos en la expresion para FA. En la tabla F1 se muestran los valores

calculados.

Tabla F1. Los cocientes de Nnr Y Nsers Y de las intensidades integradas y

el FA para cada molécula.

Cociente de Nyr Y Nsgrs Intensidades FA
Moléculas Nygr integradas Isprs/Nsers
Nsers Isgrs Inr/Nnr
Ing
R6G 7.049 x 10° 3.765 x 104 2.654 x 1011
MB 9.012 x 10° 3.581 x 103 3.227 x 1010
MO 8.047 x 10° 3.267 x 10* 2.629 x 1011
DG 1.044 x 10° 1.688 x 10* 1.762 x 101°
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Apéndice F

Ubicacién de las bandas SERS obtenidas para cada analito

Las tablas E1, E2, E3 y E4 presentan la asignacion de las bandas Raman observadas en los
espectros SERS de cada molécula. Tambien muestran la ubicacion de las mismas bandas

reportadas en otros trabajos.

Las mediciones de espectroscopia Raman o de SERS son susceptibles de modificacion
debido a las variaciones de diversos pardmetros, de tal modo que la intensidad de los modos
vibracionales estd asociadas con las reglas de selecciéon Raman, la seccién transversal de
dispersion Raman de cada molécula, la concentracion del analito y la del solvente, el
sustrato SERS vy la orientacion de la molécula absorbida sobre la superficie; por eso, los
valores de la intensidad y la posicion de las bandas reportados en nuestro trabajo pueden

variar con respecto a aquellos reportados previamente en la literatura.

Tabla E1.| Desplazamiento Raman (cm™) y asignacion de la
banda del AZM

Posicion de
la banda Asignacién de la banda
(cm™)
448 3(C-N-C)[EL B2 B3]
482 5(C-N-C)[ELE2 B3]
501 5(C-N-C)FLE2
596 8(C-N-C)[F2
671 'Y(C'H) [EL, E2, E3]
770 3 (C-N-C), 8 (C-S-C), v(N-CH3)F?
886 Lo reporta: [E2] y [E1] pero no lo asignan.

951 y(C-H)

1040 B (C-H)E-H

1155 B (C-H)IE> =

1176 v (C-N) [EL B3

1302 Lo reporta: [E1] [E5] pero no lo asignan.

1328 o(C-H) FLF2

1396 a(C-H), (C-H) in-plane ring deformation [ =

1432 V aqum(C-N) [E1 51

1504 845y (C-C-C)I

1626 v (C-C) ring/t% B2 B4 B9

Abreviaciones: v: stretching; a: in-plane ring deformation; B: in-plane
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| bending; y: out-of-plane bending; and &: skeletal deformation.

Tabla E2.| Desplazamiento Raman (cm®) 'y
asignacioén de la banda del R6G
Posicion de
la banda Asignacion de la banda
(cm™)
611 Ring p(C-C-C)IF® E11
773 y(C-H)ESEI
932 Lo reporta: [E8] pero no lo asigna
1125 B(C-H)[EG’ E9,E10]
1188 v(C-C)F
1313 B(N-H ), w(CH,)E"E8l
1362 Aromv(C-C), p(C-H)[E*E?
1511 Aromv(C-C), v(C-N), (N-H) bending™=* =
1574 Aromv(C-C), (N-H)F® E¥l
1602 Lo reporta: [E6] pero no lo asigna
1650 Aromv(C-C), p(C-H)[E® E10

Abreviaciones:

plane bending; 7: out-of-plane bending; and &: skeletal
: wagging; arom: aromatic.

deformation; w

v: stretching;a: in-plane ring deformation; f: in-

Tabla E3.| Desplazamiento Raman (cm™) y
asignacién de la banda de NMO

Posicién de
la banda Asignacion de la banda
(cm™)
931 3(C-H), 5(C-C) [t
1022 v(C-C), 5(C-C) FH
1161 3(N-N) [F12 ELl
1217 5(C-C) F2EHl
1258 v(C-N), v(C-C)IF1- E12
1294 v(C-C), 8(C-H), §(C-N)EL B4
1370 S-ring, v(C-C) [F*- B33
1418 v (N=N) [E11-E13, E7]
1513 | -
1552 5(C-H) = v(C-C) 5(C-C)F™
1592 S-ring, v(C=C)[E1LE E7]
1621 N-ring, v(C=C)F"!

Abreviaciones:
deformation.

v: stretching, and &: skeletal

Tabla E4.| Desplazamiento Raman (cm™) y asignacion de
la banda de la DG

Posicion de
la banda Band assignment
(cm™?)
909 (O-C-H)bend™ v(C-O)F*®! g-anomer!"]
922 a- anomer P71 [E18]
1067 B- anomer™*®1 y(C-H)F™ §(C-O-H) FHTE
1082 B- anomer=2y(C1-H)EY
1124 B- anomerEPIEAL (C.0)EX!: y(C-C)F
1142 v(C-0) endo™” DT
1166-1222 | v(C-0), v(C-C)F™ E? §(C-H), §(0-H)F?
1255 5 (C-O0-H) ™ DT
1296 1270v(C-C + C-O)F¥I DT
1332 a-anomer®® § (C-C-H),5 (O-C-H)F*
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1348 3(C-C-H)E"!

1371 a-anomer F¥15(0-C-H)F

1397 8(O-C-H), 8(C-O-H), §(C-C-H) 1 B2

1514 A combination band of 3(OCH) and 3(COH)F?,
DT

1556 | -

1597 | -

Abreviaciones: v: stretching; a: in-plane ring deformation; B: in-plane
bending; y: out-of-plane bending, and &: skeletal deformation. DT:
Datos tedricos.
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