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RESUMEN

En el presente proyecto de tesis se aborda la sintesis de Nanoparticulas (NPs) de Dioxido de
Silicio (SiO2) con tamafio promedio entre 20 y 60 nm, sintetizadas por el método de Stober.
La caracterizacion de dichas NPs fue realizada empleando técnicas como Dispersion
Dinamica de Luz (DLS), Microscopia Electronica de Barrido (SEM), Espectroscopia de
Infrarrojo con transformadas de Fourier (FT-IR) y Andlisis Termogravimétrico (TGA). Se
evaluaron también las condiciones para la funcionalizacion superficial de las NPs de SiO, y
de portaobjetos de vidrio con grupos carboximetilo (carboximetilacion, -OCH3;-COOH)

empleando un nuevo proceso quimico experimental.
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1. INTRODUCCION

En los ultimos afos la nanotecnologia se ha vuelto uno de los campos mas importantes y
emocionantes de investigacion, pues requiere la aproximacion interdisciplinaria de la fisica,
la quimica, la ingenieria y la biologia para resolver problemas complejos. Se ha mostrado
como una gran promesa, para proporcionarnos en un futuro muy cercano numerosos
descubrimientos que cambiaran la direccion de los avances tecnologicos en una amplia gama

de aplicaciones (Poole y Owens, 2003).

La nanotecnologia usualmente se define como la comprension, control, y
reestructuracion de la materia a escala nanométrica (entre 1 y 100 nm) para crear materiales
con propiedades y funciones totalmente nuevas. Debido al confinamiento espacial en 1, 2 o
3 dimensiones, muchos materiales nanoestructurados presentan efectos cudnticos que dan

lugar al surgimiento de propiedades fisicas y quimicas exoticas.

Un nandémetro es la millonésima parte de un milimetro, por ejemplo, un simple
cabello mide aproximadamente 80,000 nm de grosor, los globulos rojos entre 6,000 y 8,000

nm y el tamafio de las proteinas oscila entre los 3 y 10 nm (Boisseau y Loubaton, 2011).

El disefio y preparacion de nanomateriales sigue dos enfoques principales: (i) el “top-
down”, en el cual las estructuras de mayor tamafio se reducen en su composicion a la
nanoescala mientras mantienen sus propiedades originales sin control a nivel atdémico, o son
deconstruidas a partir de estructuras grandes a su parte compuesta mas pequefia, y (ii) el
enfoque “bottom-up”, también llamado “nanotecnologia molecular”, en el cual los materiales
se disefian a partir de &tomos o componentes moleculares por un proceso de ensamblaje o

auto-ensamblaje (Sanchez y Sobolev, 2010).
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En palabras de Bhushan (2017), una nanoparticula es un agregado de atomos unidos
entre si, con un radio de entre 1 y 100 nm. Tipicamente consiste de 10 a 10° 4tomos. Las
propiedades fisicas de los materiales a la nanoescala pueden ser diferentes a aquellas a las de
escala macroscopica. Cuando la dimension de un material se reduce respecto de una escala
macro, las propiedades fisicas se mantienen con pocos cambios en un inicio, pero cuando el
tamafio del material se reduce por debajo de los 500 nm, pueden ocurrir cambios drasticos

en sus propiedades derivado del confinamiento cuantico.

La nanotecnologia no s6lo representa un cambio revolucionario en campos como la
fisica, quimica, biologia o electronica, sino que también resulta muy prometedora por sus
aplicaciones potenciales en medicina, debido a que las nanoparticulas pueden utilizarse para
diversos fines tales como biomarcadores, biosensores, acarreadores de farmacos, entre
muchos otros. Entre las nanoparticulas con mayor potencial en medicina se encuentran las
NPs de dioxido de silicio (NPs-SiO;) debido a su biocompatibilidad, su relacion

superficie/volumen y a la facilidad de funcionalizacién quimica que presenta su superficie.

Las NPs-SiO> han sido consideradas como sistemas ideales para el disefio de
acarreadores no toxicos para la liberacion controlada de farmacos (Drug Delivery Systems,
DDS por sus siglas en inglés), asi como excelentes agentes marcadores para imagenologia
en tiempo real. Este tipo de nanoparticulas son a menudo una opcidn excepcional para la
liberacion de sustancias de interés farmacologico, cosmético o nutricional de entre las
nanoparticulas inorganicas, principalmente debido a su gran estabilidad, biocompatibilidad,

y versatilidad quimica (Aravind, et. al., 2012).

Los grupos silanoles presentes en la superficie de las nanoparticulas de silice permiten

explotar el crecimiento de estructuras mas complejas sobre esta, en este proyecto de tesis se
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menciona el aprovechamiento de estos grupos presentes en la superficie para la adhesion
correspondiente de acidos carboxilicos (COOH) en dichas nanoestructuras. A partir de estos
grupos carboxilo se busca el crecimiento de arreglos ordenados de metal-organic frameworks
(MOFs) con el fin de emplear su estructura mesoporosa para almacenamiento y liberacion
controlada de farmacos. De igual forma, se busca aprovechar la estructura mesoporosa de las
NPs para encapsular agentes fluorescentes tales como Holmio (Ho) y/o Erbio (Er) con el fin
de disefar sistemas que puedan ser empleados en medicina nuclear para el tratamiento de

cancer.
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2. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

2.1. Justificacion

Desde que se conocen las increibles ventajas que la nanotecnologia puede ofrecer en el
desarrollo de la ciencia y tecnologia, ésta ha sido utilizada en diversos campos de
investigacion, siendo uno de los campos mas prometedores la medicina. Diversos tipos de
materiales tales como nanotubos, liposomas, filmes, nanoparticulas, entre otros han sido
utilizados por sus potenciales aplicaciones en campos tales como biomarcadores
fluorescentes o sistemas de liberacion controlada de farmacos; su versatilidad esta dada por
la facilidad que tienen para modificar tanto en su estructura como en su superficie, para asi
poder encapsular algiin agente farmacologico o para formar estructuras mas complejas, por

mencionar algunas opciones.

Por otra parte, es importante mencionar que se debe tener en consideracion la
toxicidad que presentan este tipo de materiales al ser introducidos en un organismo vivo, es
por esto que en este proyecto de tesis se prepararan nanoparticulas de dioxido de silicio
buscando controlar las condiciones de sintesis que regulen de mejor forma la obtencion de
tamanos en un rango especifico, ya que éstas han sido reportadas en diversas ocasiones por

su gran biocompatibilidad y potenciales aplicaciones biomédicas.

2.2. Hipdtesis

El tamafio y morfologia de las nanoparticulas de diéxido de silicio puede ser controlado
dependiendo de la temperatura y velocidad de hidrolisis de sus precursores alcoxido al
momento de su sintesis. Ademas, la carboximetilacion de su superficie nos permite crear

estructuras mas complejas a partir de la formacion de diversos tipos de derivados quimicos.
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2.3. Objetivos

o Sintetizar nanoparticulas mesoporosas de didxido de silicio de tamafio controlado a
partir del método reportado por Stober et. al. en 1968.

o Determinar las variables de reaccion que permitan controlar el tamafio de las
nanoparticulas.

o Determinar el tamafio de las nanoparticulas preparadas por medio de la técnica de
Dispersion Dinamica de Luz (DLS) y Microscopia Electronica de Barrido (SEM).

o Realizar la carboximetilacion de la superficie de las nanoparticulas de silice y de un
portaobjetos de vidrio.

o Determinar la presencia de los grupos carboxilo de las NPs y del portaobjetos
mediante espectroscopia infrarroja con transformadas de Fourier (FT-IR), asi como

por Analisis Termogravimétrico (TGA).
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3. MARCO TEORICO

3.1. Propiedades de las NPs de SiO:

La importancia y ventajas que ofrecen las particulas monodispersas de tamafios nanométricos
pueden verse en diversos campos, desde el meramente académico hasta aplicaciones y
procesos industriales, con impacto en nuestra vida cotidiana. Entre los distintos tipos de
materiales disponibles, los nanomateriales de SiO» se han empleado principalmente para el
desarrollo de sustratos electronicos, peliculas delgadas, aisladores eléctricos, aisladores
térmicos, sensores de humedad, entre muchas otras aplicaciones (Park, et. al., 2002). Como
mencionan Rao, et. al. (2005), la calidad de estos productos depende altamente del tamafio y

la distribucion de estas particulas.

Los materiales mesoporosos ordenados son una clase importante de materiales
nanoporosos que juegan que juegan un papel clave como catalizadores, soportes,
adsorbentes, intercambiadores 16nicos, 0 como sistemas de administracion de farmacos. La
gran versatilidad de estos materiales se debe a sus canales ordenados y desordenados con
didmetros controlables de sus poros entre 2 y 50 nm que generan sélidos con una gran area

superficial y un volumen de poro amplio (Schwanke, et. al., 2018).

En la altima década, las nanoparticulas mesoporosas de silice (MSNs) han atraido
fuertemente la atencidon debido a sus potenciales propiedades para aplicaciones biomédicas.
Debido a su estructura mesoporosa y su gran area superficial, las MSNs como sistemas de
administracioén de farmacos (DDSs) muestran ventajas significativas en comparacion a otros

nanotransportadores de farmacos tradicionales (Tang, et. al., 2012).
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Las MSNs (Figura 1), a las cuales se les atribuyen mesoporos uniformes, facil
funcionalizacién de su superficie y una biocompatibilidad significante, han ganado gran
atencion en las ultimas dos décadas para aplicaciones biomédicas. Los compartimientos
porosos y su gran area superficial proporcionan una plataforma natural para construir un
agente terandstico multifuncional. Su topologia Gnica proporciona a las MSNs tres dominios
distintos que pueden ser funcionalizados: la estructura de silice, los nanocanales/nanoporos,

y la superficie mas externa de las nanoparticulas (Wu, et. al., 2011).

Poro de
2-50 nm

Figura 1. Representacion de la estructura de una nanoparticula mesoporosa de silice (MSNGs).

En palabras de Tang, et. al. (2012), los nanomateriales inorganicos tienen estructuras
especiales y propiedades fisicoquimicas unicas. Entre los materiales inorganicos, las MSNs

tienen una estructura mesoporosa, un area superficial especifica y un volumen de poros que
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las hacen sobresalientes en comparacion a otros materiales porosos. Estas propiedades les
otorgan ventajas unicas para encapsular una gran variedad de agentes terapéuticos. Es
importante destacar que la fabricacion de MSNs es simple, escalable, de bajo precio y

controlable.

Con lo anterior, puede decirse que las nanoparticulas de silice mesoporosas ofrecen
una amplia variedad de aplicaciones debido a sus distintas propiedades, por esto, para su
aplicacion biomédica el control preciso sobre el tamafio y forma de la nanoparticula es muy

importante.

3.2. Efecto en el tamario de las NPs

Se ha descubierto que el tamafio de las particulas puede afectar la eficiencia y via de
absorcion celular al influir en la adhesion de las particulas y su interaccion con las células.
Por ejemplo, Vallhov et. al. (2007) reportaron en su investigacion que el tamafio de las
particulas de SiO es un factor importante que afecta la respuesta de las células dendriticas

humanas.

El tamafio de la particula es considerado una de las propiedades mas importantes de
los nanomateriales. Se ha evaluado también el efecto que tiene el tamafio de las
nanoparticulas sobre su biocompatibilidad. En un trabajo previamente publicado, se reportd
que el tamafio de las particulas es uno de los pardmetros mas importantes para la mediacion
de la biocompatibilidad para los nanomateriales (Tang, et. al., 2012). Ademas, Lu, et. al.
(2009), afirman que, para aplicaciones biomédicas, el tamafio de las nanoparticulas de silice
mesoporosa es muy importante ya que este puede afectar la eficiencia y la via de absorcion

celular al influir en la adhesion de las particulas y su interaccion con las células.
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El diametro de las MSNs afecta en gran escala sus efectos bioldgicos, tales como su
capacidad de inducir hemdlisis y su capacidad de absorcion celular. En palabras de
Silverstein y Hopper (2014) la hemolisis es la destruccion de los globulos rojos, la
importancia de que esto no ocurra radica en que la regeneracion de los globulos rojos de las

células precursoras es inadecuada para reponer las células destruidas.

Existen distintos métodos para controlar los diametros de las nanoparticulas de silice.
En general, los didmetros de las MSNs pueden ser facilmente controlados al cambiar las
condiciones de preparacion al utilizar el método de Stdber como estrategia de preparacion

para las NPs de SiO; (Yamamoto y Kuroda, 2016).

El tamafio de las particulas puede ser controlado de manera efectiva al anadir los
agentes aditivos adecuados como lo son alcoholes, aminas, bases o sales inorganicas. Estos
agentes alteran la hidrdlisis y la condensacion del precursor de la silice. Actian como
catalizadores, dando como resultado particulas de tamafo mas pequeio (Narayan, et. al.,
2018); lo anterior es debido a que los mecanismos de nucleacion y el crecimiento de las

MSNs se ven fuertemente afectados por dichos factores.

Existen otros factores que afectan el tamafio de las MSNs, siendo uno de los mas
notorios la temperatura; por ejemplo, Yu et. al. (2012) reportan la preparacion de MSNs
coloidales a diferentes temperaturas, y encontraron que el didmetro de las MSNs se

incrementaba proporcionalmente con el aumento de la temperatura de reaccion.

3.3. Propiedades superficiales

Segun Qhobosheane et. al. (2001), la modificacion de la superficie de las nanoparticulas

puede otorgarles nuevas propiedades (biocompatibilidad, reconocimiento molecular,
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fluorescencia, transporte de farmacos, etc.), lo que mejora sus aplicaciones efectivas en una
amplia variedad de campos. La modificacion superficial agrega funciones quimicas deseadas
a las nanoparticulas, lo que permite avances significativos en la derivatizacion de la

superficie de éstas.

Las MSNs poseen una estructura bien definida y una alta densidad de grupos silanoles
(Figura 2) que pueden ser modificados con una gran variedad de grupos funcionales
organicos. Los grupos funcionales adheridos en la superficie pueden jugar distintos roles en
las aplicaciones biomédicas de las MSNs: (i) para controlar la carga superficial de las MSNss;
(i) para unir quimicamente moléculas funcionales dentro o fuera de los poros de la
nanoparticula; y (iii) para controlar el tamafio de la entrada de los poros para atrapar

moléculas dentro de estos (Wu, et. al., 2011).

Hydrogen bonded silanol groups

oo O-H

[solated silanol groups H-O _ .
Geminal silanol groups

Figura 2. Grupos silanol en la superficie de silice amorfa. Ochsner, A., Ahmed, W., & Ali, N.
(2009). Nanocomposite coatings and nanocomposite materials. Trans Tech Publications Ltd.

La facilidad de introducir varios grupos funcionales orgédnicos en la superficie de las
MSNs, a través de la formacion de enlaces covalentes o interacciones clectrostaticas,

proporciona un alto nivel de versatilidad y muchas otras propiedades (fisicas, quimicas o
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bioldgicas) que pueden ser disenadas por el usuario de los materiales mesoporosos de silice.
Sin embargo, para llevar a cabo la modificacién covalente superficial de MSNs para
introducir nuevos grupos funcionales por lo regular se requiere la introduccion de estructuras
organicas en la forma de derivados de silanos (L4, et. al., 2012). Existen numerosos derivados
de organosilanos disponibles de distintos proveedores comerciales, pero por lo regular su

aplicacion en gran escala implica costos elevados por los precios que éstos presentan.

Tang et. al. (2012) mencionan que la introduccion de grupos carboxilos en la
superficie de NPs puede inducir una respuesta inmunologica atenuada y baja citotoxicidad,
lo que mejora las caracteristicas del nanomaterial para ser empleado para aplicaciones
biomédicas. Ademas, en el trabajo reportado por Rajaeian et. al. (2015), se menciona que la
carboxilacion de NPs de TiO; redujeron la aglomeracion de las nanoparticulas. La
carboxilacion directa de la superficie de nanoparticulas no es simple y la mayoria de los
reportes que pueden encontrarse en la literatura emplean carboxi-silanos comerciales,

costosos y que requieren técnicas cuidadosas de manipulacion.

3.4. Método de Stober

En 1968 Stober et. al., en su articulo titulado Controlled Growth of Monodisperse Silica
Spheres in the Micron Size Range, reportaron la primera publicacion sobre el empleo de
particulas de silice para una aplicacion biomédica. En dicho trabajo se reportd la sintesis de
particulas de SiO; de forma esférica con tamafios que variaban entre los 50 nm y 2 um de

diametro.
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Esta sencilla sintesis involucra la condensacion de tetraetil ortosilicato (TEOS) en
etanol. En palabras de Rossi et. al. (2005), el método de Stober nos permite obtener un
excelente control sobre el tamafio, asi como la distribucidon de tamafio de particula, y una

morfologia esférica casi ideal para las particulas de silice resultantes.

/oa
HO - OEt
O0—Siw OH
Et0 o_/
\éi/ \ N0~y
EtO l Ho\ O~ o’ \O
E10 OEt o) OH Si=0._ .
EtO\\ ot HO EtO\\ //OEt NH,OH / /Si/\ \s./\
-EtOH / \ repeat Ei0 \ OH s7 HO |\
s o/ S~y © OEt
E10 E10 OEt HO™™\ Ssi—07 N
/ O\ Si/OEt
(a) b 0
(©) | ° Simby “OH
!
S f~"° Ot (el
£10

Figura 3. Representacion simplificada de la hidrélisis y condensacion de TEOS en el método de Stober. Kim,
S.Y.,Heo, N. Y., Jeaan, J. U. N. G, Kim, W. J., Hwang, B. G., Kim, Y. S., & Lee, M. H. (2018). U.S. Patent
No. 10,067,138. Washington, DC: U.S. Patent and Trademark Office.

En la Figura 3 se muestra graficamente como en el método de Stober se utiliza tetraetil
ortosilicato (TEOS) como material precursor (a), el TEOS se disuelve en un solvente
organico como etanol. Posterior a esto, se lleva a cabo una hidrolisis controlada para producir
el precursor de la silice (b). El precursor (b) puede ser condensado con NH4OH, que
promovera la unién de Si-O-Si, produciendo agua como subproducto, para finalmente

obtener la estructura de silice (c).
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4. DESARROLLO EXPERIMENTAL

Los reactivos utilizados en este proyecto de tesis fueron adquiridos de por Sigma Aldrich y
fueron empleados sin ninguna otra purificacion. Como excepcion, se empleod etanol absoluto

comercial y agua triplemente destilada.

4.1. Equipo

Microscopio electronico de barrido de ultra-alta resolucion de emision de campo

©)

(FESEM), MAIA3 TESCAN, con detector EDS Bruker XFlash 6|30

o Equipo para determinacion de distribucion de tamafio de particula por dispersion
dindmica de luz (DLS), Microtrac, Nanotrac Wave Il DLS

o Espectrofotometro de infrarrojo con transformadas de Fourier (FT-IR), Agilent
Resolutions Pro IR Spectrometec

o Equipo para analisis por termogravimetria y analisis térmico diferencial TGA-DTA

Regulus II, Netzsch

4.2. Sintesis de nanoparticulas de dioxido de silicio

Reactivos:

o Etanol Absoluto
o Tetraetil ortosilicato (TEOS)

o Hidréxido de amonio (NHsOH)

La sintesis de NPs de SiO2 se llevo a cabo utilizando el método de Stober; para llevar a cabo

esta reaccion se montd un sistema como el que se muestra en la Figura 4. En un matraz de
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bola de 250 mL se colocaron 150 mL de etanol absoluto y se configur6 la temperatura de la
parrilla de calentamiento a tres distintas temperaturas (45, 55 y 65° C) para comparar la
influencia de la temperatura sobre el didmetro de las NPs producidas en cada sintesis.
Posterior a esto se agregan 4 mL (100.46 mmol) de NH4OH con agitacion y al paso de 10
minutos se afiadieron 6 mL (27.07 mmol) de TEOS gota a gota en un lapso de entre 10y 15

min. La reaccion se dejo en agitacion (600 rpm) por 12 h.

&/

Figura 4. Diagrama del sistema utilizado para la sintesis de NPs de SiOs.

Al paso de 12 h de reaccion, se detiene la agitacion y el calentamiento y se coloca el
matraz de bola en rotaevaporacion para el secado de las nanoparticulas de silice. Al final del
procedimiento se pudieron recuperar en promedio 2.01 g de nanoparticulas de SiO» (96.21%

de rendimiento promedio).

4.3. Metacarboxilacion de nanoparticulas de dioxido de silicio
4.3.1. Primera metodologia de sintesis

Reactivos:

o Agua destilada
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o Hidréxido de Sodio (NaOH)

o Acido monocloroacético

Para la carboximetilacion de la superficie de las NPs de SiO: (Si-O-CH>-COOH) se adapté
la metodologia empleada por Imani et. al. (2015) quienes reportaron la adicién de grupos
carboxilos a la superficie de 6xido de grafeno (GO) con fines de bioconjugacion; en su
publicacion Nano-graphene oxide carboxylation for efficient bioconjugation applications: a
quantitative  optimization —approach mencionan que lograron exitosamente la
funcionalizacion de la superficie de GO mediante la reaccion de éste con acido cloroacético
bajo condiciones basicas para transformar los grupos hidroxilo superficiales en grupos
carboxilicos (COOH). Ademas, siguiendo la metodologia empleada por Verraest et. al.
(1995) en su publicacion Carboxymethylation of inulin en la cual utilizan NaOH y acido
monocloroacético para agregar grupos carboxilo a la superficie de la inulina, se tomaron en
cuenta las condiciones de dicha reaccion para adaptar las condiciones de la reaccion de

carboximetilacion superficial de las nanoparticulas de silice.

La carboximetilacion de la superficie de NPs de SiOz se llevo a cabo colocando 300
mg de las NPs de SiO previamente preparadas por el método de Stober en un matraz de bola
de 50 mL que contenia 15 mL de agua destilada, el matraz se coloca en agitacion vigorosa
(1000 rpm). Cuando las NPs de silice se disuelven por completo, se agregan
aproximadamente 0.1998 g (5 mmol) de NaOH. Pasados 30 minutos de la adicion del
hidroxido se afiadieron 0.2361 g (2.5 mmol) de acido monocloroacético; es importante

mencionar que la adicion del acido se hace lentamente, dejando que las perlas del s6lido se
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disuelvan completamente en el sistema antes de agregar la siguiente. La reaccion se dejo en

agitacion por 24 h.

Figura 5. Esquema de la reaccion de la metacarboxilacion de la superficie de las nanoparticulas de silice.

Al terminar la funcionalizacion de la superficie de las NPs de SiO: se coloco el matraz
de bola en un nido de calentamiento a aproximadamente 55° C conectado a vacio, la solucion
que contenia nanoparticulas carboximetiladas se dejo en calentamiento por tres dias hasta
que se observo el precipitado de algunas NPs funcionalizadas. Posterior a esto, se vacio el
contenido del matraz en tubos falcon y se centrifugd por 20 min. a 4000 rpm para precipitar
por completo las NPs. Se retir6 el sobrenadante y el sélido con residuos de agua se colocé en

un horno de vacio a 75° C por 6 h para recuperar el solido seco.

4.3.2. Segunda metodologia de sintesis

Reactivos:

o Agua destilada
o Hidréxido de Sodio (NaOH)

o Acido monocloroacético
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Con el fin de controlar de una mejor manera la estequiometria de la reacciéon de
carboximetilacion, se para esta metodologia se prepararon dos soluciones etiquetadas como

AyB.

La solucion A se prepard en un matraz de bola de 50 mL afiadiendo 300 mg de NPs
de SiO; en 10 mL de agua destilada, el sistema se coloco en agitacion a aproximadamente

1150 rpm y se agregaron 100 mg (2.5 mmol) de NaOH.

Por otra parte, en un vaso de precipitados se preparo la solucion B, agregando 100 mg
(2.5 mmol) de NaOH en 5 mL de agua destilada, la solucién se puso en agitacion a
aproximadamente 1150 rpm y posterior a esto se agregaron 236 mg (2.5 mmol) de 4cido

monocloroacético.

Las soluciones A y B se dejaron en agitacion constante por 30 min., pasado este
tiempo la solucion B se retir6 de agitacion y se agregod gota a gota a la solucion A. Al terminar

de anadir los 5 mL de la solucién B, se dejo la reaccion en agitacion por 5 horas.

Reaccion de

Solucion A Soluciéon B : U
carboximetilacion

f= | § o
T R R

NPs Si0,- 3 Ac. monocloroacético

Figura 6. Esquema correspondiente al segundo método de sintesis para la carboximetilacion de NPs de SiOa.
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Al terminar la funcionalizacion de la superficie de las NPs de SiO; la recuperacion

del producto se realizé de la misma forma que en el primer método de sintesis.

4.4. Carboximetilacion de portaobjetos de vidrio

Debido a que la estructura de los portaobjetos consiste en silicatos arreglados de manera
amorfa, se penso en su carboximetilacion para poder generar filmes superficiales de silice
carboximetilados siguiendo la misma metodologia empleada para la metacarboxilacion de

las nanoparticulas de didxido de silicio.

4.4.1. Limpieza de portaobjetos

Reactivos:

o Agua grado HPLC
o Acetona
o NaOH

o Nitrogeno gaseoso

Para la limpieza del portaobjetos éste se colocod en un vaso de precipitados con 20 mL de
agua grado HPLC y se mantuvo en sonicacion por 10 minutos; pasado este tiempo se retird
del agua y se colocd en otro vaso de precipitados con 20 mL de acetona y nuevamente se
puso en sonicacion por otros 10 minutos. Posterior a esto, se recogio el portaobjetos y se dejo
en un horno de secado a una temperatura de 50° C por 20 min. Finalmente, el portaobjetos se
puso en un vaso de precipitados que contenia 20 mL de una soluciéon 1 M de NaOH en
sonicacion por 10 minutos. Al término de este tiempo se secO el portaobjetos aplicando

nitroégeno gaseoso a presion sobre la superficie de éste.
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4.4.2. Carboximetilacion de la superficie de silicatos de un portaobjetos

Reactivos:

o Agua destilada
o Hidroxido de Sodio (NaOH)

o Acido monocloroacético

La metacarboxilacion del portaobjetos (Figura 7) se realizd siguiendo el método 1 utilizado
para carboximetilar la superficie de las NPs de SiO»; posterior a la limpieza del portaobjetos
como se indico previamente, éste se colocd en un vaso de precipitados que contenia 15 mL
de agua destilada. El vaso se puso en una placa de agitacion orbital a 500 rpm y se afiadi6 la
cantidad correspondiente de NaOH segun el peso del portaobjetos (considerando que para 1
g se necesitan 0.666 g (16.65 mmol) de NaOH). Pasados 30 min. se agrego6 la cantidad
correspondiente de dcido monocloroacético (considerando que para 1 g se necesitan 0.787 g

(8.33 mmol) de 4cido monocloroacético) y se dejo en agitacion por 24 h.

B

Figura 7. Esquema correspondiente al proceso de metacarboxilacion de la superficie de silicatos de un
portaobjetos.

Terminada la reaccion de carboximetilacion, el portaobjetos fue retirado de la
reaccion, secado con nitrégeno gaseoso a presion y caracterizado.
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5. RESULTADOS Y DISCUSION
5.1. Caracterizacion de NPs de SiO>

Se realizaron tres distintas sintesis bajo la metodologia reportada por Stober et. al. (1968), a
tres distintas temperaturas; los tres diferentes productos obtenidos fueron analizados por
Dispersion Dindmica de Luz (DLS), empleando un equipo Microtrac, Nanotrac Wave Il para
conocer la distribucion en el tamafio de las nanoparticulas y su Potencial Z. EI SOP se
configurd indicando los indices de refraccidon correspondientes para la silice y el agua; las

NPs de SiO; se encontraban diluidas en 0.5 mL de agua destilada.

Las distintas sintesis de nanoparticulas de silice se realizaron a tres diferentes
temperaturas siendo la primera sintesis a 45° C, la segunda a 55° C y la tercera a 65° C, sin

ningun otro tipo de alteracion en la cantidad de reactivo utilizado.

Particle Size Distribution
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Figura 8. Grafica de distribucion de tamafio por DLS de la sintesis 1.
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Figura 9. Grafica de distribucion de tamafio por DLS de la sintesis 2.
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Figura 10. Grafica de distribucion de tamafio por DLS de la sintesis 3.
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Las soluciones de NPs de SiO; muestran un Potencial Z promedio de 24.8 mV

mientras que su distribucion de tamafio se muestra en la Tabla 1.

Numero de sintesis

Temperatura a la que se

llevo a cabo la reaccion

0
1 45
2 55
3 65

Tamafio promedio Potencial Z

(nm) (mV)

152 26.8
84 23.9
52 23.5

Tabla 1. Comparacion de los diametros de cada sintesis calculados por DLS con su Potencial Z.

Realizando el andlisis de los resultados expuestos en la tabla uno se puede observar
que, tal como mencionan Yu et. al. (2012), existe una relacion entre la temperatura y el

tamafo en el diametro de las nanoparticulas.
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SEM HV: 10.0 kV WD: 4.24 mm MAIA3 TESCAN
View field: 0.635 ym | Det: In-Beam SE 200 nm
SEM MAG: 327 kx |Date(m/d/y): 10/03/18 UDLAP

SEM HV: 5.0 kV WD: 3.42 mm
View field: 1.58 ym Det: In-Beam SE 500 nm
SEM MAG: 131 kx |Date(m/dly): 11/10/17

Figura 12. Micrografia por SEM de nanoparticulas de SiO:z de la sintesis 1.

31



SEM HV: 10.0 kV WD: 4.22 mm

View field: 1.69 pm Det: In-Beam SE
| SEMMAG: 123 kx | Date(midly): 10/03/18

Figura 13. Micrografia por SEM de nanoparticulas de SiO2 de la sintesis 2.

SEM HV: 10.0 kV WD: 4.17 mm

View field: 2.40 pm Det: In-Beam SE

Figura 14. Micrografia por SEM de nanoparticulas de SiO2 de la sintesis 2.
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SEM HV: 10.0 kV
View field: 1.46 pm
SEM MAG: 143 kx

SEM HV: 10.0 kV
View field: 0.510 ym
SEM MAG: 407 kx

WD: 4.19 mm
Det: In-Beam SE
Date(m/dly): 10/24/18

WD: 4.11 mm
Det: In-Beam SE
Date(m/dly): 02/25/20

i

200 nm

Lot

100 nm

MAIA3 TESCAN

UDLAP

MAIA3 TESCAN

UDLAP

Figura 16. Micrografia por SEM de nanoparticulas de SiO:z de la sintesis 3.
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El analisis de las micrografias de SEM muestra los diferentes tamafios de las NPs de
silice de las sintesis a diferentes temperaturas. En estas se observan nanoparticulas de
tamafios inferiores a los 100 nm, pero muy aglomeradas, se cree que estos conglomerados
pueden afectar notoriamente en las mediciones de analisis de DLS, recabando un diametro

promedio mayor al real.

Por esto ultimo, con ayuda del programa Image J, se realiz6é la medicion de 100
nanoparticulas de las que se muestran en las micrografias de cada sintesis, el tamafo
promedio medido de cada una se observa en las graficas 1 a 3.

Tamaifio promedio de la sintesis uno
50

Tamafio (nm)

Grdfica 1. Distribucion del tamaio de las nanoparticulas de SiO2 de la sintesis 1.
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Tamafio promedio de la sintesis dos
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Grafica 2. Distribucion del tamafio de las nanoparticulas de SiO2 de la sintesis 2.
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Grdfica 3. Distribucion del tamaio de las nanoparticulas de SiO2 de la sintesis 3.
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Tanto en las micrografias como en las graficas puede observarse claramente una
disminucion en el tamafio de las nanoparticulas de silice con respecto al aumento de la
temperatura de sintesis. Para la sintesis 1 se tiene un tamafo promedio de 75 nm, para la
sintesis 2 se observa un tamafio promedio de 55 nm y de la sintesis 3 se obtiene un tamafio

promedio de 25 nm de diametro.

Se obtuvieron tres espectros FT-IR de cada una de las diferentes sintesis, en la Figura
17 pueden observarse los distintos espectros de infrarrojo, siendo a) las NPs de SiO; de la

sintesis 1, b) las NPs de SiO» de la sintesis 2 y ¢) las NPs de SiO» de la sintesis 3.

En a) pueden observarse las bandas correspondientes de los estiramientos Si-O y Si-
O-Si en 1052.984 y 793.918 cm! respectivamente, en 958.638 cm™! se muestra la banda que
corresponde al estiramiento del enlace Si-OH y por altimo en 1629.709 cm™ se puede

observar el agua presente en la muestra.

En b) se atribuyen las bandas en 1047.972 y 793.219 c¢cm™' a las vibraciones
correspondientes de los enlaces Si-O y Si-O-Si respectivamente, ademas puede apreciarse en

962.166 cm™! la banda correspondiente al enlace de Si-OH.

Finalmente, en ¢) puede observarse la banda mas notoria en 1055.547 cm’!
corresponde a la vibracion del enlace Si-O, también puede observarse el estiramiento de la
interaccion Si-O-Si en 793.515 cm!. Aparecen dos bandas en 2124.88 y 1633.434 cm’! las
cuales corresponden a la vibracion de SiO; y de agua presente en la muestra respectivamente.
Por tltimo, en 955.521 ¢cm™! se encuentra la banda correspondiente a la vibracion del enlace

Si-OH.



o0}

N Transmeance

-

«

FOA_2018_NPsSIO_1

2080 011

3000 3800 3700 3600 3500 3400 3300 X200 3100 3000 2000 3800 1700 2068

110 FOA_100220_ NPSSIO_NHAOM T

o
100
[
|
wof

[0

» Transmeance

s [~

«

3600 3800 3700 3600 3500 3400 3300 3200 3100 3000 2000 2800 2700 2000 2500 2400 2300

212043

2500 2400 23500 2200

Waverumie

Wavenumber

1629 700

H,0

Si-0-Si

958 630

Si-OH

Si-0 ...

2100 2000 1600 Th0D 1700 1600 1500 1

S o104 \

1047 972

50 2100 2000 1000 1800 1700 1600 1500 1400 1300 1200 1100

- \
Si-0 |

1055 547

5600 3800 3700 3600 3500 3400 3300 3200 3100 3000 2900 2800 2700 2600 2500 2400 2300 2200 2100 2000 1900 1800 1700 1600 1500 1400 1300 1200 1100

Waverumber

Figura 17. Espectros FT-IR de las diferentes sintesis de NPs de SiOx.
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5.2. Caracterizacion de NPs de SiO; carboximetiladas

Se realizaron cuatro distintas sintesis para la carboximetilacion superficial de las
nanoparticulas de SiO», siendo una carboxilacion de la sintesis 1 y 2 de NPs de silice

respectivamente, y tres carboxilaciones de la sintesis 3.

Mediante DLS se obtuvo el Potencial Z de las nanoparticulas tanto carboxiladas como
las no funcionalizadas superficialmente. En la Tabla 2 se comparan los valores del Potencial
Z entre las NPs de silice superficialmente modificadas con las que no se carboximetilaron en

su superficie, ademas se muestra el tamafio promedio de las nanoparticulas.

En dicha Tabla 2 puede observarse un aumento en el Potencial Z de las NPs de silice
metacarboxiladas, lo que concuerda con la presencia del grupo carboxilo superficial. El valor
e incremento en el Potencial Z de las nanoparticulas de silice carboximetiladas nos indica

que éstas particulas son mas estables y dispersables en solucion.

NPs de silice sin NPs de silice

modificacion superficial carboximetiladas

1 114 26.8 52.1
2 &9 23.9 34.1
3 68 235 40.6

Tabla 2. Comparacion en el Potencial Z de las muestras sin modificacion superficial y carboxiladas.
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El analisis de las micrografias de SEM de las nanoparticulas de silice
metacarboxiladas, muestra un sistema con menos aglomerados de NPs de silice, con una
mejor dispersion de las particulas debido probablemente a la carga superficial que tienen por

el grupo carboxilo, que induce repulsiones y una mayor estabilidad en soluciéon acuosa.

"

SEM HV: 10.0 kV WD: 4.13 mm MAIA3 TESCAN SEM HV: 10.0 kV WD: 4.13 mm MAIA3 TESCAN
View field: 0.684 ym Det: In-Beam SE 200 nm View field: 1.62 ym Det: In-Beam SE 500 nm

SEM MAG: 303 kx |Date(m/dly): 02/25/20 UDLAP SEM MAG: 128 kx |Date(m/d/y): 02/25/20
Figura 18. Micrografias por SEM de nanoparticulas de la sintesis 1 metacarboxiladas.
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SEM HV: 10.0 kV WD: 4.14 mm MAIA3 TESCAN SEM HV: 10.0 kV WD: 4.13 mm
View field: 1.40 pm Det: In-Beam SE 200 nm View field: 1.35 pm Det: In-Beam SE 200 nm
SEM MAG: 148 kx  Date(m/dly): 02/25/20 UDLAP SEM MAG: 154 kx | Date(m/dly): 02/25/20

Figura 19. Micrografias por SEM de nanoparticulas de la sintesis 2 metacarboxiladas.
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SEM HV: 10.0 kV WO: 4.30 mm MAIAS TESCAN SEM HV: 100 kV WO: 4.29 mm
View feld: 2.07 pm Det: In-Beam SE 500 rvm View feld: 1.18 pm Det: In-Beam SE 200
SEM MAG: 100 kx Date{midly): 011620 UDLAP SEMMAG: 176 kx Date{midly): 0116720

SEM HV: 10.0 kV WO: 4.29 mm ! MAIAS TESCAN SEM HV: 100 kV WO: 429 mm

View feld: 0.679 pm Det: In-Beam SE 200 v View feld: 1,49 pm Det: In-Beam SE 200 v
SEM MAG: 306 kx  Date{midly): 011620 UDLAP SEMMAG: 139 kx Date{midiy): 0V16/20

Figura 20. Micrografias por SEM de nanoparticulas de la sintesis 3 metacarboxiladas.
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Del mismo modo que las NPs de silice sin modificacion superficial, con ayuda del
programa Image J, se realiz6 la medicion de 100 nanoparticulas de las que se muestran en las
micrografias de cada sintesis, el tamafo promedio de cada una puede observarse en las

graficas 4 a 6.

Tanto en las micrografias como en las graficas puede observarse una ligera
disminuciéon en el tamano de las particulas, siendo para las NPs de la sintesis 1
carboximetiladas un tamafo promedio de 67 nm, para las NPs de la sintesis 2
carboximetiladas se observa un tamano promedio de 47 nm y de las NPs de la sintesis 3

carboximetiladas se obtiene un tamafio promedio de 23 nm de diametro.

Tamano promedio de la sintesis 1 carboximetiladas
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Grafica 4. Distribucion del tamaio de las nanoparticulas de SiO2 de la sintesis 1 carboximetiladas.
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Tamafio promedio de la sintesis 2 carboximetiladas
45
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Grafica 5. Distribucion del tamaio de las nanoparticulas de SiO2 de la sintesis 2 carboximetiladas.

Tamaio promedio de la sintesis 3 carboximetiladas
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Grafica 6. Distribucion del tamaio de las nanoparticulas de SiO2 de la sintesis 3 carboximetiladas.
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Para confirmar la carboximetilacion superficial exitosa en las nanoparticulas de silice
se obtuvieron los espectros FT-IR de cada una de las muestras. En la Figura 21 pueden
observarse los tres diferentes espectros de infrarrojo, siendo a) las NPs de silice
metacarboxiladas de la sintesis 1, b) las NPs de silice metacarboxiladas de la sintesis 2 y ¢)

las NPs de silice de la sintesis 3.

En a) puede observarse la banda mas notoria en 1060.98 cm™!' correspondiente a la
vibracion de enlaces Si-O, también puede observarse en 783.584 cm™! el estiramiento de la
interaccion de Si-O-Si y se le atribuye la banda de vibracion en 1602.866 cm™ al grupo

carboxilo presente en la superficie.

En b) se observan las bandas correspondientes de los estiramientos Si-O y Si-O-Si en
1054.061 y 791.279 cm! respectivamente, el grupo carboxilo se nota en el espectro en

1606.134 cm™!.

Finalmente, en ¢) se atribuyen las bandas en 1057.739 y 791.683 cm’ a las
vibraciones correspondientes de los enlaces Si-O y Si-O-Si respectivamente, ademéas puede

observarse en 1605.058 cm™! la banda correspondiente al grupo carboxilo.
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La Figura 22 muestra la curva de analisis termogravimétrico (TGA) para las
nanoparticulas carboximetiladas preparadas realizadas en atmosfera de Nitroégeno; puede
observarse una dependencia de la temperatura y las variaciones del porcentaje del peso para
a) las NPs de silice sin modificaciones superficiales y b) las NPs de silice metacarboxiladas.
Puede observarse en a) y en b) una degradacion en el porcentaje de la masa entre 50 y 150°
C correspondientes a la remocion de agua absorbida por el material mesoporoso. En el caso
de a) puede observarse entre 350 y 450° C el proceso de deshidratacion de silice por
descomposicion térmica de los silanoles superficiales (Si-OH), y en b) se muestra entre 200
y 300° C la descarboxilacion (pérdida de -COOH) de las NPs de SiO;, por ultimo, puede

observarse también entre 350 y 450° C la deshidratacion de las NPs de silice.

A partir de la variacion porcentual de la masa se calcul6 la masa relativa de grupos
carbonilo superficiales, obteniendo un aproximado de 0.9 mg de COOHs superficiales para

10 mg analizados de nanoparticulas de SiOx.



Figura 22. Curvas de TGA correspondientes a a) nanoparticulas metacarboxiladas de silice correspondientes a
la sintesis 3 y b) nanoparticulas metacarboxiladas de silice correspondientes a la sintesis 1.

5.3. Introduccion de grupos carboximetilo (-OCH>-COOH) en la superficie de portaobjetos
Debido al cese de actividades debido a la contingencia ocasionada por la pandemia del
COVID-19 en el periodo de primavera del presente afio, no pudo realizarse la espectroscopia
IR de un portaobjetos sin la presencia de grupos carboxilo en su superficie. Es por esto que
se tomo el espectro reportado por Amma et. al. (2015) de un portaobjetos sin ningtn tipo de

tratamiento que modificara su estructura (Figura 23).
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En la Figura 24 puede observarse el espectro FT-IR del portaobjetos con su superficie
carboximetilada, en ésta pueden observarse las bandas correspondientes a los estiramientos
de Si-O y Si-CH:» en 931.843 y 1414.872 cm! respectivamente. El estiramiento de la
interaccion de O-C se observa en la banda de 1247.126 cm’!, y por ultimo la banda de

vibracion en 1590.432 cm™! se atribuye al grupo carboxilo presente en la superficie.

100000

10000

1000

100

Penetration depth (um)
o

B e
4000 3500 3000 2500 2000 1500 1000

Wavenumber (cm™)

Figura 23. Espectroscopia IR de un portaobjetos de vidrio sin modificaciones superficiales. Amma, S. I., Luo,
J., Pantano, C. G., & Kim, S. H. (2015). Specular reflectance (SR) and attenuated total reflectance (ATR)
infrared (IR) spectroscopy of transparent flat glass surfaces: A case study for soda lime float glass. Journal of
Non-Crystalline Solids, 428, 189-196.
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Figura 24. Espectroscopia IR de un portaobjetos con grupos carboxilo en su superficie.
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6. CONCLUSIONES
6.1. Conclusion

El tamano de las nanoparticulas de dioxido de silicio puede ser controlado teniendo en cuenta
las variantes que presenta su sintesis, siendo la mas significativa la temperatura. A mayor
temperatura se obtendran NPs de silice de menor tamafio y, de forma inversa, a menor

temperatura en el proceso de preparacion se obtendran nanoparticulas de mayor tamafio.

Los silanoles (Si-OH) presentes en la superficie de las NPs de silice son de gran ayuda
para la modificacion superficial de estas, permitiéndonos afadir en la capa exterior grupos
carboximetilo (-OCH,-COOH). Estos carboxilatos pueden permitir la inmovilizacion
superficial de farmacos o marcadores fluorescentes, asi como la modificacion de la
solubilidad y la carga electrostatica superficial (Potencial Z) que influye directamente en la

estabilidad de la suspension acuosa de nanoparticulas y su biocompatibilidad.

Finalmente, de la misma manera que la presencia de grupos silanoles en la superficie
de las nanoparticulas de SiO», que presentan también una estructura cristalina de didxido de
silicio es posible carboximetilar la superficie de éstos, lo cual abre la posibilidad de explorar
su uso en el disefio de biosensores colorimétricos, sistemas diagnosticos, y componentes en

sistemas de liberacion controlada de farmacos.
6.2. Trabajo futuro

Siendo el principal objetivo de este proyecto el empleo de NPs de SiO: de tamafios menores
a 50 nm para aplicaciones biomédicas, se recomienda el utilizar las NPs obtenidas de la
sintesis 3 para incorporar en los defectos que presenta su estructura un agente fluorescente

como fluoresceina, rodamina, Ho o Er, para poder explorar su uso como biomarcadores
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luminiscentes. De igual manera, se recomienda explorar el desempeio de los sistemas
carboximetilados superficialmente como sistemas para transporte y liberacion controlada de
farmacos (DDS). El uso de estos sistemas carboxilados para el crecimiento de peliculas
ordenadas de redes de coordinacion metdlica (metal-organic frameworks, MOFs)
conteniendo iones metalicos del bloque f como Holmio (III) o Erbio (III), nos permitira
implementarlos para su uso en radioterapia como tratamiento de céncer. Asi mismo, la
estructura mesoporosa de los sistemas preparados nos permitira explorar su uso en sistemas

de liberacion controlada de farmacos.
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