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3 SIMBOLOGIA

AuNps: Nanoparticul as de oro.

GSH-AUNCSs: Clusteres de oro funcionalizados con glutation.
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HPLC: Cromatografia de alta eficacia.

SEM: Microscopio electronico de barrido.

TEM: Microscopio el ectronico de transmision.

ICP-MS: Espectrometria de masas acoplado inductivamente.
UV-Vis: Visible-Ultraviol eta.

DLS: Dispersion dinamicade luz.

SPR: Plasmon superficial de resonancia.

CLA: Agregacion por entrecruzamiento.

NCLA: Agregacion sin entrecruzamiento.

NIR: Region espectral del infrarrojo cercano.

TOA: Cation tetraetilamonio.

SR: Tiolatos.

Hal: Halogenuros.

PR: Fosfinas.

AunSRy: Clusteres tiolados.

PVP: Poly(N-vinil-2-pirrolidona).

HR-TEM: Microscopio electronico de transmision de alta resolucion.



LMMTC: Ligando-metal-metal.

[I-MUA: Acido mercaptoundecanoico.

PEG: Polietilenglicol.

PAMAM: Dendrimeros de poliamidoamina.

L-DOPA: L-3,4-dihidroxifenilalanina

BSA-AUNCs: Clusteres de oro funcionalizados con a bumina de suero bovino.
GSH: Glutation reducido.

FRET: Transferencia de energia entre fluorocromo.



4 RESUMEN

Las vitaminas son compuestos de naturaleza organica indispensables para el correcto
desarrollo y funcionamiento del organismo. Por €elo, la ausencia de las mismas puede
provocar enfermedades como la enfermedad de beriberi (falta de vitamina B1) o €
escorbuto (vitamina C). En vista de la elevada importancia que tienen estas sustancias,
es preciso encontrar métodos analiticos sensibles y selectivos para poder determinar la
cantidad de vitaminas presente en un aimento, en un suplemento aimenticio o en un
medicamento. En este trabajo se propone desarrollar métodos pticos para vitaminas del
grupo B (en concreto, B; y Bj,) mediante el uso de nanoparticulas de oro (AuNps) y
clusteres de oro funcionalizados con glutation (GSH-AUNCSs). Las AuNps y los GSH-
AUNCs son nanoparticulas que, a interaccionar con las citadas vitaminas, pueden dar
lugar a cambios espectrales (p.e. desplazamiento de bandas de absorcion, desactivacion
de laintensidad de fluorescencia) que permitan evaluar la concentracion de las mismas

en muestras real es.

ABSTRACT

Vitamins are organic compounds that are essential for the correct growth and running of
the organism and, therefore, the absence of these nutrients can produce diseases as
Beriberi’s illness (absence of vitamin B;) or scurvy (vitamin C). Taking into account the
key importance of a correct intake of vitamins, it is necessary the development of
sensitive and selective analytical methods for their determination in foods, supplement
foods and pharmaceuticals.  In this project, we proposed the development of new
analytical protocols to determine B vitamins (in particular, vitamins B; and B;») using
gold nanoparticles (AuNps) and glutathione-modified gold nanoclusters (GSH-AUNCs)
is proposed. Upon interaction with the above mentioned vitamins, gold nanoparticles
and nanoclusters may suffer spectral changes such as shift of the absorption band or a
decrease of the fluorescence intensity. These changes may be useful for the

determination of the vitamins in real samples.



5 INTRODUCCION
51 LASVITAMINAS

Las vitaminas pueden definirse como sustancias organicas esenciales para €
crecimiento, el mantenimiento y e funcionamiento normal del cuerpo humano [1].
Todas las vitaminas, excepto las vitaminas D y K, tienen que ser obtenidas a partir de

los alimentos a no poder sintetizarse en el metabolismo humano.

Las vitaminas B1 (tiamina), B6 (piridoxina) y B12 forman parte de las denominadas
vitaminas hidrosolubles y son obtenidas de manera externa a través de productos
alimenticios [2] [3]. La vitamina B; se encuentra presente en aimentos como las
semillas de girasol, €l arroz, la coliflor, € higado, el esparrégo, laavena, € centeno y €
huevo. Por otro lado, la vitamina By, existe en € higado, € pescado, las aimgjas, la

carne, lalechey los productos | acteos.

L as estructuras de las dos vitaminas que vamos a utilizar en este trabgjo seilustran en la
Figura 1. La vitamina B; se caracteriza por tener un grupo azufre (” S”) mientras que la
vitamina B, presenta un grupo cianuro (“CN”) [4]. Ambos grupos tienen una gran
afinidad por € oro y es, por tanto, de esperar, que interaccionen con las AuNps y/o los
GSH-AUNCs.

OH

3= S'dcaniaceresil, Me, OH, Ok

Figural. Estructuras de las vitaminas B; y Biz,



Se sabe que la vitamina B; facilita la conversiéon de los carbohidratos en glucosa, un
combustible importante a nivel celular. La deficiencia de esta vitamina causa €
sindrome de Korssakoffs, la enfermedad de beriberi y afecta al sistema nervioso
periférico y a cardiovascular [1]. Asimismo, la vitamina B, actda en el metabolismo
proteico, en la formacién de eritrocitos y en € mantenimiento del sistema nervioso
central.

En vista de las funciones tan importantes que desempefian estas vitaminas en €
organismo, es necesario desarrollar un método analitico que permita determinar la
cantidad de estas vitaminas en |os alimentos.

Los métodos que se han utilizado tradicionalmente para llevar a cabo tal determinacion
son, fundamentalmente, la espectrofotometria derivada [5] y la cromatografia de ata
eficacia (HPLC) [6], siendo €l més usado este ultimo.

En este trabajo se propone utilizar nanoparticulas de oro (AuNps) y clusteres de oro
funcionalizados con glutation (GSH-AUNCs), como nuevos materidles, para la
realizacion de la determinacion analitica. A continuacion describiremos brevemente e
estado actual de lainvestigacion en este campo.

52 SITUACION ACTUAL DE LA METODOLOGIA A EMPLEAR

Hoy en dia, las AuNps han encontrado aplicaciones importantes en e ambito de la
biomedicina, en la preservacién del medio ambiente y asi como en procesos de la
industria alimentaria. Ejemplos representativos de tales aplicaciones son |os siguientes:

1) Biomedicina y biologia: Tratamiento del cancer, biosensores de proteinas y acidos
nucleicos, liberacién contralada de medicamentos, inmunoensayos, determinacion de la

concentracion de glucosa y deteccion de microorganismos[7], entre otros.

2) Medio ambiente: Purificacion de aguas y deteccion de contaminantes, como por

gjemplo pesticidas [8].



3) Industria aimentariaz Deteccion de nutrientes, marcadores, agentes microbianos
(como por gemplo Salmonella [9] y Escherichia Coli [10]) y productos medicinales.
Una aplicacién muy importante ha sido €l uso de las nanoparticul as de oro para detectar
la presencia de melanina en leche cruda. También se han utilizado nanoparticulas de oro
para determinar la concentracion de colesterol [11] y para aumentar € efecto

antioxidante de lavitamina C [12].

Respecto a los clusteres de oro (AuNCs), estos se caracterizan por presentar
propiedades Opticas importantes para € desarrollo de méodos analiticos
espectroscopicos asi como otras propiedades fisico-quimicas, como por gemplo la
fotoluminiscencia, la actividad catalitica o € potencial redox [13]. Gracias a estas
propiedades, 10s clUsteres tienen muchas aplicaciones en el &mbito cientifico, como por
giemplo en bio-deteccion, bio-imagen, tratamiento de tumores, catdlisis y fotocatalisis,
celdas solaresy foto-receptores[13, 14, 15].

En los Ultimos afios se han publicado excelentes revisiones sobre el empleo de

nanomateriales en el campo agro-alimentario [16, 17, 18].

5.3 OBJETIVOS DE ESTE TRABAJO

» Sintesis de nanoparticulas de oro mediante € uso de citrato y vegetales (hojas de

té) como agentes reductores.

» Caracterizacion fisico-quimica de las nanoparticul as de oro obtenidas.

» Sintesisy caracterizacion de clUsteres de oro funcionalizados con glutation.

» Estudio de lainfluencia del pH en las propiedades Opticas de las vitaminas B1y
B;|_2.

» Estudio fisico-quimico y analitico de la interaccion de las AuNps y los GSH-

AUNCs conlasvitaminas B,y Bi».

» Determinacion de vitaminas B1y B, en muestras reales.



6 CONSIDERACIONESTEORICAS

6.1 NANOPARTICULAS

6.1.1 Concepto

L as nanoparticul as son particulas que se caracterizan por presentar un diametro inferior
a 100 nm. Gracias a este pequefio tamaro, estos nanomateriales poseen propiedades

diferentes alas del material macroscopico.

Las AuNps, a diferencia del oro macroscopico, presentan las siguientes propiedades
[19]:

Propiedades Opticas Unicas: Las AuNps presentan una coloracion particular
gracias a los llamados plasmones superficiales de resonancia (SPR),
oscilaciones de los electrones 6s de la banda de conduccién de los aomos de
oro. Los SPR se producen cuando estos electrones son excitados por un haz de
luz cuya longitud de onda (A) coincide con €l didmetro de la particula. Estas
propiedades Opticas dependen de la forma y tamafio de las nanoparticulas,
presentando diferentes colores en disolucién acuosa (marrén, naranja, rojo, azul,
morado) a medida que e diametro aumenta de 1 a 100 nm. En general, muestran
una Unica banda de absorcion en la region del visible del espectro
electromagnético, entre 500 y 550 nm. Este fendmeno viene influenciado no
solo por & tamafio, sino también por e medio en € que se encuentren asi como
a la presencia de otras especies quimicas en su entorno. Este Ultimo aspecto es
muy interesante ya que influye decisivamente en sus aplicaciones, por gemplo,
para la deteccion de sustancias a muy baja concentracion, pues estas alteran €l

ambiente dieléctrico local de las nanoparticulas (chemical sensing).

Biocompatibilidad y baja citotoxicidad: Las AuNPs sin funcionalizar
presentan una baja citotoxicidad y una buena compatibilidad biologica. Gracias
a elo, se pueden llevar a cabo métodos diagnosticos y terapias in vivo sin un
elevado riesgo de que la particula cause problemas al organismo [20].



Tamafno y forma variable: Segin € método empleado para sintetizar las
AUNPs, se puede obtener una amplia variedad de nanoparticulas con tamafios y
formas diferentes. Las propiedades dpticas y funcionaes varian en funcién de su

tamano y forma. En la Figura 2 puede apreciarse las distintas formas y tamarios

gue existen segun la bibliografia existente [21].

Figura2. Formas y tamafios de las AuNps vistas en el microscopio el ectronico de
transmision (TEM) [21].

Facil sintesis. La sintesis es relativamente sencilla y puede hacerse para
tamafios comprendidos entre 1 y 150 nm. Una de las primeras sintesis, que en la
actualidad sigue teniendo vigencia, fue desarrollada en 1951 por Turkevich y
colaboradores [22]. En ella € tetracloroaurato de hidrogeno (HAUCI,) se reduce
en agua a ebullicion por accion del &cido citrico para dar lugar a nanoparticulas
esféricas de 20 nm de diametro. La funcion del citrato es doble puesto que actia

como agente reductor y estabilizante.

Funcionalizacion sencilla: La funcionalizacion consiste en modificar la
superficie de la nanoparticula con determinados ligandos para que ésta adquiera
una funcion especifica. Los d&omos de oro presentes en la superficie de las
AUNPs pueden retener otras moléculas mediante interacciones no covalentes o
enlaces covalentes (gracias a los orbitales hibridos 5d-6s formados por los
atomos de oro superficiales). Asi, el enlace covalente “oro-azufre” es uno de los

maés estables que se conoce en este tipo de nanoparticulas [23].



6.1.2 Historia

L as propiedades Opticas de los nanomateriales fueron ya utilizados en e siglo IV A.C.
por los romanos en la denominada “Copa de Lycurgus”, aunque se desconocia que estos
fendmenos eran producidos por las nanoparticulas. No fue hasta mediados del siglo
X1X, cuando se descubrio la causa de estos efectos Opticos gracias a trabajo de Michael
Faraday, quién confirmo que los cambios de color detectados eran debidos alas AuNps

y que, dependiendo de su tamario, se observaba un color u otro.

Con este hallazgo fue posible desarrollar tecnologias para estudiar y determinar las
propiedades morfolégicas, fisicas y quimicas de las AuNps [24]. Todos los
acontecimientos relacionados con e descubrimiento y uso de las nanoparticulas se

resumen en laTablal [24].

Tabla 1. Orden cronol 6gico de los eventos relacionados con las AUNps [24].

Autores Logros
Slg‘l %IV Romanos Copa de Lycurgus
Siglo XVII Ac\:ndr_e% “Morado de Cassius” paralatincion del cristal.
assius
1857 Faraday Evaluacion del cambio de color de las AUNPs
1902 Zsigmondy Invencion del ultra-microscopio
. Teoriade Mie: Explicacion de lainteraccion de las
1908 Mie . . »
nanoparticul as con la radiacion el ectromagnética.
1951-1973 | e Sintesis de AUNPS
Turkevich
Las NPs son mencionadas en unalecturaen laque dijo;
1960 Feynman “Hay mucho espacio en € fondo”, refiriéndose ala
nanoescal a.
1971 Faulk y Primer uso en tincion inmunoguimica
Taylor




6.1.3 Preparacion y estabilizacion de nanoparticulas
6.1.3.1 Preparacion

La preparacion de las nanoparticulas consta de tres pasos. sintesis, purificacion y

caracterizacion.

Sintesis. De forma general, se puede simplificar diciendo que hay dos formas
principales para sintetizar |as nanoparticulas de oro: € método de abajo a arriba

(“bottom-up”) y € método de arriba abajo (“top-down”).

El método de abajo a arriba se basa en la creacién de nanoparticulas a partir de
moléculas o aomos, mientras que e método de arriba a abgjo las nanoparticulas se
construyen a partir de entidades mayores (Figura 3). La técnica mas utilizada en la
préctica es la de abagjo a arriba, por 1o que en este apartado nos centraremos en los
métodos que se basan en dichatécnica.

< ) D arribia hacia abajo l

Atomos Nanoparticulas Material macroscopico

N

V

De abajo hacia arriba

Figura 3. Representacion de las técnicas de sintesis de nanoparticul as de oro top-down y
bottom-up.

Los métodos bottom-up pueden ser quimicos, fisicos y biolégicos. Los métodos
guimicos se caracterizan por constar de dos pasos. 1) Reduccion usando agentes
reductores quimicos como borohidruros, aminoboranos y formaldehido y 2)
Estabilizacién con moléculas como citrato o ligandos tiolados. Estos métodos [25] han



sido muy Utiles para la sintesis de nanoparticulas, pero tienen € inconveniente de que
implican € uso de reactivos y estabilizadores toxicos, o que los hace inadecuados para
aplicaciones bioldgicas. Dentro de este grupo de métodos esta € ya mencionado
método de Turkevich, que consiste en utilizar citrato como agente reductor del Au®** a
AW’ (empleando como material de partida la sl HAuCl4.3H,0), que a la vez actlia

como estabilizante de la disolucién coloidal.

Entre los métodos fisicos utilizan, en general, como material de partida la sa de oro
HAuUCI,4.3H,0 y llevan a cabo la reduccion por diferentes vias. reduccion fotoquima por
irradiacion UV en presencia de glicina como estabilizador de las nanoparticulas [26],
radiacion de microondas en presencia de citrato y un detergente [27]. En otros casos,
como por gjemplo, por ablacion laser de una lamina de oro metdlico en unadisolucion

de un detergente anionico se consiguen sintetizar AUNps de 8 nm de diametro [28].

Finalmente, en los métodos bioldgicos, también denominados como sintesis verde, se
utilizan agentes reductores baratos, faciles y ecol6gicos como por g emplo aminoacidos,
aminas aromaticas, glicerol, acidos fendlicos y vegetales como € té[29]. En laTabla 2
se recogen algunos de los métodos mas utilizados para la sintesis de AuNps, tanto en

medio acuoso como en medio organico [30].

Tabla 2. Métodos de sintesis de AuNpsy ligandos superficial es empleados.

T?rr?rﬁ?o Método de sintesis Ligando superficia

1-2 Reduccion de HAUCI, por NaBH, en tolueno Fosfina

1-5 Reduccion de HAUCI, por NaBH, en tolueno Alcanotiol

3-5 Reduccion de HAUCI, por NaBH,4 en tolueno Bromu;?n%i;[gtraoctll
10-150 Reduccion de HAUCI, por citrato en agua Citrato
50-200 | Reduccion de HAUCI, por hidroquinona en agua Citrato




Purificacion: Tras sintetizar las AUNPS, es necesario purificarlas para eliminar
todos agquellos componentes que puedan interferir en las medidas y/o que no
hayan reaccionado. Algunos métodos de purificacion que pueden utilizarse son
la centrifugacion, el intercambio ionico, la extraccion con disolventes, ladidisis
y ladiafiltracion [31].

Caracterizacion: Una vez realizada la purificacion, las nanoparticulas de oro
pueden ser caracterizadas mediante técnicas microscopicas (como microscopia
electronica de barrido o SEM 'y  microscopia eectronica de transmision o
TEM), Plasma de induccidon acoplado-espectrometria de masas (ICP-MS),
espectroscopia Visible-Ultravioleta (UV-Vis), dispersion dinamica de luz
(Dynamic Light Scattering o DLS), electroforesis en gel y test bio-funcional
[32].

6.1.3.2 Estabilizacion

Es importante que las nanoparticulas en suspension no se agreguen, ya que €lo
conduciria a la desestabilizaciéon de la suspension y dificultaria la deteccion de los
analitos. En la practica, la carga cero superficia de las AuNps favorece la agregacion a
través de fuerzas atractivas de Van der Waals. Para evitar este problema, las
disoluciones de oro pueden estabilizarse con la introduccion de moléculas que
funcionalicen adecuadamente la superficie AuNps, ya sea a través de interacciones
covaentes o electrostéticas. Como moléculas funcionalizadoras pueden utilizarse acidos

nucleicos, enzimas, receptores, lectinas, anticuerpos o superantigenos [24].

Existen dos tipos de funcionalizacion: electrostéticay estérica [24]. Lafuncionalizacion
electrostética tiene lugar mediante e empleo de reactivos que lleven carga como son
grupos citrato, polielectrolitos, grupos carboxilo. Esto confiere una carga superficia
similar a cada particula (Figura 4A) lo que impide, por repulsiones electrostéticas, la
agregacion. La presencia de contraiones en el medio da lugar a la formacion de una
doble capa eléctrica que estabiliza la disolucién coloidal frente a las fuerzas atractivas
de Van der Waals y cuyo espesor viene gobernado por la fuerzaionica del medio. Es
por elo, por lo que este tipo de estabilizacidn/funcionalizacion e ectrostatica es muy

sensible ala concentracion idnica de la disolucion.
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En e caso de la funcionalizacion/estabilizacion estérica (Figura 4B) los ligandos,
adsorbidos o unidos ala superficie de las nanoparticul as, forman una barrera fisica que,
por impedimentos estéricos, evita la agregacion de las mismas. A diferencia de la
estabilizacion electrostatica, que estd determinada por la concentracion idnica, la
estabilizacion estérica depende Unicamente del peso molecular y del grado de

funcionalizacion superficial.

Es posible aun otra posible via de funcionalizacién/estabilizacion: cuando se utilizan
biomoléculas voluminosas (p.e. proteinas, péptidos, acidos nucleicos) que poseen
numerosas cargas para la funcionalizacion, tienen lugar ambos tipos de mecanismos,

electrostético y estérico, 10 que se conoce como efecto electrostérico (Figura4cC).

Hay diferentes tipos de moléculas que pueden ser utilizados como estabilizadores, por
gemplo, antibidticos, péptidos, acidos nucleicos y proteinas que estén atamente

cargadas y tengan propiedades poliméricas.
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Figura4. Esquema de los diferentes procesos de estabilizacion de nanoparticulas
coloidales: A) electrostatica. B) estérica, y C) mecanismo el ectrostérico.
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6.1.4 Colorimetria

Las AuNps han sido utilizadas desde e Ultimo siglo para e estudio del fluido
cerebroespinal mediante la denominada “reaccién Lange”, una reaccion del oro que
permite detectar si hay alguna infeccion en e sistema nervioso central. En e caso de
gue exista una patologia, la disolucién coloidal de oro cambia de color. Esta hasido la
primera aplicacion en la que se han utilizado AuNps para la deteccion colorimétrica

(biosensing).

La deteccion colorimétrica de las AuNps es posible gracias a fendmeno del plasmon
superficial de resonancia (SPR) [24], ya comentado en el apartado 7.1.1. Debido a este
fendmeno, la agregacion de las nanoparticulas puede dar lugar a cambios de color

dependiendo del tamario de las mismas, variando desde rosa hasta azul .

En la Figura 5 puede verse como € proceso de agregacion de las AuNps, esta
caracterizada por un descenso del pico del plasmén a 520 nm (tipica de las AuNps
esféricas) y la aparicion de un nuevo pico entre 600 y 700 nm, con cambios graduales
de color de la disolucién desde rojo a morado o azul dependiendo del grado de

agregacion [24].

AuNpsdispersas

AuNpsagregadas

Absorbancia

200 500 600 700 800

Longitud de onda, nm

Figura5. Influencia de la agregacion de AuNps en las caracteristicas espectrales de la

suspension.
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Unavez estabilizada la suspension de AuNps, ésta se puede utilizar en ensayos
colorimétricos gracias ala modificacion de la estabilidad de la suspension por adicién
del analito, con el resultado de un cambio de color. El mecanismo general de esta
interaccion puede ser debido ala agregacion por un entrecruzamiento mediatizado por
el analito (Figura 6A), por desplazamiento del ligando estabilizador o por cambios en la

morfologia superficial de las AuNps debidos a una reaccion quimica[24].

También es posible utilizar el proceso de dispersién de las AuNps en ensayos
colorimétricos. En este caso, y en ausencia de analito, la agregacion de las AuNps por
entrecruzamiento provoca un cambio de color de rojo a azul. Sin embargo, cuando
existe una pequefia cantidad de analito en el medio, las nanoparticulas se dispersan, por
rotura de los enlaces interparticulas, dando lugar a un cambio de color de azul a rojo
(Figura6B).

.ml[ﬂps

& Analito

Y Ligendofuncional )§4 )'i'( *i'(
ii ii ii @ L

.
i B} Mspersién mducida por el analito
e 0@ + & )EQ:@‘@
eee G

Figura6. A) Agregacion delas AuNps através de lainteraccion con € analito, con €l

Al Aprepacion inducidapor el analito

resultado de un cambio de color; B) Dispersion de nanoparticul as por rotura del
entrecruzamiento y cambio de color. Esta figura ha sido extraida del estudio de
Priyadarshini [33].

Interesantes revisiones sobre el empleo de las AuNps en la determinacion colorimétrica
de analitos de interés clinico, medioambiental, toxicol 6gico, alimentario, etc, se pueden

encontrar en recientes revisiones bibliogréficas [ 33, 34, 35, 36].
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6.2 CLUSTERESDE ORO

6.2.1 Concepto

El quimico Frank Albert Cotton [37] empled el término “clUster” para denominar
compuestos con enlaces metal-metal, con un nimero de d&omos suficiente como para

definir una estructura poliédrica en tres dimensiones y con un tamafio menor de 5 nm.

Dentro de los clusteres se pueden considerar: @) clusteres grandes, de entre 20 y 100
atomos, y b) pequefios, de entre 2 y 20 a&omos. Los primeros suelen tener una capa
protectora de ligandos estabilizadores como fosfinas, tioles, proteinas, ADN,
dendrimeros y polimeros. Por e contrario, los segundos no necesitan poseer ligandos
para ser estables y todos los &omos que componen € cluster se hallan en su superficie.
Ambos tipos de clusteres muestran niveles de energia discretos y un salto de banda

inversamente proporcional al tamafio del cluster.

Un aspecto importante de los AUNCs es la posibilidad de determinar sus estructuras
geométricas y, por ello, se puede obtener e grado de correlacion entre las estructuras y
las propiedades fisicas de estos clusteres. Ademéas, se ha comprobado que los AuNCs
tienen una alta estabilidad tanto en estado solido como en e medio liquido [38].

Debido a fuerte confinamiento cuantico de los electrones libres en los clusters, la
densidad continua de estados tipica de los metales se distorsiona en niveles discretos de
energia. Esto supone que las propiedades dpticas y otras propiedades fisico-quimicas
sean dependientes del tamafio y laforma. Los clusters de oro tiene una elevada relacion
superficie:volumen, los que los hace susceptibles de ser modificados superficiamente.
Esto ha dado lugar a un gran abanico de aplicaciones de los mismos en campos tan
variados como la biodeteccion, biosensores, marcagje biologico, bioimagen, andisis

espectrosquimico, etc. [14].

14



6.2.2 Estructuradelos clUsters

Los cllsteres de oro compactos se construyen por € empaguetamiento sucesivo de
capas de atomos alrededor de un aomo de oro [39], de acuerdo a un empaguetamiento
cubico compacto (cubic close-packed, ccp) o de un empaguetamiento hexagonal
compacto (hexagonal close-packed, hcp). En esta distribucion, un aomo central esta4
rodeado de una 0 méas capas empaquetadas compactas, como se puede observar en la
Figura7.
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Figura 7. Clusteres de oro de diferente formay tamafio. Los subindices indican €
nimero de &omos. Obsérvese que hay cllsteres con € mismo nimero de atomos pero
diferente forma (Au55: icosaedro y cubo-octaedro, Au 146: octaedro y decaedro, Au

147: icosaedro y cubo-octaedro) [40].

El nimero de &omos que componen |os clusters determina su estabilidad y se conocen
como “numeros magicos estructurales”. En la Tabla se muestran algunos de estos
nimeros. a medida que € tamafio del cluster se reduce, € porcentaje de aomos
superficiales aumenta, o que supone una mayor importancia de los procesos

superficiales (superficie del clUster mas activa).
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Tabla 3. Numero total de atomos, de atomos superficiales y porcentaje de &omos
superficiales para clUsteres metdlicos con diferentes tamarios, de acuerdo alateoria de
capa completa[41].

N° de capas que N° de

. Diametro  NC°total de | % de aomos

rodean al &omo . aomos en -
(nm) aomos - superficiales

central superficie

1 0,864 13 12 92

2 1,440 55 42 76

3 2,016 147 92 63

4 2,592 309 162 52

5 3,168 561 252 45

6 3,744 923 362 39

7 4,320 1415 492 35

6.2.3 Estructura delos clusteres funcionalizados

La mayoria de los AuNCs utilizados en los ensayos analiticos poseen la denominada
estructura “coretshell “(nucleo- superficie) (Figura 8) [42], en la que € nucleo del
cluster contiene los atomos metalicos de oro y en la que la superficie esta constituida
por un numero determinado de ligandos, como por gemplo los tiolatos (SR), los
selenolatos, los halogenuros (Hal) y las fosfinas (PR). Los clusteres que contienen los
ligandos mencionados pueden describirse con la formula [LsAUXm]%, donde q es la
carga del cluster, X es un ligando electronegativo (como € SR o0 el Ha); y L esun
ligando que se une débilmente a nucleo.
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Figura 8. Estructura general de cluster de oro funcionalizado ([LsAunXm]q), donde se
representa el nuicleo con los &omos de oro, y la cascara con los aomos de oro y |os dos
tiposde ligandos: X y L [42].

6.24 Métodos de sintesisy caracterizacion

En la dltima década, se han publicado numerosas estrategias para la preparacion de
nanoclUsteres de oro estables, solubles en agua, atamente fluorescentes y/o

biocompatibles. Algunas de dichas vias son las siguientes:

-Decapado [13]: a partir de nanoparticulas de oro més grandes se obtienen clUsteres
mediante e uso de compuestos tiolados como e é&cido mercaptopropionico. El
decapado constituye una técnica top-down y ofrece la ventaja de obtener clisteres de
oro muy pequefios y estables, siendo la via de sintesis mas utilizada.

-Reduccion quimica [42]: esta es una técnica bottomrup y se basa en la reduccion

quimica de Au®*" en presencia de un ligando, como la seroalbimina bovina (BSA),
glutation o mediante fotorreduccion en presencia de polimeros tridentados de tipo tio-
éter. Algunas proteinas pueden actuar como agente reductor y agente de recubrimiento,

por lo que, en este caso, No se necesita ningun reductor adicional.
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-Tamizado [43]: esta técnica consiste en la seleccion por tamafios mediante un control
cinético apropiado de la reaccion de reducciéon de un precursor (p.e. Au(l)-SR) con
NaBH, lo que permite obtener clUsteres de oro de baja polidispersion. En este método €
control cinético de la reaccion de reduccion es clave. Los clusteres obtenidos se someten
a condiciones extremas, por gjemplo, 80-90°C en presencia de un exceso de tiol, bao

las cuales los clUsteres inestables se descomponen o se convierten en otros mas estables.

En la Figura 9. se muestra un esquema de dicho proceso. Esta técnica permite obtener

clUsteres de oro con un control preciso de tamafio.

-Intercambio de ligandos [13]: se ha descrito la conversion de clusteres ya preparados

en otros de mayor tamario por intercambio de ligandos tiolados (p.e. Aull a Au25 y
Au55 a Au7b).

Au“{SR}m Aun{sn}m AUH{SR]M
Clusters de n=20-30 n=35-45 n= 140-150

partida

9

Tratamiento

drastico para —
control de tamafio {/E

9

n= 25 n= 38 n= 144

Figura 9. Esquema simplificado de sintesis de clUsteres de oro empleando la técnica de

tamizado (size-focusing). Adaptado de [43]
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En general, existen varios parametros experimentales que tienen una influencia
importante en la obtencion de clUsteres de dta calidad, como € caracter fuerte o débil
delainteraccion entre € ligando y los iones metdlicos, las condiciones de reduccién y el

tiempo de maduracion.

Para tener control sobre e tamafio, la estructura, €l estado de oxidacion y las
propiedades superficiales de los clUsteres, es preciso tener en cuenta € tipo y la
concentracion de los ligandos, la concentracion de la sal de oro, € tipo y la
concentracion de los agentes reductores, € pH de la disolucion, la temperatura y €

tiempo de reaccion.

6.2.5 Fotoluminiscencia

A diferencia de las AuNps, los AuNCs no presentan la banda de plasmén superficial
debido a que, como se sefid 6 anteriormente, la estructura en bandas se rompe en niveles
de energia discretos debido al fuerte confinamiento cuantico de los electrones en los

clUsters.

Sin embargo, los AuNCs, a diferencia de las AuNps, poseen fotoluminiscencia en la
zona del UV/VIigNIR, siendo su rendimiento cuantico muy variado (depende del

tamano y de la naturaleza de la funcionalizacion superficia).

Se ha observado en la préactica que los clusteres con un nimero pequefio de &omos
emiten a una longitud de onda mayor y con un menor rendimiento cuantico que los
clUsteres mas grandes. El mayor espaciado entre los orbitales HOMO y LUMO a
medida que € tamafio del cluster disminuye se ha aducido como responsable de este

fendmeno [44].

El tamafio de los clusteres suele oscilar entre 0.3 y 3 nm, y en ese intervalo €l cllster
posee un tamafio comparable a la longitud de onda de Fermi de un electrén. Asimismo,
la fotoluminiscencia del cluster tiene su origen en los estados el ectrénicos discretos, y

no en las bandas como en & caso de las hanoparticulas [44].

19



Muchos autores han propuesto mecanismos para intentar explicar € origen de la
fotoluminiscencia en estos nanomateriales. Por g emplo, segin Huang y Murray [45], la
fotoluminiscencia es causada por las transiciones electronicas interbanda, entre la
banda-d y la banda sp de conduccién a través del salto enérgetico HOMO-LUMO
(Figura 10 [44]).

Ademés del tamario, los ligandos también son responsables de la fotoluminiscencia de
los clUsteres. Para el equipo de Huang, la fotoluminiscencia es el resultado de procesos
de transferencia de energia ligando-metal e interacciones ligando-metal-metal
(LMMTC). Cuando la capacidad de estos ligandos para donar electrones aumenta, la

fluorescenciatambién se incrementa[14].

Bandad Excitacidn

LUMO
Transicidn
) interbanda
Banda sp 1,15aV
_
—
Transicion
interbanda
_ LS5 eV
I
—
S

Figura 10. Diagrama del origen de las dos bandas de luminiscencia de clUsteres Au28
segun €l modelo del estado sdlido. La banda de alta energia se considera debida a una
recombinacién radiacional interbanda (banda-d/banda-sp) y la banda de baja energia a
transiciones radiacionales intrabanda (banda-sp) a través ddl salto energético HOMO-
LUMO. Adaptadade[44].

En los ultimos afios, los AUNCs han despertado gran interés en el campo cientifico
debido a sus inéditas propiedades electrénicas, dpticas y quimicas. Son nanomateriales
“a la carta” puesto que estas propiedades pueden ser moduladas en funcién de su

tamano, la naturaleza del ligando y €l medio en & que se encuentren. Algunos de los



ligandos que pueden utilizarse para la sintesis de los AuNCs son € glutation, la
seroalbumina bovina, la D-penicilamina, & N, N-dimetilformamida, € &cido
mercaptoundecanoico (II-MUA), € polietilenglicol (PEG), los dendrimeros de
poliamidoamina (PAMAM), la L-3,4-dihidroxifenilalanina (L-DOPA) y € ADN [14].

Ademés, presentan una emision de fluorescencia con elevado rendimientos cuéntico,
tiempo de vida de fluorescencia largo, gran desplazamiento de Stokes, elevada foto-
estabilidad, relacion superficie-volumen elevada, bajatoxicidad y bio-compatibilidad.

Estas propiedades han dado lugar a un incremento notable del nimero de trabgjos
dedicados a sus posibles aplicaciones, entre las que se encuentran la bio-imagen, la
liberacion de farmacos, |a terapia fototérmica, el diagnéstico clinico, la catdlisis, los
biosensores, la optoelectronica asi como en la deteccidon de nutrientes bio-activos y

contaminantes en alimentos [46, 47].

6.3 ANTECEDENTES BIBLIOGRAFICOS

Como ya se ha explicado en e apartado 6.3, € objetivo principal de este trabajo es
desarrollar métodos Opticos mediatizados por nanoparticulas de oro, AuNpsy AuNCs,
para la determinacion de las vitaminas By B1,. Salvo error u omision, larevision de la
bibliografia ha demostrado que sélo se han publicado recientemente un par de trabgjos
en e gue se emplean nanoparticulas de oro funcionalizadas con sacarosa [1] y con un
mercapto-pirimidin compuesto [48] para la determinacion de vitamina B;. Para la
determinacion de vitamina B, Unicamente hemos podido constatar la existencia de
otros dos trabajos, uno en el que se utilizaron AUNCs funcionalizados con abumina de
suero bovino [49] y otro un sistema microfluidico basado en lareaccion del luminol y e
nitrato de plata en presencia de nanoparticulas de oro [50]. Por tanto, esta claro que este
€S un campo préacticamente sin explorar, lo que nos ha llevado a plantear € presente

proyecto.
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7 METODOLOGIA EXPERIMENTAL

7.1 SINTESIS, PURIFICACION Y CARACTERIZACION DE
NANOPARTICULAS DE ORO

7.1.1 Sintesis

L as nanoparticulas de oro (AuNps) han sido obtenidas utilizando € conocido método de

Turkevich y lasintesis verde.

En el método de Turkevich, e Au® del &cido tetracloroatirico trihidrato (HAUCI, 3H,0)
es reducido a oro elemental usando citrato de sodio como agente reductor. Se sigui6 €
protocolo descrito en la bibliografia [51], con pequefias modificaciones. Como primer
paso, se prepararon 100 mL de una disolucion de oro (HAUCI, 3H,0) a 0,005% vy se
llevaron a 130°C en una placa calefactora, con agitacion a 300 rpm. Tras 15 min de
calefaccion, se afladieron 5mL de una disolucion de citrato a 1% y se mantuvo la
reaccion durante 20 minutos, observandose un cambio notable de coloracion del
amarillo palido a rojo. Finamente, la solucién se dgj6 a temperatura ambiente durante

1 diaantes del post-tratamiento.

A diferencia del método anterior, la sintesis verde consistié en reducir el Au ** del 4cido
tetracloroadrico (HAuCl, 3H,0) a oro elementa utilizando extractos de plantas como
agentes reductores. En este proyecto se utilizaron hojas de té negro (Twinnings) como
agentes reductores, de acuerdo a protocolo descrito por Nune [52], con pequeiias
modificaciones. Brevemente, se prepar6 una disolucion de té afiadiendo 1,7 g de hojas
en 100 mL de agua destilada. Esta mezcla se calentd a 25°C durante 15 minutos en la
placa calefactora, tras lo cual se afiadieron 1,7 mL de una disolucion de oro (HAuUCl,
3H,0) 0,1M. Tras dgjar reaccionar durante 20 minutos, se obtuvo una disolucion de

color purpura que se filtré para eliminar los restos de té no solubilizados.
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7.1.2 Purificacion

Las disoluciones obtenidas de AuNps se dializaron empleando membranas de didlisis
previamente hidratadas frente a agua, con €l objeto de eliminar restos de reactivos. El
agua se reemplazé periédicamente y tras 72 h de didlisis las disoluciones de AuNps se

guardaron al abrigo delaluz.

7.1.3 Caracterizacion

Una vez purificadas las AuNps, se llevo a cabo la caracterizacion de las mismas para
determinar su tamafio y concentracion en la disolucion. El tamario se obtuvo a través de
las imagenes TEM: se tomaron varias imagenes TEM y con ayuda del programa
informatico “Image J” se calculd el diametro medio de las AuNps. Por otra parte, se
registraron los espectros de absorcion UV-Vis en € intervalo de 200 a 800 nm con €l
objeto de localizar la banda SPR. El coeficiente de extincion molar (€) de la disolucion
se calcul6 con la Ecuacion 1 [53], en laque k y a son constantes cuyo valor es 3,3211

y 10,8, respectivamentey D es & diametro de la nanoparticula en cm:

InE=k xnD +a Ecuacion 1

Unavez obtenido €l valor del coeficiente de extincion molar y registrada la absorbancia
a la longitud de onda de méxima absorcion, se obtuvo la concentracion molar de las

disoluciones de AuNps, empleando una ecuacion andloga ala de Lambert-Beer:

A=Ex e xl Ecuacion 2
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7.2 SINTESIS, PURIFICACION Y CARACTERIZACION DE CLUSTERES DE
ORO

7.2.1 Sintesisy purificacion

En este trabajo hemos abordado la sintesis clUsteres de oro empleando glutation, €l cual
juega un doble papel de reductor y ligando (GSH-AUNCSs). La sintesis de estos clUsteres
se ha realizado de acuerdo con e procedimiento desarrollado en este laboratorio y
descrito en la Tesis Doctoral de M.A. Escudero [44]. Se prepararon 30 mL de una
disolucién de oro (HAUCI, 3H,0) 2,5 mM y se calentaron a 32°C, con agitacion a 300
rpm. A continuacién, se afladieron 30 mL de una disolucién de L-glutation (GSH) 2,5
mM, dejando la mezcla reaccionar durante 36 horas, aproximadamente. Transcurrido
este tiempo, se afadieron nuevamente 30 mL de la disolucion de glutation y se dgjo
reaccionar durante otras 6 horas. Finamente, la disolucion de los clusteres se purificd

usando un filtro de jeringa de 0,45 um con membrana de difluoruro de polivinilideno.

7.2.2 Caracterizacion

Los GSH-AUNCs se han caracterizado empleando espectrofotometria UV-Vis y
Espectrofluorimetria, registrando los correspondientes espectros de absorcion,
excitacion y emision. No se han podido obtener las imégenes TEM de estos GSH-
AUNCSs debido estar fuerade servicio € equipo HR-TEM.

7.3 CARACTERISTICAS ESPECTRALES DE LAS VITAMINAS B; Y B2 E
INFLUENCIA DEL pH.

Con objeto de estudiar las caracteristicas Opticas de las vitaminas, se registraron sus
espectros de absorcion UV-Vis en € intervalo comprendido entre 200 y 800 nm. Para
ello, se prepard una disolucion patrén de vitamina B; de 15 pg/mL y otra de vitamina
B, de30 pg/mL. Paraestudiar €l efecto del pH en las caracteristicas espectrales de las
vitaminas se prepararon 7 disoluciones en matraces de 10 mL (contiendo cada uno 15

pHg/mL de vitamina B; 0 30 pg/mL de vitamina B1,) empleando diferentes reguladoras
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en € intervalo comprendido entre 3,5-7: 3,5, 4,6, 4,9, 5,6, 5,9, 6,9y 7,7. Los pHs desde
3,47 hasta 5,48 se consiguieron usando reguladora acetato 0,1 M (&cido acético/ acetato
de sodio), mientras que € resto de pHs se establecieron utilizando reguladora fosfato
0,1 M (dihidrogenofosfato de sodio/ hidrogenofosfato de disodio). Tras 10 minutos de

reposo, se registraron los espectros de | as disoluciones entre 200 y 800 nm.

7.4 [ESTUDIO DE LA INTERACCION DE LAS NANOPARTICULAS DE ORO
CON LASVITAMINAS

El estudio de la interaccion de las AuNPs con las vitaminas B; y B, se abordd
preparando 7 disoluciones para cada tipo de vitamina empleando concentraciones
crecientes de nanoparticulas y manteniendo constante la concentracion de vitamina (15
png/mL). Para el caso de la vitamina B, estas disoluciones se hicieron en matraces de 5
mL afadiendo 0,25 mL de vitamina y volimenes variables de nanoparticulas (0, 0,5, 1,
1,5, 2, 2,5y 3 mL de una disolucién de AuNps de 1,845x10™"° M). Asimismo, se enrasd
hasta volumen final con reguladora de fosfato de pH 6,9. Parala vitamina By, se
operd de la misma forma utilizando matraces de 10 mL llevando a volumen final con
reguladora fosfato de pH 5,9.

Todas estas disoluciones se dgjaron a temperatura ambiente durante un tiempo de 20
minutos para asegurar la interaccion entre las AuNps y las vitaminas, tras lo cua se

registraron |os espectros en € intervalo de longitud de 200- 800 nm.

7.5 ESTUDIO DE LA INTERACCION DE LOS CLUSTERES DE ORO CON LAS
VITAMINAS

Para abordar este estudio es importante elegir una reguladora adecuada ya que € pH
puede influir en las caracteristicas espectrales no solo de las vitaminas, sino también de
los GSH-AUNCs . Por €llo, se prepararon disoluciones de GSH-AUNCSs a distintos pHSs:
pH 3,5, 4,6, 4,9, 5,6, 5,9, 6,9 y 7,7. Todas estas disoluciones se hicieron en matraces de
5 mL ahadiendo 0.5 mL de GSH-AUNCs y 2 mL de la correspondiente reguladora,
enrasandose finalmente a 5 mL con agua milli-Q. Para conseguir los cuatro primeros

pHSs se utilizé € reguladora acetato 0,1 M, mientras que los pHs 5,9-7,7 se consiguieron
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con reguladora fosfato 0,1M. Tras 10 minutos a temperatura ambiente, se registraron
los espectros de emision de estas mezclas empleando una longitud de onda de
excitacion de 370 nm y rendijas 10-10.

Una vez evaluado € efecto del pH, se procedio a estudiar la interaccion de los GSH-
AUNCs con las vitaminas B; y B1,. Paraello, se prepararon 6 pares de disoluciones para
cada tipo de vitamina con volumenes crecientes de GSH-AuNCs (0,1, 0,3, 0,5, 0,7, 0,9
y 1,1 mL), en presencia y ausencia de vitamina para poder comprobar € efecto de la
misma sobre la fluorescencia de los GSH-AUNCs.  Todas estas disoluciones se
prepararon en matraces de 5 mL, afladiendo 15 pg/mL de vitamina, 2 mL de tampdn
fosfato 0,1 M pH 5,9 y los volumenes mencionados de GSH-AUNCs. El enrase a
volumen fina se hizo con agua milli-Q. Estas mezclas se dgaron reaccionar a
temperatura ambiente durante 20 minutos y, pasado ese tiempo, se registraron los

espectros de emision excitando a 370 nm con rendijas 20-20.

7.5.1 Lineade calibrado paravitaminaBi,

En matraces de 5 mL se prepararon disoluciones con cantidades constantes de GSH-
AUNCs (1 mL) y volimenes crecientes de vitamina (0, 0,2, 0,4, 0,6, 0,8 y ImL de una
disolucion patron de 300 pg/mL), 2 mL de reguladora fosfato 0.1 M pH 5,9 llevando a
volumen con agua milli-Q. Tras 20 minutos de reaccion, se registraron |os espectros de
fluorescencia de las disoluciones usando una longitud de onda excitacion de 370 nm y
rendijas 20-20. La linea de caibrado se prepard representando la intensidad de

fluorescencia a 614 nm vs concentracion de vitamina B1o.

7.6 DETERMINACION DE VITAMINA B;; EN MUESTRAS REALES

Las muestras que se utilizaron para evaluar la aplicabilidad del método para la vitamina
B12 fueron cépsulas de “Trofalgon”, “Vitamina By, liquida (Marnys)” y el complemento
alimenticio liquido “Optovite B12 1000 pg”. Estas muestras son recomendadas para
combatir todas las enfermedades causadas por |a ausencia de vitamina Bis.
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7.6.1 Cpsulasde Trofalgon

Las cdpsulas de Trofalgon son unos comprimidos constituidos por vitamina By, y
lisozima, un enzima que protege frente alas infecciones. Las indicaciones del fabricante
indican que cada cdpsula contiene 1000 pg de vitamina B,. Para poder determinar la

concentracion de vitamina en esta muestra, se siguieron |os siguientes pasos.

1) Preparacion de tres réplicas de muestra. Para ello, se disolvieron 0,3424, 0,3373 y
0,3334 gramos del contenido de las capsulas en 25 mL de reguladora fosfato 0,1 M pH
59. A continuacion, cada una de las tres réplicas se introdujo en un bafio de
ultrasonidos durante 15 minutos con el objeto de facilitar la disolucion del sdlido. Tras
ese periodo, se filtrd cada disolucion através de un disco de jeringa de 0,45 um

2) Lacuantificacion de la vitamina en cada muestra se llevo a cabo por € método de las
adiciones estandar. Para cada réplica, se prepararon 5 disoluciones conteniendo 1 mL de
disolucion de GSH-AUNCs), 1 mL de la disolucién de muestra obtenida en el paso
anterior, 2 mL de la reguladora fosfato 0,1 M pH 5,9 y volumenes crecientes de patron
devitaminaBi, (0, 0,1, 0,2, 0,3y 0,4 mL de una disolucion de 300 pg/mL). Sellevaron
a volumen final con agua milli-Q, manteniéndolas a temperatura ambiente durante 20
minutos. Se midi6 lafluorescencia de estas disoluciones a 610 nm con una excitacion de
370 nmy con rendijas 20-20. Para cada réplica se representaron graficamente los
datos F-F, (donde F es la fluorescencia de GSH-AUNCs en ausencia de vitaminay F la
fluorescencia de las disoluciones conteniendo muestra + patron de vitamina) de la

frente alaraiz cuadrada de la concentracion.

7.6.2 MarnysVitaminaB12 liquida

Esta muestra se dispensa en frascos de 30 mL e incluye una pipeta para que e paciente
pueda tomar las dosis recomendadas. La concentracion de vitamina indicada en el
envase es de 5 pug/mL. Dado que esta muestra es liquida, no se llevd a cabo ningun pre-
tratamiento previo de lamisma.

Para determinar |a cantidad de vitamina en esta muestra se llevé a cabo también €
método de adiciones estandar. Para €llo, en matraces de 5 mL se afadieron 1mL de
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GSH-AUNCs, 2mL de tampon fosfato 0.1 M pH 5,9, 1 mL de la muestra original,
volumenes crecientes de patrén (0, 0,08, 0,16, 0,25 y 0,33 mL de una disolucién de 30
png/mL de vitamina B12) y agua milli-Q hasta alcanzar un volumen final de 5 mL. Al
igual que en €l caso anterior, tras 20 minutos de reaccion, se midio la fluorescencia de
las disoluciones a 610 nm utilizando una excitacion de 370 nm y rendijas 20-20. Se
representd la relacion Fo-F/F frente a la concentracion de vitamina para la

cuantificacion.

7.6.3 Optovite B12 1000 pg

Optovite B12 es una solucion inyectable que contiene vitamina B, y concentraciones
bajas de cloruro sddico, presentando un color rojizo y transparente. Las soluciones se
encuentran en ampollas de 2 mL y la concentracion indicada en € paguete por ampolla
es de 500 pg/mL.

Dado e alto contenido en vitamina B, de esta muestra, se hicieron dos diluciones
diferentes: 1:2,5y 1.5 con agua milli-Q. Se llevo a cabo la determinacion por adiciones
estandar, para lo cual en matraces de 5 mL se afladieron para e caso de la dilucién
1:2,5: ImL de GSH-AUNCs, 2 mL de reguladorafosfato 0,1 M pH 5.9, 1ImL de muestra
diluiday volumenes crecientes de patrén (0, 0,2, 0,4, 0,6 y 0,8 mL de una disolucion de

300 pg/mL devitamina B1,), enrasando finalmente a5 mL con agua Milli-Q.

Para la muestra diluida 1:5: 1mL de GSH-AUNCs, 2 mL de reguladora fosfato 0,1 M
pH 5.9, ImL de muestra diluida y volimenes crecientes de patron (0, 0,1, 0,2, 0,3y 0,4
mL de una disolucion de 300 pg/mL de vitamina B;,) enrasando finalmente a5 mL con

agua Milli-Q.
Tras 20 minutos de reaccion, se midié la fluorescencia a 610 nm utilizando una

excitacion de 370 nm y rendijas 20-20. Se represent6 la relacion Fo-F/F frente a la

concentracion de vitamina parala cuantificacion.
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8 RESULTADOS
8.1 CARACTERIZACION ESPECTRAL DE NANOPARTICULAS

Las imégenes TEM de las AuNps sintetizadas se muestra en la Figura 11. Se puede
observar que tanto las obtenidas por € método de Turkevich (Figura 11A), como las
obtenidas por sintesis verde (Figura 11B) son aproximadamente esféricas y dispersas,
no observandose aglomerados de las mismas. Se observa gran uniformidad de las

mismas, aunque siempre se pueden observar agunas otras geometrias, aunque en estos

.}'3,'..
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Figurall. Imégenes TEM de AuNps sintetizadas por el método de A) Turkevich B)

dos casos en particular, muy escasas (Figurall).
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sintesis verde.

En general, se han conseguido nanoparticulas esféricas y muy uniformes, aunque
también se han sintetizado algunas nanoparticulas con distintas formas (Figura 12),

como por gjemplo con forma de piramide y con conformacion icosaédrica.
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Figura12. Imagenes TEM de AuNps con geometria no esférica obtenidas por €
método de Turkevich. En A puede apreciarse una AuNp con forma piramidal, mientras
gue en B parece apreciarse una AuNp poliédricay otra en forma de racimo.

En la Figura 13 se muestra € histograma de diametros medidos para € caso de las
AuNps obtenidas por Turkevich, donde |los diametros més frecuentes fueron 37, 27 y 45
nm. En e caso de las AuNps obtenidas por sintesis verde, los didmetros con mayor
frecuencia fueron de 31 y 33 nm (Figura 15). Utilizando & programa informatico
“Image J”, se obtuvo un diametro medio de 35,1+ 6,9 nm para las nanoparticulas
sintetizadas por Turkevich, mientras que paralas AuNps obtenidas por sintesis verde, €
diametro medio calculado fue de 31,7 nm + 4,7nm. Estos datos indican una mayor

mono-dispersividad de las AuNps obtenidas por sintesis verde.
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Figura 13. Histograma de frecuencia de |os diametros de las AuNps obtenidas por

método de Turkevich.
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Figura 14. Histograma de frecuencia de | os didmetros de las AuNps obtenidas por

sintesis verde.

La disolucion de las AuNps que se consiguio presentaba un color rojo claro, lo cua
tiene sentido ya que las nanoparticulas esféricas tienen el pico del SPR a una longitud
de onda de alrededor de 520 nm, lo que dalugar a ese cambio de color [24].



L os espectros de absorbancia de las AuNps, muestran como e maximo de absorcion del
SPR aparece a 533 nm para el caso de las AuNps sintetizadas por Turkevich (Figura
15), mientras que se observa a 545 nm en la disolucién de AuNps obtenidas por sintesis

verde (Figura 16).
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Figura 15. Espectro de absorbancia de las AuNps obtenidas por e método de

Turkevich.
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Figura 16. Espectro de absorbancia de las AuNps obtenidas por la sintesis verde.



Conociendo e diametro medio de las nanoparticulas y |a absorbancia a la longitud de
onda de méaxima absorcion, se ha podido calcular la concentracién de AuNps con ayuda
de las Ecuaciones 1 y 2. A partir de la Ecuacion 1y € didmetro medio de las AuNps
determinado, se calcul un coeficiente de extincién molar de 6,66x10° y de 4,75x10° M
cm’ paraladisolucién de las AuNps sintetizadas por e método de Turkevich y por €
método de la sintesis verde, respectivamente. Con este dato y la Ecuacion 2, la
concentracion obtenida de la disolucion de AuNps obtenida por € método de Turkevich
resulté ser de 1,845x10° M, mientras que la disolucién de AuNps procedentes de la

sintesis verde fue de de 3,98x10°° M.

8.2 CARACTERIZACION DE CLUSTERES

Los GSH-AUNCs se han caracterizado registrando los espectros de absorciéon y
fluorescencia. Como se puede observar en la Figura 17, la disolucién de GSH-AuUNCs
presentaba un maximo de excitacion a 394 nm y una banda de emision con un maximo
de intensidad a 610 nm. EIl espectro de absorcion de esta disolucion presenta una Unica

banda de absorcién con un méximo a 190 nm (Figura 18).
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Figura 17. Espectro de excitacion (a) y emision (b) de la disolucion de GSH-AUNCs.

33



Absorbancia
L T i
[ T Y] F- Ln th

—

15940 240 290 340 390

o

Longitud de onda (nm}

Figura 18. Espectro de absorcion de la disolucion de GSH-AUNCSs.

8.3 CARACTERISTICAS OPTICAS DE LAS VITAMINAS E INFLUENCIA DEL
pH.

L os espectros de absorcion obtenidos para las vitaminas B1y Bi, se representan en las
Figuras 19A y 19B, respectivamente. Como puede observarse, la vitamina B, presenta
dos bandas estrechas de absorcion con méaximos a 238 y a 268 nm, mientras que la
vitamina B, presenta tres bandas estrechas con méximos a 279, 361 y 551 nm. Ninguna
de las dos vitaminas presenta fluorescencia en las condiciones de medida. La vitamina
B1 posee varios hetero-atomos anillo de pirimidina que junto con €l libre giro del grupo
tiazol favorecen procesos no-radiacionales. Por oxidacion de la vitamina By (p.e. con
ferricianuro potésico) se cierran los anillos a través de un grupo amino formando una
estructura (tiocromo) altamente fluorescente. Por su parte, la vitamina B, posee un ion
Co*" en su estructura, formando complejo con e anillo de corrina que no es fluorescente

dado el paramagnetismo del i6n.
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Figura 19. Espectros de absorbancia de las vitaminas B1 (A) y B12 (B).

El estudio de lainfluencia del pH sobre las caracteristicas espectrales de las vitaminas
(Figuras 20 y 21), puede apreciarse como la absorbancia de la vitamina B; decrece a
medida que se aumenta e pH, diferencidndose claramente en € intervalo de pH 6-7,8
dos bandas de absorcion con maximos a 235y 274 nm. A laluz de estos resultados, en

las experiencias siguientes se utilizé un pH = 6,9.
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Figura 20. Efecto del pH sobre las caracteristicas espectrales de lavitamina B;: a) pH
3,5, b) pH 4,6, ¢) pH 4,9, d) pH 5,5, €) pH 5,9, f) pH 6,9y g) pH 7,7.



El efecto del pH sobre las caracteristicas espectrales de la vitamina B1, fue marginal y
solo se observo un ligero aumento de la absorbancia con e aumento del pH (Figuras 21
y 22), resultado gque concuerda con lo reportado en la bibliografia [54]. Para estudios

posteriores se selecciond un pH =6.
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300 320 340 360 380 400

Longitud de onda (nm)

Figura 21. Efecto del pH sobre el espectro de absorcion de lavitamina Biz: @) pH 3,5, b)
pH 4,6, ¢) pH 4,9, d) pH 5,5, €) pH 5,9, f) pH 6,9y g) pH 7,7.

La Figura 22 muestra la variacion de absorbancia a 361 nm de la vitamina By, en

funcion del pH: un ligero incremento a pH 4, para mantenerse después sensiblemente

constante.
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Figura 22. Influenciadel pH sobre la absorcién de lavitamina B, a361nm.

8.4 [ESTUDIO DE LA INTERACCION DE LAS NANOPARTICULAS DE ORO
CON LASVITAMINAS

Siguiendo e protocolo descrito en € apartado 7.4, se registraron los espectros de
absorcion de la mezcla de las AuNps con las vitaminas. En la Figura 23 se muestran los
espectros de las mezclas de vitamina B; con diferentes concentraciones de AuNps: se
observan los méximos de absorcion caracteristicos de la vitamina (232 y 266 nm,
aproximadamente) y el maximo de SPR de las AuNps a 532 nm, en particular cuando su

concentracion esigual o superior 29,2x10™M.
El aumento de la absorbancia en las bandas de la vitamina se justifica por la absorbancia

creciente de las AUNps, como se muestra en las Figuras 24-26, para los maximos de la

vitaminay las AUNps.
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Figura 23. Espectros de absorcién de las mezclas de vitamina B; y concentraciones
crecientes de AuNps: @ 0 M AuNps, b) 1,8 x 10*M AuNps, ¢) 3,7 x 10 M AuNps, d)

5,5 x 10 M AuNps, €) 7,4 x 10"M AuNps, f) 9,2x 10™M AuNps, g) 1,1 x 10°M
AuNps. [Vitaminade 15 pg/mL].
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Figura 24. Absorbanciaa 232 nm de las mezclas de vitaminaB; y AuNps frente ala
concentracion de AuNps. La banda a 232 nm corresponde ala vitamina B;.
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Figura 25. Absorbancia a 266 nm de las mezclas de vitaminaB; y AuNps frenteala
concentracion de AuNps. La banda de absorbancia a 266 nm corresponde alavitamina
Bi.
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Figura 26. Absorbanciaa 532 nm de las mezclas de vitaminaB; y AuNpsfrente ala
concentracion de AuNps. Labanda a 532 nm corresponde alas AuUNps.

Un estudio similar realizado para la interaccion de la vitamina Bi, con las AuNps,
mostro un resultado and ogo: no parece haber interaccion entre las AUNps y la vitamina.
L os resultados experimental es se recogen en las Figuras 27-29.
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Figura 27. Espectros de absorcion de las mezclas de vitamina B1, con concentraciones
crecientes de AuNps: @ 0 M AuNps, b) 1,8 x 10*M AuNps, ¢) 3,7 x 10 M AuNps, d)

5,5 x 10 M AuNps, €) 7,4 x 10™"M AuNps, f) 9,2x 10™"M AuNps g) 1,1x 10™°M
AuNps. [Vitaminade 15 pg/mL].
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Figura 28. Absorbanciaa 361 nm de las mezclas de vitamina By, y AuNps frenteala
concentracion de AuNps. Labanda a 361 nm corresponde alavitamina B ..
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Figura 29. Absorbanciaa 532 nm de las mezclas de vitamina B2 y AuNps frenteala
concentracion de AuNps. Labanda a 532 nm corresponde alas AuNps.

Una posible explicacion por la que las AuNps no han interaccionado con las vitaminas
se atribuye a la presencia del citrato fuertemente unido a las AuNps, 10 que puede
impedir o dificultar lainteraccién del grupo S de lavitamina B; y del grupo cianuro de
la vitamina B1,. Esta misma justificacion aparece en el trabajo de Shrivas [1], donde
utilizando también el citrato como agente reductor no observd interaccion con la
vitamina B;. Dada la limitacién de tiempo, no se ensayaron las AuNps obtenidas por
sintesis verde. Es de esperar que estas AuNps interaccionen eficazmente con las
vitaminas, dado que no se utilizG citrato en la reduccion, siendo en este caso los
polifenoles presentes en e té los responsables de la reduccion de la sal de oro. En

futuros proyectos se abordara este estudio.

A continuacion detallaremos | os resultados obtenidos con |os clUsteres de oro.

8.5 EFECTO DEL pH SOBRE LOS CLUSTERES DE ORO

Lainfluenciadel pH sobre el espectro de fluorescencia de los GSH-AUNCSs se recoge en
las Figuras 30 y 31. Como puede apreciarse, € pH no modifica significativamente las
caracteristicas espectrales del 1os GSH-AUNCSs, observandose las dos bandas de emision
a 420 nmy 615 nm. La maxima fluorescencia se observa a pH 5,9. Para estudios

posteriores se selecciond este pH empleando una reguladora fosfato 0,1 M.
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Figura 30. Efecto del pH sobre los espectros de emision de los GSH-AUNCs: a) pH 3,5,
b) pH 4,6, ¢) pH 5,6, d) pH 5,9, €) pH 6,9y f) pH 7,7.
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Figura3l. Intensidad de fluorescenciade los GSH-AUNCs a 614 nm en funcion del pH.



8.6 ESTUDIO DE LA INTERACCION DE LOS CLUSTERES CON LAS
VITAMINAS

Para evaluar la interaccién de los GSH-AuUNCs con la vitamina Bi, se sigui6 €
protocolo descrito en el apartado 7.5. En la Figura 32 se muestra el espectro de emision
de los GSH-AUNCs en ausencia y en presencia de GSH-AUNCs y, como se puede
comprobar, no hay evidencia de cambios espectrales que indiguen que haya tenido lugar
agin tipo de interaccion. En e Anexo se incluyen datos espectraes con

concentraciones diferentes de GSH-AUNCsy vitamina B;.
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Figura 32. Espectros de emision de 1,1 mL de GSH-AuUNCs en ausencia (a) y presencia
(b) devitaminaB;. [VitaminaB; =15 pg/mL]

De forma andloga, para la vitamina B, se pudo comprobar que la presencia de la
misma provoca la desactivacion de la fluorescencia de los GSH-AUNCs (Figura 34),
aunque no se observa ningun desplazamiento espectral. Esta inhibicion de la
fluorescencia indica que existe unainteraccion entre los GSH-AUNCs y la vitamina B1».
Este hecho también se ha observado en € estudio de Samari empleando BSA-AUNCs
[49].
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Como puede verse en la Figura 33, donde se empleo la mayor cantidad de GSH-AUNCs
(1,2mL), la concentracion de vitamina de 15 pg/mL producia un quenching del 19,2%
aproximadamente, ya que la fluorescencia a 614 nm, donde se localizan los picos,
descendi6 desde 254,3 a 205,57, es decir, disminuyd 48,5 unidades de fluorescencia.
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Figura 33. Espectros de emisién de 1,1 mL de GSH-AuUNCs en ausencia (a) y presencia
(b) devitaminaBj,. [VitaminaBi, =15 pg/mL]

La inhibicion de la fluorescencia de los GSH-AUNCs se puede utilizar con fines
analiticos para la determinacion de la vitamina: se obtuvieron |os espectros de emision
de las disoluciones en las que se aumentd de manera progresiva la cantidad de vitamina
(Figura 34), observandose un decrecimiento gradua de la fluorescencia de la disolucion
de GSH-AUNCs.
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Figura 34. Espectros de emision de fluorescencia de los GSH-AUNCs con
concentraciones crecientes de vitamina: )0 pg/mL, b) 12 pg/mL, ¢) 24 pug/mL, d) 36
pg/mL, €) 48 ug/mL, f) 60 pg/mL.

En la Tabla 4 se recogen los datos de fluorescencia a 614 nm en funcidon de la
concentracion de vitamina. A partir de estos resultados, se tomaron los valores de
fluorescencia a 614 nm y se representd gréficamente la linea de caibrado 1/F vs

concentracion de vitamina B, (Figura 35).

Tabla 4. Valores de fluorescencia obtenidos para cada concentracion de vitamina B,.

Concgntrapi on Fluorescencia

devitamina (F) a614 nm 1UF

Bio(Hg/mL)
0 3834 0,0026
12 316,2 0,0032
24 286,3 0,0035
36 257,5 0,0039
48 235,1 0,0043
60 202,0 0,0050
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Figura 35. Curvade calibrado externo parala determinacion de vitamina Bia.

Se determinaron los limites de deteccién y de cuantificacion. El limite de deteccion
(calculado como L.D. = 30g/p, donde o es la desviacion estandar del blanco y p la
pendiente de la linea de calibrado) resulté ser de 7 pg/mL, mientras que € limite de

cuantificacion (calculado como L.Q. = 100g/p) resulto ser de 23 pg/mL vitamina B».

9.7. MECANISMO DE INHIBICION DE LA FLUORESCENCIA

Observando los espectros de absorcion de la vitamina By, y € espectro de emision de
los GSH-AUNCs, se puede comprobar que existe un solapamiento espectral entre
ambos, en laregiéon de 540-590 nm (Figura 36). Este solapamiento sugiere que puede
darse unatransferencia de energia resonante (FRET) entre los GSH-AUNCSs (que actlian
como donores) y la vitamina B1, (que actia como aceptora, absorbiendo la radiacion
emitida por los GSH-AUNCSs).
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Figura 36. Espectro de emision de los GSH-AUNCs (a) y espectro de absorbanciade la

vitamina B, ().

Esta transferencia de energia esta favorecida por la proximidad entre la vitamina By, y
los GSH-AUNCSs a través de la interacciéon del grupo ciano, gue en este caso no estaria
impedida como en e caso de las AUNPs, ya que los GSH-AUNCs no poseen grupos

citrato que repel eria el ectrostéticamente a dichos grupos.

8.7 APLICACION DEL METODO DESARROLLADO A LA DETERMINACION
DE VITAMINA B;; EN MUESTRAS REALES

8.7.1 Capsulasde Trofalgon

La concentracion de vitamina B, en la disolucion 1 de la muestra, tras representar
graficamente los datos de fluorescencia medidos a 610 nm (Tabla 5) (Fo-F frente a la
raiz cuadrada de la concentracion de vitamina B, afladida, véase la Figura 37) resulto
ser de 15,71 pyg/mL. Paralas otras dos réplicas, |os valores obtenidos fueron de 12,81 y
de 14,66 pg/mL, respectivamente. Los datos experimentales obtenidos para las tres

réplicas se recogen en las Tablas 5,6y 7 y los calibrados en las Figuras 37, 38 y 39.
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Refiriendo estos datos a |l os especificados por e fabricante (1000 pg/cdpsula), se obtuvo
una media de 912,64 *+ 88,49 pg/mL de vitamina B, calculandose un error
experimental del 8,74%.

Tabla 5. Datos experimentales utilizados en la preparacion de la linea de calibrado por

adiciones estandar paralaréplical de Trofalgon.

Con,cenf[ram on Fluorescencia | Raiz cuadradade
patrén vitamina o F-Fo
a610 nm la concentracion
(Mg/mL)
0 398,7 0 130,7
6,4 328,3 25 60,3
12,8 272,7 3,6 47
19,2 256,0 4.4 -12,0
25,6 229,2 51 -38,8
160 -
140 4 y = -33,891x + 134,35
120 R? = 0,9875
100 -
80 -
E 60 -
40 -
20 -
0 T T T T 1
-20 ¢ 1 2 3 :1\’\5‘ 6
40 -
_60 J
Raiz cuadrada de la concentracion de patrén

Figura37. Lineade calibrado por adiciones estandar de laréplica 1 de Trofagon.
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Tabla 6. Datos experimentales utilizados en la preparacion de la linea de calibrado por

adiciones estandar paralaréplica 2 de Trofalgon.

Concentracion patron | Fluorescenciaa | Raiz cuadradade
.. - F-Fo
vitamina (ug/mL) 610 nm la concentracion
0 337,5 0 69,5
6,4 307,5 2,5 39,5
12,8 265,9 3,6 -2,1
19,2 2474 4,4 -20,6
25,6 232,7 51 -35,3
100 -
80 -
L 4 y=-21,413x + 76,79
60 1 R?=0,9511
o 40 -
Y
0 .
-20 - 6
40 - 2
Raiz cuadrada de la concentracién de patron
-60 -

Figura 38. Linea de calibrado por adiciones estandar de laréplica 2 de Trofalgon.
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Tabla 7. Datos experimentales utilizados en la preparacion de la linea de calibrado por

adiciones estandar paralaréplica 3 de Trofalgon.

- . : Raiz cuadrada
Concentracion patron | Fluorescenciaa
PR dela F-Fo
vitamina(ug/mL) 610 nm concentracion
0 375,7 0 107,7
6,4 316,0 2,5 48,0
12,8 291,1 3,6 23,1
19,2 2494 44 -18,6
25,6 217,1 5,1 -50,9
140
120
3
. y=-30,357x+ 116,26
B8O S R? =0,9619
ED e
E 40 ”““.._\
20 R
40 s
) ]
ol Raiz cuadrada de la concentracidn de patrén

Figura 39. Linea de calibrado por adiciones estandar de laréplica 3 de Trofalgon.

8.7.2 Marnys VitaminaB;, liquida

La determinacion de la vitamina en esta muestra se llevo a cabo empleando € método
de adiciones estandar, cuyos datos experimentales se recogen en la Tabla 8 y en la
Figura 40. La linea de calibrado se prepard representando la relacion (F-Fo) /Fo vs
concentracion de vitamina B,, encontrandose una concentracion de 15,8 pug/mL de

vitamina.
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Comparando este dato con € reportado por el fabricante (5 pg/mL), € elevado error
experimental obtenido (>200%) es inadmisible. En € envase se especifica que €
producto contiene, ademas de la vitamina B, otros ingredientes como fructosa, sorbato
potésico, aroma y &cido citrico. Entre ellos, es posible que la fructosa interaccione con
los GSH-AUNCs provocando la desactivacion de la fluorescencia y, por tanto,
provocando un error por exceso en la determinacion de la vitamina. De hecho, esta
reportado en la bibliografia lainteraccion de azlicares (p.e. glucosa) con clusteres de oro
con una elevada afinidad, através del oxigeno (rico en electrones) del grupo -OH del
azucar, € cua dona densidad electronica a los orbitales metalicos del cluster, creando
un enlace Au-O estable. Ademas, € cluster puede también jugar un papel como aceptor
de protones y formar enlaces de H con el grupo hidroxilo del aztcar (Au.....H-O) [55].
Por otra parte, el sorbato potasico es una molécula fluorescente que cuando se excita a
380 nm presenta una banda de emisién a 485 nm [56, 57]. En la Figura 41, se puede
observar, que excitando a 385 nm (longitud de onda de excitacién de los GSH_AUNCs),
aparece una banda ancha de fluorescencia a 475 nm, probablemente del sorbato potéasico
presente en la muestra. Esta banda de fluorescencia provoca un solapamiento con la
banda de emision de los GSH-AUNCSs, interfiriendo notablemente en la sefid de la
muestra.

Por otra parte, € limite de deteccion de la técnica es superior ala cantidad de vitamina
B1, presente en la muestra. Es evidente, pues, que seria necesario llevar a cabo un
estudio de la selectividad del método y clarificar cua (o cuales) de los componentes de
la muestray qué mecanismos provocan la desactivacion de la fluorescencia de los GSH-
AUNCs para, finalmente, buscar aternativas para eliminar dichas interferencias.
Asimismo, seria necesario llevar a cabo un proceso de pre-concentracion de la muestra.
En este sentido se podrian emplear cartuchos de extraccion en fase solida, 1o que
presentaria dos ventgjas importantes. por un lado eliminariamos las posibles
interferencias y por otra parte, nos permitiria pre-concentrar la muestra. Este estudio

reguiere un volumen mayor de trabajo que e reportado en estaMemoria.

51



Tabla 8. Datos experimentales utilizados en |a preparacién de la linea de calibrado por
adiciones estandar parala muestra de Marnys Vitamina B, liquida.

Concentracion .
patrén vitamina Fluorescencia (F-Fo)/Fo
a610 nm
B12(Hg/mL)
0 4347 0,2
0,5 4237 01
1 411,6 01
15 404,0 0,09
2 396,1 0,07
0,18
0,16 .
0,14 : T
) e i y=-0,0522%+ 03,1651
0,12 B RY = 0,950
g o4 R
3 i ' .
~ 006 B
0,01
0,04
il
0 0,5 1 15 2 2.5

Concentracion patron (ug/mi)

Figura40. Lineade calibrado por adiciones estandar de la muestrade Marnys Vitamina

B12 liquida.
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Figura 41. Espectros de la disolucién de GSH-AUNCs (curva azul) en ausencia de
muestray de la disoluciéon de GSH-AUNCs en presencia la muestra de Marnys
Vitamina B, liquida (curvaroja).

8.7.3 Optovite B12 1000 ug

Para esta muestra se construyeron dos curvas de calibrado por adiciones estandar, una
para la muestra diluida 12,5 veces (ImL procedente de la dilucion 1:2,5 llevado a 5
mL), y otra paralaque la se diluyo 25 veces (ImL procedente de ladilucion 1:5 llevado
as5mL).

Para la muestra diluida 12,5 veces, se recogen los datos experimentales en la Tabla9 y
representados graficamente, Fo-F/F frente a la concentracidon de vitamina By, en la
Figura 42. El calibrado por adiciones estandar dio un resultado de 40,64 pg/mL de
vitamina en la muestra diluida. Operando de igua forma para la muestra diluida 25
veces, la concentracion resultd ser de 16,87 pg/mL. Los datos experimentales obtenidos
paraesta muestra se recogen enlaTabla10y laFigura43.

Teniendo en cuenta las diluciones realizadas, se obtiene una concentracion media de
vitamina By, en €l Optovite 464.9 £+ 60.95 pg/mL, la cual comparada con la reportada
por el fabricante en el envase (500 pug/mL) presenta un error aceptable del 7%.
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Tabla 9. Datos experimental es utilizados en la preparacion de lalinea de calibrado por

adiciones estandar parala muestra de Optovite diluida 12,5 veces.

Concentracion patrén | Fluorescencia (Fo-F)/E
vitaminaB1o(ug/mL) | a610 nm 0
0 205,2 0,6
12 188,1 0,8
24 166,2 1,0
36 158,4 1,1
438 140,8 14

1,6 -
14 - y =0,0152x + 0,6178
12 R? = 0,9848

0,8

(FO-F)/F

0,6
04 -
02 -

O T T T T T 1
0 10 20 30 40 50 60

Concentracion patrén (ug/mL)

Figura42. Linea de calibrado por adiciones estandar de |a muestra de Optovite diluida

12,5 veces.
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Tabla 10. Datos experimental es utilizados en |a preparacion de lalinea de calibrado por

adiciones estandar parala muestra de Optovite diluida 25 veces.

Corlcenyraci fl)n Fluorescenciaa
patron vitamina 610 nM (Fo-F)/F
Bio(Mg/mL)

0 273,1 04
12 248,8 0,5
24 237,6 0,6
36 211,1 0,8
48 199,6 0,9

0,9 -
0,8 -
0,7 -
0,6
0,5
0,4
0,3 -
0,2 -
0,1 -
0 . T . . T !
0 5 10 15 20 25 30

y=0,0211x + 0,356
R?=0,9831

(FO-F)/F

Concentracién patrén (ug/mL)

Figura 43. Linea de calibrado por adiciones estandar de la muestra de Optovite diluida

25 veces.

Resumiendo: Los resultados obtenidos en la determinacion de vitamina B, empleando

GSH-AUNCs en las tres muestras se resumen en la Tabla 11.
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Tabla 11. Resultados obtenidos en la determinacion de vitamina B1»> en los diferentes

suplementos.
Cdlibrado Concentracion Concentracion Error
Muestra adiciones ; etiquetada por )
determinada . relativo
estandar fabricante
F-Fo vsraiz
Trofalgon | cuadradadela 931?% a g/lcqocs)ul a 8.74%
concentracion Hg/cap Hg/cap
Marnys
vitamina | (CFO/FoVS 1 gs a1 mL 5 pg/mL N
L concentracion
B12 liquida
Optovite (Fo-F)/Fvs o
1000ug concentracion 464,9 ug/mL 500 pg/mL. %

La representacion gréfica de la ecuacion de Stern-Volmer para la desactivacion de la
fluorescencia de los GSH-NCs en presencia de vitamina B, se ha llevado a cabo
representando de forma diferente los datos de fluorescencia y de concentracion. La
ecuacion basica de Stern-Volmer para la desactivacion dindmica de la fluorescencia
(desactivacion del estado excitado de los GSH-NCs) seria:

L

en la que Fy es la fluorescencia de los GSH-NCs en ausencia de vitamina B, Ksy esla
constante de Stern-Volmer y es una medida de la €ficiencia de la desactivacion;
finamente, [Q] es la concentracion de agente desactivante, en este caso la vitamina B,.
La representacion gréfica de Fo/F vs [Q] seria una linea recta, de cuya pendiente se
obtiene el valor de Ks,. Asimismo, se puede definir una ecuacion similar a la anterior
para la desactivacion estética, debida a la interaccion de la vitamina B, con los GSH-
AUNCs en € estado fundamental:

=14k Q)

En este caso, la constante de la ecuacion, Ky, yano es la constante de Stern-Volmer y

su significado es e de una constante de asociacién GSH-AuNCs-vitamina.
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Existen varios factores que pueden participar en un proceso de desactivacion de la
fluorescencia. Algunos de ellos son los siguientes:
d) La accesibilidad del desactivante a los centros de emision de fluorescencia
puede estar estéricamente limitada
b) La especie fluorescente puede tener diferentes centros emisores con
rendimientos cuanticos diferentes
c) La especie desactivante no se encuentra en la “esfera de accion” de la especie
luminiscente
d) Sepuede dar simulténeamente la desactivacion estéticay la dinamica
€) Presencia en la muestra de més de un agente desactivante con mecanismos de

accion diferentes

Por tanto, €l proceso de desactivacion de la fluorescencia es complgjo y, ademas,
depende del entorno de la especie fluorescente. Por €llo, la representacion gréficade las
anteriores ecuaciones no resulta siempre una linea recta y se pueden derivar ecuaciones
gue tengan en cuenta alguno de los anteriores factores [58] y Ilevar a cabo operaciones
matematicas para linealizar las gréficas. En nuestros estudios hemos buscado aquella
representacion que permitiese obtener una relacién linea entre la sefial fluorescente de
los GSH-AUNCs y la concentracion de vitamina. La explicacion sobre € tipo de
representacion para cada tipo de muestra analizada queda fuera del objeto de este
trabajo, pero seria muy interesante abordar €l estudio, en particular, porgque las especies

fluorescentes son GSH-AUNCSs.

Analizando la muestra de “Optovite”, puede verse como la determinacion de la cantidad
de vitamina es mucho més exacta que en € resto de muestras, y esto es porque esta
muestra solo contiene vitamina Bi,. Sin embargo, Optovite contiene pequefias
cantidades de cloruro sodico (ver contenido en € punto 12.4 del anexo), y estas sales
probablemente interfirieran en la fluorescencia emitida por los GSH-AUNCs,

provocando que la determinacién no fuera tan exacta como pudiera desearse.
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9 CONCLUSIONES

» Se han sintetizado AuNps usando como agentes reductores citrato (método de
Turkevich) y compuestos dedl té negro (sintesis verde) y clusteres de oro (GSH-

AUNCs) empleando L-glutation como ligando.

» Las AuNps se caracterizaron espectrofométricamente (absorcion UV-Vis) y
morfolégicamente por microscopia de transmision electronica (TEM),
determinandose su didmetro, € coeficiente de extincion molar de las AuNps y
calculando la concentracion de las disoluciones obtenidas. Los GSH-AUNCs se
caracterizaron fluorimétricamente, obteniéndose sus espectros de excitacion y

emision, asi como las longitudes de onda de maxima excitacion y emision.

» El estudio de la interaccion de las AuNps (método de Turkevich) con las
vitaminas B; y B1, mostré que no habia una interaccion con potencial analitico
para la determinacion de las mismas, debido a la repulsion eectrostatica entre
los grupos citrato y los grupos “S” (vitaminaB;) y “CN” (vitamina B1y), ricos

en carga negativa.

» No se observo interaccion con potencial analitico entre los GSH-AUNCs y la
vitamina B;, pero si con la vitamina B1,, 10 que permitié desarrollar un método

fluorimétrico parala determinacion de la mismaen muestras real es.

> Se determind con éxito la concentracion de vitamina B, en las muestras de
“Trofalgon” 'y “Optovite 1000 pg”, con un error menor del 10% en ambos
casos. La composicion de la muestra “Marnys Vitamina B12 liquida”, con
excipientes y conservantes luminiscentes, requiere un tratamiento previo de
eliminacién de interferencias, por lo que no fue posible determinar € contenido

en vitamina de la misma.
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11 ANEXO

ANEXO |

11.1 UTILLAJE UTILIZADO EN LA PREPARACION DE NANOPARTICULAS'Y
CLUSTERES DE ORO

Figura1Al. Caentamiento areflujo en bafio de aceite durante la sintesis de las AUNps

sobre placa calefactora.




Figura3Al. Purificacion delas AuNps mediante el empleo de una membrana de
didisis.

Figura4Al. Disolucion de AuNps obtenida por sintesis verde (hojas de t€). Esta mezcla

presenta un color parpura gque la caracteriza.



Figura5Al. Disolucion de GSH-AUNCs con su tipico color dorado.

Figura6Al. Filtro dejeringade 0,45 um utilizado parala purificacion de los GSH-
AUNC:s.



Figura7Al. Disoluciones de AuNPs con concentraciones crecientes de vitamina By,

Figura8Al. Disoluciones de GSH-AUNCs con concentraciones crecientes de vitamina
B]_z.



11.2 PREPARACION DE DISOLUCIONES REGULADORAS

A) Tampon acetato 0,1 M de pH 3,5 (100 mL): 46,3 mL é&cido acético 0,2 M +
3,7mL acetato de sodio 0,2M + 50 mL agua.

B) Tampon acetato 0,1 M de pH 4,6 (100 mL): 25,5 mL &cido acético 0,2 M +
24,5mL acetato de sodio 0,2M + 50 mL agua.

C) Tampodn acetato 0,1 M de pH 5,0 (100 mL): 20 mL &cido acético 0,2 M + 30 mL
acetato de sodio 0,2M + 50 mL agua.

D) Tampon acetato 0,1 M de pH 5,6 (100 mL): 4,8 mL é&cido acético 0,2 M +
45,2mL acetato de sodio 0,2M + 50 mL agua.

E) Tampén fosfato 0,1 M de pH 59 (100 mL): Disolver 1,08 g de
dihidrogenofosfato de sodio y 0,085 g de hidrégenofosfato de disodio en aguay
gjustar apH con sosa 0,01 M.

F) Tampén fosfato 0,1 M de pH 6,9 (100 mL): Disolver 0,73 g de
dihidrogenofosfato de sodio y 0,54 g de hidrégenofosfato de disodio en agua 'y
gjustar apH con sosa 0,01 M.

G) Tampdn fosfato 0,1 M de pH 7,7 (100 mL): Disolver 0,24 g de

dihidrogenofosfato de sodio y 1,14 g de hidrégenofosfato de disodio en agua 'y
gjustar apH con sosa 0,01 M.
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11.3 GRAFICAS OBTENIDAS EN EL ESTUDIO DE LA INTERACCION DE LOS
CLUSTERES CON LASVITAMINASBL1Y B12

En este apartado se muestran |os espectros de las disoluciones que contienen vitamina
y cantidades crecientes de GSH-AuUNCs (0,1, 0,3, 0,5, 0,7 y 0,9 mL). Los espectros
paralavitamina B; se muestran en las figuras 9Al, 10Al, 11Al, 12 y 13Al; mientras que
las de lavitamina B, estén las figuras 14Al, 15Al1, 16Al, 17Al1 y 18Al.
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Figura 9Al. Espectros de emision de 0,1 mL de GSH-AUNCs en ausenciay presencia

devitamina, @) y b).
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Figura 10Al. Espectros de emision de 0,3 mL de GSH-AuUNCs en ausenciay presencia

devitaminaB, a) y b).
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Figura 11Al. Espectros de emision de 0,5 mL de GSH-AuUNCs en ausenciay presencia
devitaminaBy, a) y b).
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Figura12Al. Espectros de emision de 0,7 mL de GSH-AUNCs en ausenciay presencia

devitaminaB, a) y b).
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Figura 13Al. Espectros de emision de 0,9 mL de GSH-AuUNCs en ausenciay presencia

devitaminaB;, a) y b).
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Figura 14Al. Espectros de emision de 0,1 mL de GSH-AuUNCs en ausenciay presencia
devitaminaBi,, a) y b).
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Figura 15A1. Espectros de emision de 0,3 mL de GSH-AuUNCs en ausenciay presencia

devitaminaBiz, a) y b).
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Figura 16Al. Espectros de emision de 0,5 mL de GSH-AUNCs en ausenciay presencia
devitaminaBi», @) y b).
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Figura17Al. Espectros de emision de 0,7 mL de GSH-AUNCs en ausenciay presencia

devitaminaBi,, a) y b).
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Figura 18Al. Espectros de emision de 0,9 mL de GSH-AUNCs en ausenciay presencia

devitaminaBi,, @) y b).

11.4 COMPOSICION DECLARADA DELASMUESTRAS

TROFALGON

Los principios activos son: Cianocobalamina (vitamina B12) y lisozima. Cada cgpsula
dura contiene 1.000 microgramos de vitamina B12 y 40 mg de lisozima hidrocloruro.

L os demés componentes (excipientes) son: celulosa microcristaling, gelating, didxido de
titanio, oxido férrico (E-172) y eritrosina (E-127).
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MARNYSVITAMINA B12 LiQUIDA
Carece de prospecto a no ser un medicamento como tal, ssno un complemento
alimenticio, por €ello solo se indica € contenido a continuacion: Agua desionizada,

fructosa, Vitamina B12, sorbato potésico, aromay acido citrico.
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El principio activo es cianocobalamina. Cada ampolla contiene 1.000 microgramos de
cianocobalamina. Los demés componentes son: cloruro de sodio y agua para
preparaciones inyectables.
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ANEXO [I

EXPERIENCIAS PREVIASREALIZADAS

11.5 ESTUDIO DE LA INTERACCION DE LOS CLUSTERES DE ORO CON EL
COLORANTE LASER DCM

Como prueba de concepto preliminar se llevé a cabo € estudio de lainteraccion de
los GSH-AUNCs con € colorante ldser DCM (4-(dicianometileno)-2-metil-6-(4-
dimetilaminostiril)-4H-pirano), un compuesto quimico que presenta dos anillos
bencénicos y dos grupos cianuros en su estructura (Figura 1All). Se eligié este
compuesto modelo porque presenta dos grupos cianuro para su posible interaccion
con los GSH-AuUNCs.

Figura 1All. Estructuraquimicadel colorante laser DCM.

Se prepararon 50 mL de una disolucion etandlica del colorante con una
concentracion de 2 pg/mL DCM. Se registraron los espectros de absorcion UV-Vis
y fluorescencia de esta disolucion. Como puede observarse (Figura 2All), €
colorante presenta una banda de absorcién con un méximo de absorbancia a 467 nm.
La banda de excitacion muestra un maximo a 486 nm y una banda de emisién con

maximo de intensidad a 605 nm (Figura 3All).
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Figura 2All. Espectro de absorcién del colorante DCM.
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Figura 3All. Espectros de excitacion y emision del colorante DCM.




A continuacion, con objeto de evaluar la posible interaccion entre € colorante y los
GSH-AUNCs, se prepararon cuatro disoluciones (volumen final = 3 mL) conteniendo
una cantidad fija del colorante y cantidades crecientes de GSH-AUNCSs y otras cuatro
(volumen final = 3 mL) con cantidades crecientes de colorante y una cantidad fija de
GSH-AUNCSs. Las cantidades utilizadas en estas disoluciones se recogen en la Tabla
1All. Estas disoluciones se dgaron reaccionar durante 15 minutos, tras lo cua se
registraron los espectros de emision, empleando una longitud de onda de excitacion de
345 nm con rendijade (10, 10) (Figuras 4All y 5All).

Tabla 1All. Composicion de las disoluciones preparadas para comprobar lainteraccion
GSH-AUNCs-DCM. Laconcentracion de ladisolucion de DCM = 2 ug/mL DCM.

Disoluciones con [DCM] constante
Disolucion | GSH-AuUNCs, mL | DCM, mL | Agua, mL
1 0,5 04 2,1
2 1,0 0,4 1,6
3 15 04 1,1
4 2,0 04 0,6
Disoluciones con [ GSH-AUNCs] constante
1 15 0,2 1,3
2 1,5 0,4 1,1
3 15 0,6 0,9
4 1,5 0,8 0,7
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Los resultados mostraron que la fluorescencia del sistema aumentaba a medida que

aumentaba tanto la concentracion de GSH-AUNCs como lade DCM.
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Figura 4All. Espectros de emision obtenidos de las mezclas con cantidades crecientes
de GSH-AUNCSs (ver datos en Tabla 1All).
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Figura5All. Espectros de emision obtenidos de las mezclas con cantidades crecientes
de colorante. Ver composicion de las disoluciones en Tabla 1All.
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Figura6All. Espectro de emision delos GSH-AUNCs (lineaazul) y espectro de

absorcion del colorante DCM (linearoja).

A laluz de los espectros del colorante DCM y los GSH-AUNCSs, no parece haber un
solapamiento espectral que indique un posible proceso FRET de transferencia de
energia resonante. Por tanto, € incremento de fluorescencia puede deberse a un proceso
de transferencia de carga entre d DCM y los GSH-AUNCs. Se ha demostrado gue los
clsteres de oro obtenidos por reduccién con glutation, mantienen en su superficie Au',
lo que los estabiliza [59,60]. Teniendo en cuenta este hecho, el posible mecanismo de
transferencia de carga entre el DCM y los GSH-AUNCs, se puede explicar por la
interaccion entre los grupos —CN del colorante y el Au', proximidad que favorece e
proceso de transferencia de carga desde el DCM al GSH-AUNC (Figura 7All).
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Figura 7All. Posible mecanismo de transferencia de cargaentreel DCM y e GSH-

AUNC.

En la Tabla 2All, se recogen los datos de fluorescencia obtenidos para las muestras

anteriormente preparadas con concentraciones crecientes de DCM (ver composicion de

las mismas en Tabla 1All). La representacion grafica de dichas intensidades en funcion

de laconcentracién de DCM se muestraen la Figura 8All.

Tabla2All: Datos para el calibrado de DCM.

Concentracion DCM Fluorescencia
(ng/mL)
130 117,2
266,7 189,9
400 322,2
533,3 470,0
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Figura8All. Lineade calibrado paraladeterminacion del colorante DCM.



