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“Theory guides; experiment decides”

Isaac Kolthoff
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Resumen

En la presente tesis se desarrolla una metodologia para la determinacién de un antibidtico
(tetraciclina) en medio acuoso a partir de la modificacion de la superficie de un electrodo de pasta

de carbono con una supramolécula plasménica de oro.

Se presenta el estudio de estabilidad por espectroscopia de absorcion de UV-Vis de
tetraciclina en medio acuoso a diferentes valores de pH bajo condiciones inertes y temperatura
constante (25 °C), obteniendo porcentajes de degradacion del 2.380 + 0.0042 % al 25.879 +
0.00038 %, concluyendo que la molécula de tetraciclina es inestable en solucién acuosa. A partir
de los resultados obtenidos se determinaron las constantes de acidez en medio acuoso:
pKai = (3.277 £ 0.067), pKaz = (7.397 £ 0.055), pKaz = (9.349 £ 0.039) y pKas = (11.278 + 0.024).
Asi mismo se presenta el estudio de electroforesis capilar de zona el cual corrobora el predominio
de las cinco especies de tetraciclina en medio acuoso determinadas previamente (TcHa", TcHs,
TcHz, TcH? y Tc*). Para inferir estabilidad a las diferentes especies de tetraciclina en medio
acuoso se propone el uso de una supramolécula plasmdnica de oro, para ello se presenta la sintesis
de nanoestrellas de oro (AuNE) y se funcionalizan con B-ciclodextrina (AuNE<B-CD). Estos
productos sintéticos se caracterizan por microscopia electronica de barrido y microscopia
electrénica de transmision, elucidando la morfologia estrellada de las nanoparticulas y su
funcionalizacién con el oligosacérido; asi entonces, se presenta el estudio de estabilidad en
presencia de AUNE<B-CD obteniendo porcentajes de degradacion menores al 0.002 %

concluyendo que la supramolécula plasménica de oro infiere estabilidad a la tetraciclina.

Con la finalidad de desarrollar un sensor para la cuantificacion y deteccion de tetraciclina,

se presenta la caracterizacion electroquimica del antibidtico en medio acuoso mediante
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voltamperometria ciclica sobre un electrodo de pasta de carbono y un electrodo de pasta de carbono
modificado con B-ciclodextrina, sobre estos ltimos la tetraciclina no presenta sefiales de oxidacion
y reduccion. Por lo anterior se presenta la modificacion de la superficie de un electrodo de pasta
de carbono a partir de la supramolécula AUNE+B-CD (EPC/AuNE+B-CD) por voltamperometria
ciclica sucesiva. La superficie modificada se caracteriza por microscopia electrénica de barrido
confirmando la presencia de la supramolécula plasménica de oro sobre la superficie del EPC. La
modificacion de la superficie mostré ser adecuada en la determinacion de tetraciclina a pH 1
(TcH4"), debido a que se observaron picos catédicos y anoédicos asociados a la presencia del
antibidtico; dando lugar a procesos de oxidacion y reduccidn reversibles. Ademas, se encuentra
que el proceso de transferencia de masa hacia el electrodo es adsortivo. El electrodo EPC/AUNE-«j-
CD permite cuantificar tetraciclina en medio acuso a partir de voltamperometria lineal obteniendo
parametros de desempefio analitico: limite de cuantificacion (0.0556 + 0.0068) mM, limite de

deteccion (0.1661 + 0.0068) mM vy sensibilidad (21.221 + 0.706) pA mM y 98.87 % de recobro.
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Abstract

In this thesis, a methodology is developed for the determination of an antibiotic
(tetracycline) in agueous medium from the modification of the surface of a carbon paste electrode

with a gold plasmonic supramolecule.

The stability study by UV-Vis absorption spectroscopy of tetracycline in aqueous medium
at different pH values under inert conditions at constant temperature (25 °C) is presented, obtaining
degradation percentages from 2.380 + 0.0042 % to 25.879 + 0.00038 %, concluding that the
tetracycline molecule is unstable in aqueous solution. From the results obtained, the acidity
constants in aqueous medium were determined: pKay = (3.277 + 0.067), pKaz = (7.397 + 0.055),
pKas = (9.349 £ 0.039) y pKas = (11.278 = 0.024). Likewise, the capillary electrophoresis study
of the zone is presented, which corroborates the predominance of the five tetracycline species in
aqueous medium previously determined (TcH4", TcHs, TcHz,, TcH? y Tc®). To infer stability to
the different species of Tc in aqueous medium, the use of a gold plasmonic supramolecule is
proposed, for which the synthesis of gold nanostars (AuNE) and functionalization with B-
cyclodextrin (AuNE«B-CD) is presented. These synthetic products are characterized by scanning
electron microscopy and transmission electron microscopy, elucidating the stellate morphology of
the nanoparticles and their functionalization with the oligosaccharide; Thus, the stability study in
the presence of AUNE-B-CD is presented, obtaining degradation percentages of less than 0.002 %,

concluding that the plasmonic supramolecule of gold infers stability to tetracycline.

In order to develop a sensor for the quantification and detection of tetracycline, the
electrochemical characterization of the antibiotic in agueous medium is presented by cyclic

voltammetry on a carbon paste electrode and a carbon paste electrode modified with (-
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cyclodextrin, on the latter tetracycline does not show signs of oxidation and reduction. Therefore,
the modification of the surface of a carbon paste electrode from the supramolecule AuNE<B-CD
(EPC/AUNE<B-CD) by successive cyclic voltammetry is presented. The modified surface is
characterized by scanning electron microscopy confirming the presence of the gold plasmonic
supramolecule on the surface of the EPC. The modification of the surface was shown to be optimal
in the determination of tetracycline at pH 1 (TcH4"), due to the presence of the antibiotic cathode
and anode peaks, giving rise to reversible oxidation and reduction processes. In addition, the
process of mass transfer to the electrode is found to be adsorptive. The EPC/AuUNE+B-CD electrode
allows the quantification of tetracycline in accused medium from linear voltammetry, obtaining
analytical performance parameters: limit of quantification (0.0556 = 0.0068) mM, limit of

detection (0.1661 £+ 0.0068) mM and sensitivity (21.221 + 0.706) unA mM-1and 98.87% recovery.
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Introduccion

En el siglo XXI, el crecimiento acelerado de la poblacion, el avance tecnoldgico y el
desarrollo industrial ha llevado a una compleja red de desafios ambientales. Entre estos desafios,
la presencia de contaminantes emergentes en los cuerpos de agua se ha elevado a la vanguardia de
las preocupaciones ambientales globales. Los contaminantes emergentes (CE), definidos como
sustancias quimicas aun no reguladas que se encuentran en el ecosistema a concentraciones entre
los nanogramos por litro (ng L) hasta los microgramos por litro (ug L), poseen un alto potencial
de impacto adverso en los ecosistemas y la salud humana [1, 2]. Entre los CE se encuentran los
productos de cuidado personal, como cosméticos y detergentes los cuales contribuyen con
compuestos quimicos al medio ambiente. Pesticidas y herbicidas utilizados en la agricultura que
contaminan cuerpos de agua mediante la escorrentia. Los plasticos, incluyendo microplasticos de
descomposicion y aquellos utilizados en productos de consumo, representan otra categoria.
Compuestos industriales, nanomateriales, hormonas y disruptores endocrinos son también
contaminantes emergentes que requieren atencién debido a sus posibles efectos en ecosistemas
acuaticos y la salud publica. Esta diversidad de contaminantes destaca la necesidad de

investigaciones y estrategias de gestion efectivas para abordar este complejo desafio ambiental [3].

Dentro de esta categoria de contaminantes emergentes, los farmacos han tomado relevancia
a medida que la sociedad depende cada vez mas de estos productos para el tratamiento y la
prevencion de enfermedades. La liberacion inadvertida de estos compuestos en el medio ambiente
ha generado crecientes inquietudes. Desde antibidticos hasta antidepresivos, la presencia de
farmacos en cuerpos de agua ha sido detectada en diversas partes del mundo, planteando
interrogantes fundamentales sobre los posibles impactos ambientales y los riesgos para la salud

publica.



Entre los farmacos con mayor impacto se encuentran los antibidticos debido a la alta
concentracion presente en aguas y suelos a causa del erroneo deshecho el cual, junto con la
eliminacion fisioldgica que se tiene al consumirlos por alguna patologia tiene como consecuencia
la posible mutacion de éstos generando resistencia antimicrobiana y teniendo un efecto dafiino en
la salud. Diferentes autores han predicho que la implementacién de farmacos antibacterianos
incrementara hasta en un 200 % en los préximos cinco afios [4-6]. Uno de los antibidticos
relevantes es la tetraciclina, Tc (figura 1), ((4S,4aS,5aS,6S,12aR)-4-(dimetilamino)-1,6,10,11,12a-
pentahidroxi-6-metil-3,12-dioxo-4,4a,5,5a-tetrahidrotetraceno-2-carboxamida); un antibidtico de

amplio espectro implementado para tratar infecciones bacterianas o gastrointestinales.

Figura 1. Férmula semidesarrollada de Tc.

Chang et al, marcan que el uso excesivo del antibiotico se ha convertido en una gran
amenaza para el medio ambiente ya que se han encontrado en suelos y aguas concentraciones de
residuo de Tc teniendo efectos perjudiciales en el ecosistema y en la salud debido a su toxicidad

alterando la flora microbiana en el intestino humano [7, 8].

La Tc se excreta en el medio ambiente a través de las heces humanas y excremento animal
hasta en un 50 - 80 % [9]. Mahamallik et al refieren que los hospitales y la industria farmacéutica
contribuyen a la acumulacion de Tc en los sistemas de aguas residuales con una concentracion de

100 ug L1, mientras que las aguas residuales domésticas contienen 1 pg L™ [10-12]. La Tc se ha



encontrado en cuerpos de agua (0.1 - 1.0 pg L) y en aguas residuales industriales con una
concentracion mayor a los 1.5 mg L. En México se ha determinado Tc en aguas residuales en
concentraciones de 45.9 - 51.1 ng L [13] y en aguas tratadas en una concentracion de
64900 ng L1, Especificamente, se ha determinado en afluentes de Michoacan una concentracion

de Tcentre 2.7 - 119.4 ug L™ [14].

Los residuos de tetraciclina (100 mg kg?) en vermicomposta, genera resistencia a
antibidticos, ademas, inhibe funciones microbianas alterando los tiempos de descomposicion de la
materia organica [15]. Su exposicion se ha asociado con la disminucion del crecimiento y
produccidn de la clorofila en el centeno produciendo estrés oxidativo en concentraciones mayores

a10 mg L [16].

El desarrollo de diversas metodologias para el control de la calidad del agua presenta uno
de los més grandes desafios para grupos de investigacion que se han concentrado en resolver la
problematica que conlleva actualmente en la sociedad. La contaminacion junto con el tratamiento
nulo o incorrecto del agua vulnera distintos sectores que engloban la salud de las personas como
la produccién y cosecha de alimentos o su consumo directo [13]. Aunado a lo anterior, la
problemaética se extiende a dificultades ambientales y econdmicas; por lo que la identificacion
junto con la cuantificacién de CE en aguas potables y/o residuales ha tomado gran relevancia y
premura debido a las posibles afectaciones en la salud de la poblacién [17]. Estas afectaciones van
desde cambios hormonales, problemas de fertilidad, toxicidades gastrointestinales incluso la

formacion de carcinomas [18].

Debido a las consecuencias ambientales y sanitarias por la presencia de Tc en diferentes
cuerpos de agua, en este trabajo se presenta el desarrollo de una metodologia para la

caracterizacion, cuantificacion y determinacién de Tc en medio acuoso y se propone el uso de



quimica supramolecular plasmonica para la formacién de un sensor con capacidad de cuantificar

Tc dentro de los limites encontrados en efluentes mexicanos.



Hipotesis

El desarrollo y caracterizacion de un sensor derivado de supramoléculas plasmonicas de

oro junto con el estudio de especiacion de tetraciclina en medio acuoso, permitira el desarrollo de

una metodologia para su deteccion y cuantificacion en efluentes mexicanos.

Objetivo general

Formacion de un sensor para la cuantificacion del antibidtico de tetraciclina en medio

acuoso a partir de supramoléculas plasmonicas de oro.

9)

Objetivos particulares
Estudio de estabilidad y determinacién de las constantes de acidez de tetraciclina en
medio acuoso.
Caracterizacion electroquimica de tetraciclina en medio acuoso.
Estudio mediante microscopia electronica de la supramolécula plasménica de oro.
Estudio de la interaccién de tetraciclina con la supramolécula plasmoénica de oro.
Modificar y caracterizar la superficie de un electrodo de pasta de carbono a partir de la
formacion de una supramolécula plasmdnica de oro.
Estudio mediante microscopia electronica de barrido y de transmision sobre la
superficie de un electrodo de pasta de carbono modificada.

Determinar y cuantificar tetraciclina en medio acuoso con el electrodo modificado.



CAPITULO I
ESTUDIO DE ESTABILIDAD Y DETERMINACION DE CONSTANTES DE ACIDEZ

DE TETRACICLINA EN MEDIO ACUOSO



Capitulo | Estudio de estabilidad y determinacion de constantes de acidez

de tetraciclina en medio acuoso

1.1 Antecedentes

En la literatura se reporta que la estabilidad de la molécula de tetraciclina (Tc) en solucion
acuosa y no acuosa es afectada por diversos factores como el ambiente quimico y condiciones de
almacenamiento, figura 1.1. Factores como la temperatura y la exposicion prolongada a la luz
aumentan el porcentaje y velocidad de degradacion de Tc en solucion acuosa. La Tc es sensible al
pH, por tanto, su estabilidad puede variar con los cambios en la acidez o alcalinidad de la
solucién [19-21]. Ademaés, se ha reportado que la Tc en solucion acuosa presenta menor

inestabilidad a valores de pH ligeramente alcalinos [22].

NH,

Figura 1.1. Posibles sitios de degradacion de Tc por distintos factores marcados en la imagen [20].

Las propiedades acido-base de las moléculas resultan importantes en el comportamiento
quimico influyendo en la capacidad para la interaccion del analito con otras especies. En esta
tesitura, la Tc presenta grupos funcionales &cidos (-OH, -NH2 y -C=0), dandole propiedades acido-
base. La molecula de Tc presenta siete posibles zonas de desprotonacion (cuadros rojos de la figura

1.2), sin embargo, en la literatura se reportan tres valores de constantes de acidez experimentales



de 3.3, 7.4 y 9.3 [23], en estudios tedricos reportan la existencia de un cuarto valor de pKa en 12.4
[24, 25] y, unicamente se encuentra que Dictionary of Analitycal Reagents, 1993, reporta cinco
constantes de acidez con valores de 2.07, 6.84, 8.75, 10.27 y 14.45, sin reportar la metodologia
para su determinacion [26]. Dada la importancia de tener valores de constantes de acidez
confiables en este capitulo se presenta el estudio de estabilidad de tetraciclina asi como la
determinacion de sus constantes de acidez en medio acuoso mediante dos técnicas experimentales:

espectroscopia de absorcion de UV-Vis y electroforesis capilar de zona.

Figura 1.2. Férmula semidesarrollada de TcH4" sefialando las posibles zonas de desprotonacion
con cuadros rojos.

1.2 Reactivos

Tetraciclina grado analitico de la marca Sigma Aldrich (98-102 %), NaH2PO4 (Sigma
Aldrich, > 98 %), Na;HPO, (Sigma Aldrich, > 99 %), NasPO (Sigma Aldrich, 96 %), HsPO,
(Sigma Aldrich, 85 %), NaOH 1N (J. T. Baker), HCI 1 N (J. T. Baker), Acetona (Meyer, > 99.5
%) y agua desionizada purificada mediante el sistema de gradiente Millipore Milli-Q (18.2

MQ.cm, 25 °C) la cual fue burbujeada con N2 g comprimido (Praxair).



1.3 Equipo
Espectrofotémetro UV-Vis Perkin EImer Lambda 950 , con celdas de cuarzo de 10 mm de
longitud de paso dptico con dos paredes claras y dos esmeriladas. Bafio ultrasénico Branson

Ultrasonics 2800 para mantener la temperatura constante.

Potenciometro senslON PH31 Hach con un electrodo de vidrio combinado Hach 50 14 T

de Ag/AgCI [KCI, 3 M] de pH 0-14 (x 0.001) y con un rango de temperatura de -10 - 100 °C.

Equipo de electroforesis capilar PPACE MDQ Beckman Coulter con un arreglo de diodos
con un capilar de silice fundida con una longitud total de 30 cm y didmetro de 75 um aplicando un

voltaje de 20 kV a 25 °C.

1.4 Metodologia

El estudio por espectroscopia de absorcion de UV-Vis para la determinacion de las
constantes de acidez de Tc en medio acuoso se lleva a cabo de manera puntual. Se imponen valores
de pH entre 1.613 + 0.001 - 13.005 £ 0.001 (sesenta y dos valores de pH) con sales de fosfato
ajustando el pH con NaOH y HCI. Fuerza idnica constante de 0.1 M y temperatura constante de
25 °C en atmdsfera inerte (N2 (g)). El intervalo de estudio para cada espectro de absorcién de

UV-Vis es de 200 - 500 nm.

Para el célculo de las constantes de acidez se utiliza el programa computacional Stability

Quotients from Absorbance Data (SQUAD) [9]. Para mas detalles sobre SQUAD ver anexo 1.



10

15 Resultados

En la figura 1.3a, se presenta la familia de espectros de absorcion de UV-Vis de Tc
0.043 mM a pH 1.056 donde es posible observar dos bandas de absorcién maxima en 262 nmy en
359 nm, ademas se aprecia la formacion de una tercera banda a 216 nm. Conforme incrementa el
tiempo en la solucidn, la banda en 216 nm incrementa en su absorbancia, este comportamiento
evidencia la inestabilidad de la solucion de Tc. A pH 5.102 se forman las bandas de absorcion
méaxima en 280 nmy 362 nm (ver figura 1.3b); ademas, es importante resaltar la formacién de un
nuevo hombro a 244 nm, mientras que en la banda de 223 nm se puede apreciar que conforme

incrementa el tiempo ésta también incrementa en su absorbancia.

08 H 1. 08 1 H 5.102
0.7 P 056 0.7 \ ZZ?Zm - t=16 min pH 5.10
0.6 0.6 \ I 362 nm
0.5 0.5 \ 244 nm W\
<04 <04 / \
0.3 0.3 \
0.2 02 \\
0.1 0.1 \
0+ + + + : + + + + ¥ . " { 0 4 + } + } + + + :\‘*". * i
200 250 300 350 400 450 500 200 250 300 350 400 450 500
A/ nm A/nm

Figura 1.3. Espectros de absorcion de UV-Vis de Tc 0.043 mM a diferentes tiempos de estudio
mostrados en la figura: a) pH 1.056 y b) pH 5.102.

A pH 8.523 los méaximos de absorcion se presentan en 278 nm y 362 nm y un hombro en
244 nm (figura 1.4a) y se aprecia un ligero aumento en la absorbancia en la banda de absorcion
de 362 nm conforme incrementa el tiempo en la solucion de Tc. Al incrementar a pH 10.004 (figura
1.4b) se presentan un corrimiento batocrémico e hipercromico obteniendo bandas de absorcion
méaxima en 271 nmy 380 nmy la presencia de un hombro a 250 nm. A este valor de pH es notable

el incremento de la absorbancia en funcién de los 16 minutos de estudio.
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08 10) pH 8.523 %8 Td) | pH 10.004
0.7 0.7 ‘ 380 nm
0.6 123 278nm gt=16min 552 0.6 \osonm " At=16min Ve
05 244 nm I: 0 min//‘\\ 05 I
<04 ! <04 v =0 mi;
03 03 \ /
0.2 0.2 N~
0.1 0.1
0+ —t— —t ——F—r— ( +——ttt ——— i
200 250 300 350 450 500 200 250 300 350 400 450 500
A/nm A/nm

Figura 1.4. Espectros de absorcion de UV-Vis de Tc 0.043 mM a diferentes tiempos de estudio
mostrados en la figura: a) pH 8.523 y b) pH 10.004.

Finalmente, a pH 13.000, las bandas de absorcién méximaa 271 nmy 383 nm junto con la

formacion de dos hombros a 250 nm y 289 nm tienen un comportamiento consistente con los otros

valores de pH. A partir de los espectros de absorcion de UV-Vis obtenidos se obtiene la gréafica de

A* = f(t), figura 1.5, donde se observa un comportamiento lineal que no es constante, es decir

presenta una pendiente distinta de cero, lo cual demuestra la inestabilidad de Tc en un lapso de

dieciséis minutos de estudio.

0.70

pH 1.056
0.65 IS ‘BH 10,004
0.60 ° o $ s . ¢ ¢ BH 13.000
0.55 .

,&050 pH 5.102
0.45 o o ° ° ¢ ¢ ¢ PH 8523
0.40
0.35
0.30 —+—+—+—"~+—+—+—+—+—+—+—+—+—+—+—+—+—+

O 2 4 6 8 10 12 14 16 18
t/ min

Figura 1.5. Gréfico A* = f(t) a pH 1.056 (216 nm), pH 5.102 (359 nm), pH 8.523 (360 nm),
pH 10.004 (379 nm) y pH 13.000 (250 nm).
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En la tabla 1.1, se muestran el porcentaje de degradacion de Tc (PD+c) a los distintos

valores de pH de estudio a partir de la ecuacion 1.

A
PDTcz( y f)*100% (1)

0

Se observa gque la molécula presenta un mayor porcentaje de descomposicion a pH 1.056 y 10.004,
sin embargo, en todos los estudios, se mostraron porcentajes de degradacion considerables a un
lapso de dieciséis minutos. Este comportamiento de descomposicidn es coherente con lo reportado
en la literatura [19-22] y se determina que la Tc en medio acuoso no es estable al menos en un

intervalo de dieciséis minutos.

Tabla 1.1. Porcentaje de degradacién de Tc (PD+c) en medio acuoso.

pH PDtcts pH PDtcts
1.056 25.879 £ 0.00038 10.004 19.437 £ 0.00051
5.102 2.380 + 0.0042 13.000 5.099 + 0.0019
8.523 4.771 £ 0.002

En consecuencia, con los resultados obtenidos, se lleva a cabo de manera puntual la
determinacion de las constantes de acidez de Tc en medio acuoso mediante espectroscopia de
absorcion de UV-Vis. En la figura 1.6 se muestra una familia de espectros de absorcion de UV-
Vis de Tc 0.05 mM a distintos valores de pH (1.631-13.005) donde es posible observar un
desplazamiento hipocrémico (figura 1.6a), mientras que a valores de pH mayores de 7.938 se
presenta un desplazamiento hipercromico. Es importante hacer notar la formacion de distintas
bandas de absorcidn en los espectros de absorcion de UV-Vis a los diferentes valores de pH lo que

es un indicativo de la formacion de distintas especies de Tc en solucion acuosa.
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Figura 1.6. Familia de espectros de absorcion de UV-Vis de Tc 0.05 mM a diferentes valores de
pH: a) 1.631- 6.550 y b) 7.938 -13.005.

En la figura 1.7 se muestran la familia de espectros de absorcion de UV-Vis de Tc a
diferentes valores de pH, de 1.631-13.005 donde se pueden apreciar puntos isosbésticos en

245 nm, 256 nm, 261 nm, 284 nm y 365 nm.

0.7 |

0.6 oy

0.5 4 e

0.4 \\ /, o
< 4 V.. v —7.856

0.3 ¥~

0.2 N

0.1

0 4 } } t } } } }
200 250 300 350

Al nm

Figura 1.7. Familia de espectros de absorcion de UV-Vis representativos de Tc 0.05 mM a
diferentes valores de pH.

Estos puntos isosbésticos indican que dos 0 mas especies en disolucion presentan el mismo
coeficiente de absortividad molar a una misma longitud de onda determinada lo cual puede

asociarse a la presencia de uno o mas equilibrios &cido-base y que pueden atribuirse a una 0 mas

constantes de acidez.
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A partir de los espectros de absorcion de UV-Vis de la figura 1.6 se grafica A = f(pH) a
tres longitudes de onda, ver figura 1.8, donde se puede observar cuatro puntos de inflexién
asociados a los valores de pKa para Tc. El primer punto de inflexion se puede observar alrededor
de pH 3, asi mismo, se aprecia un cambio de pendiente en pH 7 y pH 9. Finalmente, a pH 12 se

observa un cuarto punto de inflexion.

0.6 T A

T pi 1 _ = 272 nm
0.5 T .- ./ p|12 ® 254 nm
4 o © . = e 13
0.4 I t . pl 0i 4
<03 IR L
02 1 )
0.1 +

0 —t——t——
0 2 4 6 g8 10 12 14
A/nm

Figura 1.8. Gréfico A = f(pH) a diferentes longitudes de onda mostradas en la figura.

Para calcular los valores de las constantes de acidez de Tc se hace uso del programa
computacional SQUAD [27]. Como datos de entrada, se proponen los modelos de los equilibrios
de las constantes globales (ver ecuacion 1 a 4), los valores de pH (1.995-12.601) y la concentracion
para cada solucién de Tc; asi mismo se emplearon 4200 datos provenientes de los espectros de

absorcion de UV-Vis experimentales con un intervalo de longitud de onda de 234 a 433 nm.



Tc3™+ HY = TcH?*™
Tc3™ + 2HY = TcHj
Tc3~™ + 3HT = TcHjy

Tc3™ + 4HY = TcH}

logp=10.06

logp=18.06

logp=24.06

logp=27.06

15

)

@)

(4)

(®)

Como datos de salida SQUAD proporciona las constantes de formacion global (logf), los

coeficientes de absortividad molar, asi como la desviacion estandar total (oTot) Y €l parametro

estadistico U el cual es la suma de los cuadrados residuales entre los valores de absorbancia

tedricos y experimentales, ver tabla 1.2.

Tabla 1.2 Valores de constantes de formacion global de Tc 0.05 mM en solucidn acuosa

determinadas por SQUAD.

Equilibrios globales de Tc

logP + s

Tc3™ + 4HY = TcH}
Tc3™ + 3HY = TcH,
Tc3™ + 2HY = TcHy

Tc3~ 4+ HY = TcH?*"

31.752 £ 0.049

28.475 +0.045

21.078 £0.031

11.728 + 0.024

U =2352x10"1

STot = 8578x10_3

En la figura 1.9 se observa el gréafico de coeficientes de absortividad molar en funcién de

la longitud de onda para las distintas especies obtenidas por SQUAD.
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Figura 1.9. Coeficientes de absortividad molar de las diferentes especies de Tc en solucién acuosa
determinadas a partir del programa computacional SQUAD.

En la tabla 1.3 se presenta los valores de los coeficientes de absortividad molar para las

longitudes de onda representativas de los distintos valores de pH.

Tabla 1.3. Coeficientes de absortividad molar a distintos valores de pH para longitudes de onda

representativas de los espectros de absorcion de UV-Vis.

¢/ M1lcm?
A
pH 1.995 4.045 7.856 10.509 12.818
TcH4* TcHs TcH2 TcH? Tcs
246 5528.2 5582.2 5827.6 7353.5 7493.8
269 5907.9 6935.2 7415.4 10120.0 7702.5
276 5411.3 6766.4 7882.8 9455.3 7088.6
356 4946.3 6282.6 7202.9 7404.2 6260.0
364 5864.7 6803.8 6938.6 7088.5 7409.4

381 6796.2 5979.6 3961.6 4112.9 8420.2
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A partir de los coeficientes de absortividad molar resultantes del programa computacional
es posible obtener los espectros de absorcién simulados aplicando la ley de Lambert-Beer

(ecuacion 6).

A%ot = g%otcol ( 6 )

Donde A%, representa la absorbancia total de la solucion a una longitud de onda dada, £,
es el coeficiente de absortividad molar total a una longitud de onda dada, C, es la concentracion
de la solucién y [ es la longitud de paso Optico de la celda.

En la figura 1.10 se muestran los espectros de absorcion de UV-Vis simulados a partir de
los coeficientes de absortividad molar (linea continua) comparados con los espectros de
absorbancia de UV-Vis experimentalmente (marcadores), donde es posible apreciar el ajuste entre
ellos, lo cual es un indicativo de la confiabilidad de los valores de constantes de acidez obtenidos
a partir del programa computacional SQUAD.

06 T

pH 1.995

05 +
0.4 T

pH 4.045 pH 12.601

it

% pH 10.509

pH 7.856

<0.3 -
0.2 -
0.1 -
0.0

230 280 330 380 430
A/ nm

Figura 1.10. Espectros de absorcion UV-Vis simulados a partir de los datos obtenidos con
SQUAD (linea continua) comparados con los espectros de absorcion de UV-Vis experimentales
(marcadores) para Tc a distintos valores de pH mostrados en la figura.
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A partir de los datos obtenidos se determinan cuatro equilibrios &cido-base para Tc en
solucion acuosa con valores de pKa: = (3.277 = 0.067), pKa, = (7.397 + 0.055),
pKaz = (9.349 £ 0.039) y pKas = (11.278 £ 0.024). Finalmente, con la informacion obtenida se

genera el diagrama de fraccion molar en funcién del pH junto con el diagrama de zonas de

predominio lineal para cada especie de Tc en solucion acuosa [28, 29], ver anexo 2.

En la figura 1.11 se muestra el diagrama de fraccion molar junto con el diagrama de

zonas de predominio en funcién de pH para Tc en medio acuoso.

= 1 TeH/ TcH, | TcH?Z Tc*

00 20 40 6.0 80 10.0 120 14.0

OH O OH O o OH O OH O o OH O OH O o OH O o o o o o o o o
OH OH OH OH OH
o OH g OH o~ (o g o~
OH N+ OH oH N OH Oon
SHN - N ~ - N ~ PN PN

Figura 1.11. a) Diagrama de fraccion molar para Tc y b) Diagrama de zonas de predominio lineal
en funcion de pH para Tc.
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En la literatura se encuentran reportados diversos mecanismos de disociacion de TcH4™, en
un intervalo entre 3.46 a 7.39 en la escala de pH la especie predominante es en forma zwitteridnica
[30], sin embargo, como se puede apreciar en el esquema 1.1, el protén con propiedades acidas es
el que se encuentra en el grupo dietilamino del C-4 dando lugar a la especie neutra, TcHs. La
siguiente desprotonacion de la especie TcHz se da en el grupo hidroxilo acido enlazado al C-3
dando lugar a la especie mono-aniénica de Tc. Las ultimas ionizaciones se encuentran en los
grupos hidroxilo enlazados al C-12 y C-10 consecutivamente dando lugar a las especies de

tetraciclina, TcH? y Tc® respectivamente.

Esquema 1.1. Mecanismo de desprotonacion para TcHa4™.

Implementando un algoritmo de t de Student a un nivel de confianza del 95 % se lleva a
cabo la comparacion de los valores de las constantes de acidez de Tc determinadas en este trabajo
con las reportadas en la literatura y se determina que existe una diferencia significativa respecto a
los valores reportados en la referencia 7, sin embargo, con respecto a los valores reportados en las

referencias 4 y 6 no existe una diferencia significativa (ver tabla 1.4).



Tabla 1.4. Compendio de valores de constantes de acidez determinadas en este trabajo por

espectroscopia de absorcion de UV-Visy ECZ y las reportadas en la literatura.

pKa [22] [24] [25] Este trabajo

pKai 3.30 £ N.R. 3.46 £ N.R. 2.07 £ N.R. 3.277 £ 0.066
pKaz 7.40 £ N.R. 7.39 £ N.R. 6.84 £ N.R. 7.397 £ 0.055
pKas 9.30 £ N.R. 9.59 + N.R. 8.75 = N.R. 9.349 £ 0.039
pKas - 12.1 £+ N.R. 10.27 £+ N.R. 11.278 £ 0.024
pKas - s 1445+ N.R.  -----mm-

20

N. R. =No reportado

Con la finalidad de corroborar el predominio y la carga de las especies de Tc que se
proponen en los equilibrios de acidez planteados en este trabajo, se hace uso de la técnica de
electroforesis capilar de zona (ECZ), la cual permite separar analitos con carga en funcion de su
movilidad en un campo eléctrico aplicado. Se aplica un voltaje a través del capilar implementando
dos electrodos en los extremos del mismo y, en consecuencia, el campo eléctrico promueve el
desplazamiento de las moléculas cargadas hacia el electrodo opuesto. Es importante destacar que
a valores de pH mayores que cinco se emplea un marcador el cual tendra una movilidad constante
a través del valor de pH con la finalidad de optimizar la separacién y movilidad de estos [31-33].

En la figura 1.12 se muestra el electroferograma de Tc a pH 2, donde es posible apreciar la
existencia de una sefial posterior a cuatro minutos y dado que a este valor de pH no existe flujo
electroosmdtico, la movilidad se debe Gnicamente a la carga de la especie como consecuencia de
la polaridad impuesta al capilar, la cual se lleva del catodo al anodo, por lo que la sefial se asocia

a la especie TcH4™.
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Figura 1.12. Electroferograma de Tc 50 mM a pH:2.

A valores mayores de pH 4.000 se hace uso de acetona como marcador de movilidad del
flujo electroosmatico y es posible observar el efecto de las cargas de las distintas especies de Tc.
En la figura 1.13a se muestra el electroferograma a pH 4.192; en linea continua la sefial de Tc, en
linea punteada la sefial del marcador y es posible apreciar que la sefial de la Tc se ubica unos
segundos antes que la sefial del marcador, esto se debe a que aun existe una fraccion de la especie
TcH4™ (véase figura 1.11a) coexistiendo con la especie TcHs. A pH 4.989 la especie predominante
es TcHs (neutra), por tal motivo la sefial de la Tc se observa acoplada a la sefial del marcador (ver
figura 1.13b). En la figura 1.13c y 1.13d se muestran los electroferogramas a pH 5.903 y pH 6.885
respectivamente; donde existe un desplazamiento de la fraccién de la especie neutra hacia la
especie mono-anidnica dado que la sefial de la Tc se observa a tiempos posteriores de la sefial del

marcador.
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Figura 1.13. Electroferogramas de Tc 50 mM (linea continua) y de acetona (linea punteada) a

distintos valores de pH: a) 4.192, b) 4.989, c) 5.903 y d) 6.885.

En la figura 1.14 se presentan los electroferogramas de Tc 50 mM para valores de pH 6.885

a 10.964. Las especies predominantes, segun el diagrama de fraccion molar, son de naturaleza

anionica, esto se corrobora ya que la sefial de Tc (linea continua) se presenta en un tiempo posterior

a la sefial del marcador (linea punteada). Ademas, se muestra un desplazamiento en el tiempo para

la sefial de Tc conforme incrementa el valor de pH esto se asocia al cambio de especies

mono-anidnica a dianiodnica.
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Figura 1.14. Electroferogramas de Tc 50 mM (linea continua) a distintos valores de pH mostrados
en la figura y acetona (linea punteada).

A partir de los electroferogramas obtenidos de Tc y acetona se obtienen los tiempos de
migracion para las diferentes especies, con esta informacion es posible calcular la movilidad

electroforética efectiva (ueff), ecuacion 7.

_ Lrlesy
u =Tl ™

Donde Lt es la longitud total del capilar; Less es la longitud al detector (o longitud efectiva);

V es la magnitud del campo eléctrico aplicado y tm es el tiempo de migracién del analito.

ParapH 2.065y 3.151, u = u,ff, debido a que no hay influencia del flujo electroosmético.

Sin embargo, para valores mayores a pH 4.191 las movilidades calculadas a partir de la ecuacion

6, son movilidades electroforéticas aparentes (uapp) debido a que se tiene que considerar la
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contribucion del efecto del flujo electroosmotico, Ueor, y finalmente, calcular la uess para cada valor

de pH, ecuacion 8.

Uerf = Ugpp — Ueof (8)

En la tabla 1.5 se muestran los valores uest calculados para cada pH. Se espera que el valor
de la movilidad aumente de manera proporcional a la carga de la especie, es decir, la uer de la
especie dianionica sea el doble de la uesr de la especie mono-anionica. Se puede apreciar que la Uest
a pH 10.964 supera el doble del valor de la uert para pH 7.902, lo que indica que estamos pasando

de la especie mono-anionica a la dianidnica y trianionica.

Tabla 1.5. Movilidades electroforéticas efectivas (Uef) para Tc a diferentes valores de pH.

pH Uett / m?V-1st pH Uerr / M?V-1s1
2.065 = 0.001 1.14 x 1078 6.885 = 0.001 -1.72x 10°
3.151 £ 0.001 1.08 x 1078 7.902 £ 0.001 -4.63 x 10
4.192 + 0.001 3.92x 1010 9.099 = 0.001 -6.99 x 10°°
4.989 = 0.001 3.94 x 1010 10.184 + 0.001 -6.90 x 10
5.903 + 0.001 -1.22 x10° 10.964 + 0.001 -1.05x 108

A partir de los valores de la movilidad electroforética efectiva obtenidos para cada sistema
de Tc, es posible obtener u.rr = f(pH), figura 1.15. donde se observa que las movilidades
mayores que cero corresponden a la especie TcH4* mientras que las movilidades cercanas a cero
se asocian a la especie neutra y finalmente los valores de u,rr menores a cero estan asociadas a
las especies anidnicas de Tc, lo que resulta consistente con la especiacion propuesta de Tc en el
esquema 1.1. Este comportamiento se debe a que la movilidad electroforética efectiva es un

promedio ponderado de las especies presentes para la Tc en cada valor de pH [13].
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Figura 1.15. Grafico u.sf = f(pH) para Tc. La linea punteada marca el valor u,¢r = 0.

El equipo de ECZ también proporciona los espectros de absorcion de UV-Vis. La figura
1.16 muestra los espectros de absorcion de UV-Vis de Tc 50 mM para diferentes valores de pH:
a) 2.065, b) 4.989, c) 7.902 y d) 10.184, donde es posible observar las bandas de absorcion
caracteristicas de Tc a las mismas longitudes de onda que se obtuvieron con el equipo de

espectrofotometria de absorcion de UV-Vis.
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Figura 1.16. Espectros de absorcion de UV-Vis de Tc 50 mM obtenidos por ECZ a diferentes
valores de pH mostrados en la figura.

1.6 Conclusiones

Se determind que la molécula de tetraciclina en medio acuso presenta porcentajes de
degradacion al 104 % a distintos valores de pH demostrando su inestabilidad en un lapso de 16
minutos. El estudio a partir de dos técnicas experimentales diferentes permite formar un enfoque
integral para la determinacion precisa de las constantes de acidez de la Tc. Por medio de la técnica
de espectroscopia de absorcion de UV-Visy el programa computacional SQUAD se determinaron
cuatro constantes de acidez de tetraciclina en medio acuoso: pKay = (3.277 £ 0.067), pKaz = (7.397
+ 0.055), pKaz = (9.349 £ 0.039) y pKas = (11.278 +£ 0.024) y, a partir del estudio de electroforesis
capilar de zona se corrobor6 el predominio de las cinco especies de tetraciclina (TcH4", TcHs,

TcHy, TcH* y Tc).
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Capitulo 11 Sintesis y caracterizacion de nanoestrellas de oro y su

funcionalizacion con p-CD

2.1 Antecedentes

Las nanoestrellas de oro (AuNE) son materiales con estructura anisotropica similar a una
estrella tridimensional con un tamafio que oscila entre 2 nm y 100 nm [34]. Estas nanoestructuras
presentan propiedades Opticas particulares debido a su geometria, ademas, dependiendo de su
tamario y forma tienen distintas propiedades. Una caracteristica distintiva es la presencia de puntas
afiladas en la estructura, lo que mejora su capacidad para capturar luz y su interaccion con campos
electromagnéticos [35]. Las AUNE han demostrado ser prometedoras en diversas aplicaciones
como la deteccién biomolecular, la terapia fototérmica y la mejora de metodologias para la

determinacion de analitos [36-38].

Por otra parte, la B-ciclodextrina (B-CD) es un oligosacérido ciclico compuesto por siete
unidades de glucosa formando una estructura toroidal tridimensional (figura 2.1) [39, 40]. Esta
estructura confiere la capacidad de formar inclusiones con moléculas hidrofilicas, encapsulandolas
en su cavidad hidrofobica. Este fenémeno de inclusion proporciona ventajas en diversas
aplicaciones, como la mejora de la solubilidad y la estabilidad de compuestos poco solubles en

agua [41].

wu 6.0

Figura 2.1. Molécula de B-CD: a) Formula semidesarrollada y b) estructura geométrica.
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La B-CD se utiliza ampliamente en la industria farmacéutica, alimentaria y cosmética, asi
como en la formulacion de productos para mejorar la liberacion controlada de sustancias. Su
versatilidad también se extiende a la nanotecnologia y la quimica supramolecular, donde se utiliza

para la construccion de sistemas supramoleculares y la funcionalizacion de nanomateriales [42].

Debido a las caracteristicas de estos compuestos, es posible disefiar complejos
supramoleculares plasmonicos entre AuNE y B-CD, donde la AuNE infiere orientacion a la
ciclodextrina y aumenta la capacidad de encapsular analitos en su cavidad. La interaccién
supramolecular resultante de la funcionalizacién de la AuNE con B-CD podria estabilizar y
modificar propiedades de distintos analitos. En este capitulo, se aborda el estudio de la

caracterizacion de la sintesis de AuNE y su interaccion con B-CD.

2.2 Reactivos

Los reactivos utilizados son de grado analitico, las soluciones se preparan con agua
desionizada purificada mediante el sistema de gradiente Millipore Milli-Q (18.2 MQ.cm, 25 °C).
NH.OHHC1 (J. T. Baker, 993 %), NaOH 1 N (J. T. Baker), HAuCIls3H20
(Sigma Aldrich, > 99.9 %), NaOH 1IN (J. T. Baker), HCI 1IN (J.T. Baker), B-ciclodextrina

(Sigma Aldrich > 97 %).

2.3 Equipo
Espectrofotémetro UV-Vis Perkin ElImer Lambda 950, con celdas de cuarzo de 10 mm de
longitud de paso dptico con dos paredes claras y dos esmeriladas. Bafio ultrasénico Branson

Ultrasonics 2800 para mantener la temperatura constante.

Microscopio electrénico de barrido de alta resolucion y de alto vacio (HRSEM) con porta

especimenes de aluminio y filamento de emisién de campo tipo Schottky (FEG por sus siglas en
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inglés), con doble haz modelo Nova-200 Nanolab con un rango de amplificacion de 30x a
1,250,000x y con una resolucion de hasta 1.1 nanometros. Acoplado a un Espectrometro de

Energia Dispersiva de Rayos-x (EDS).

Microscopio electronico de transmision de alta resolucion (HRTEM por sus siglas en
inglés) TITAN80-300 con rejilla de cobre de 3 milimetros de diametro, filamento de emision de
campo tipo Schottky con voltaje de aceleracion de 300 KV y resolucion de 0.085 nm, acoplado a
EDS. Las imégenes digitales HRTEM se obtienen utilizando una cadmara CCD vy Digital

Micrograph Software de GATAN.

2.4 Metodologia

La sintesis de las nanoestrellas de oro se basa en la metodologia de un solo paso reportada
por Minati et al bajo condiciones anhidras y temperatura constante [43], poniendo en agitacion
agua'y NH.OH 100 mM durante un minuto; se afiade NaOH 1 N para llevar a pH=11-12 y posterior
a un minuto de agitacion rigurosa se afiade una alicuota de HAuCl4*3H.O para tener una
concentracion final 10 mM de la sal de oro, terminando con la agitacion, se mantiene en reposo
durante ocho horas. Finalmente, para la formacion de la supramolécula plasmoénica, las AUNE se
activan durante diez minutos por ultrasonido y se funcionalizan con B-CD durante seis minutos

por el mismo método.

Las muestras de HRSEM se colocan en la superficie de un porta especimenes de aluminio.
Las muestras de HRTEM se depositan con una pipeta algunas gotas de la muestra sobre una rejilla
de cobre de 3 milimetros de diametro, previamente cubiertas con una pelicula de formvar y otra

de carbén amorfo, transparentes a los electrones.



31

2.5 Resultados

El método de sintesis implementado es el definido como bottom-up de fase liquida que se
basa en el ensamblaje de atomos en estructuras de mayor tamafio (2 - 100 nm) [44]. Se inicia la
sintesis con una solucion acuosa de NH>OH de pH 11 — 12, se afiade la sal de oro y al mezclar la
solucion se torna a un color azul profundo. La reaccion quimica del proceso de sintesis de las
AUNE se muestra en la ecuacion 1, donde se puede observar la reduccion de Au*™ a Aul y asi, la

formacion de las nanoestrellas de oro.
2HAu?*Cl, + 6NH,0H — 2Au® + 8HCI + 3N, + 6H,0 (1)

El producto obtenido de la sintesis se caracteriza por espectroscopia de absorcion de
UV-Vis, figura 2.2, donde muestra una banda ancha entre 500 nm y 800 nm con una absorbancia
méaxima en 611 nm lo cual es indicativo de que el material absorbe en el naranja-rojizo emitiendo
en el azul, color caracteristico de la solucion de las AUNE. Esta banda resulta caracteristica de la
formacion de AuNE por su estructura anisotropica y heterogénea que se asocia a las puntas
alargadas que las estructuras presentan [45]. Estas caracteristicas estructurales reflejan que las
resonancias observadas en 611 nm se pueden asignar a modos de plasmén dipolar y en el maximo
de absorbancia se encuentra el modo de plasmon multipolar el cual es un fendmeno 6ptico
relacionado a la excitacion de oscilaciones colectivas de electrones en superficie de metales nobles
y se presentan cuando la frecuencia de luz incidente coincide con la frecuencia natural de
oscilacion de los electrones libres en la superficie del metal [46, 47]. Ademas, existen dos bandas
a 291 nmy 364 nm asociadas a una resonancia ancha transversal debido a estructuras que pueden
ser formaciones en punta o semiesferas no formadas completamente como nanoestrellas y es

posible que el nucleo esféerico contribuya al espectro general [48].
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Figura 2.2. Espectro de absorcion de UV-Vis de AuNE.

Con la finalidad de elucidar la morfologia y composicion del producto sintetizado,

se caracteriza por HRSEM. En las figuras 2.3a y 2.3b se muestran las microscopias de la muestra

donde se puede observar estructuras con geometria estrellada distribuidas por toda el area de

estudio y en algunas zonas aglomeradas manteniendo una monodispersidad entre 10 a 15 nm. Es

importante mencionar que existe heterogeneidad estructural en ciertas zonas de estudio en

nanoestructuras con una geometria esférica amorfa asociadas a las bandas a 291 nm y 364 nm

observadas por espectroscopia de absorcion de UV-Vis.

Figura 2.3. Micrografias de HRSEM de AuNE con magnitud: a) 100,000x y b) 120,000x.
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En las imagenes de la caracterizacion por HRTEM, figura 2.4a, se observan las AUNE con
una mejor definicion morfolégica y mayor monodispersidad a comparacion del estudio por
HRSEM (figura 2.3) con una distribucion de tamafios de 10 a 15 nm. En la figura 2.4b se observa
un mapeo quimico global de las nanoestructuras donde es posible observar la presencia de oro en

color rosa como composiciéon de AuNE.
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Figura 2.4. a) Micrografias de HRTEM de AuNE y b) Mapeo composicional global por EDS de
AuNE.

En la figura 2.5 se muestra el mapeo elemental por cada componente quimico, a) Au (oro),
b) Cl (cloro), ¢) Na (sodio) y d) O (oxigeno) correspondiente a la muestra de AuNE, el cual, junto
al estudio de EDS se confirma la presencia de oro como componente principal de las
nanoestructuras y la presencia de Cl y Na se asocian a la sintesis de AUNE por HAuUCIO4y NaCl

como reactivos.

Figura 2.5. Mapeo composicional por EDS de AuNE a) Au, b) CI, ¢) Nay d) O.
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Para observar la morfologia de las nanoestructuras funcionalizadas con B-CD
(AUuNE*B-CD) se caracteriza por HRSEM. En las figuras 2.6a y 2.6b se puede observar que al
funcionalizar las AUNE con el oligosacarido hay cambios significativos en la morfologia del
nanomaterial; existe aglomeraciones alrededor de las hanoestructuras que no estaban presentes sin
la funcionalizacién. Ademas, es posible observar una baja monodispersion de AuNE+B-CD, sin
embargo, mantienen una estructura estrellada tridimensional con distintos nimeros y forma de
picos. Por lo anterior se confirma el cambio de estructura superficial de las AUNE en presencia de
B-CD. En lafigura 2.6¢ se puede apreciar un aumento del tamafio de la nanoestructura en un rango

de 23 - 35 nm asociado a la funcionalizacién de las AUNE con la ciclodextrina.

Figura 2.6. Micrografias de HRSEM de AuNE<p-CD a distintas resoluciones a) 2 um,
b) 500nm y 100,000x y ¢) 500 nm y 200,000x incluida la medida de las nanoparticulas en color
verde.

En las imagenes de la figura 2.7 se presenta la caracterizacion por HRTEM en la cual se
puede observar la estructura de AuNE+B-CD con una mejor definicion morfologica y mayor
monodispersidad a comparacién del estudio por HRSEM con una distribucién de tamafios de 23 a

35 nm. En la figura 2.7b se presenta un mapeo quimico global de las nanoestructuras donde es
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posible observar la presencia de oro, oxigeno y carbono como composicion predominante de las

nanoestructuras.
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Figura 2.7. a) Micrografiade HRTEM de AuNE«B-CD y b) Mapeo composicional global por EDS
de AUNE+B-CD.

Con la finalidad de conocer la composicion quimica de las AUNE+B-CD se lleva acabo un
mapeo quimico por EDS (figura 2.8) donde es posible observar la presencia significativa de
carbono y oxigeno en la muestra asociado a la estructura de la B-CD, los cuales estructuralmente

se encuentra alrededor de AuNE.

c

AUNEBCD 500 nm AUNEBCD - -
MAG: 50.0kx _ HV: 200 KV MAG: 50.0kx * HV:

Figura 2.8. Mapeo composicional por EDS de AuNE+B-CD a) Au, b) Cyc) O.
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En el esquema 2.1, se propone un modelo de la sintesis y funcionalizacion de AuNE con

B-CD.
NaOH (o
NH,OH + HAUCI, —p —_—
AUNE
& B-CD

Esquema 2.1. Modelo de la formacion de la supramolécula AUNE«B-CD.

Es importante destacar que, basandose en lo reportado en la literatura, estas estructuras
nanomeétricas estan clasificadas como materiales inorganicos artificiales por su naturaleza, ademas,
dentro de la clasificacion dimensional, tanto AUNE como AuNE«B-CD son de clasificacion 0D
debido a que las tres dimensiones que presentan estan dentro del rango nanomeétrico,
(X, Yy, 2) <100 nm. Sin embargo, dentro de la subclasificacion, las AUNE son del tipo 0DO debido
a que son matrices de particulas uniformes y las AUNE+B-CD se clasifican como nanomateriales
del tipo 0DO0O0 al considerarse matrices de particulas heterogéneas debido a la funcionalizacion con

la B-CD [49].
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2.6 Conclusiones

Se obtiene la formacion de nanoestructuras de oro con geometria estrellada y su
funcionalizacion con B-CD, partiendo de una ruta sintética de un solo paso respetando los
principios que marca la quimica verde [50] evitando el uso de agentes reductores que generalmente
son implementados en la sintesis de este tipo de nanomateriales. Se lleva a cabo la caracterizacion
por espectroscopia de absorcion de UV-Vis 'y por microscopias HRSEM y HRTEM junto con EDS
donde se corrobora la geometria estrellada para AUNE y AuNE«B-CD, ademas, en esta Ultima se
observan estructuras aglomeradas observando la presencia de carbono y oxigeno alrededor de las

estructuras de oro que se asocian a la presencia de la ciclodextrina.
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Capitulo 111 Estudio de interaccion de AuNE<B-CD con tetraciclina

3.1 Antecedentes

La quimica supramolecular se enfoca en el estudio de sistemas quimicos complejos méas
alla de moléculas individuales como estructuras o productos resultantes de la interaccion no
covalente de estructuras moleculares mas grandes. Estos sistemas complejos generalmente se
acoplan de forma esponténea a través de un ensamblaje, donde las moléculas forman estructuras
méas grandes [51]. Dentro de la quimica supramolecular, los complejos de inclusion son
compuestos moleculares donde una molécula (anfitrion) envuelve espacialmente a otra (huésped),

ver figura 3.1.

> a O

Anfitrion Huésped Complejo de inclusién

Figura 3.1. Esquema de la formacion de un complejo de inclusion entre una molécula anfitrion y
una molécula huésped.

La molécula huésped se sitta dentro de la cavidad de la molécula anfitrién sin alterar de
manera significativa la estructura o tamafio de la cavidad. Los compuestos de inclusion resultantes
se clasifican como complejos "anfitrion-huésped™ y, para que se establezca esta relacion, los sitios
de unién de ambas moléculas deben tener una disposicion estereoelectrénica complementaria de
los sitios de union, es decir que las orientaciones de los grupos funcionales de ambas especies
deben ser compatibles para permitir una interaccién idénea. Cabe resaltar que la formacion del

complejo esta asociada a la disminucién en la energia libre de Gibbs lo que infiere que el complejo
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es mas estable [52, 53]. En este capitulo se presenta el estudio de interaccion de AUNE+B-CD con

Tc mediante espectroscopia de absorciéon de UV-Vis.

3.2 Reactivos

NH.OH-HC1 (J. T. Baker, 99.3 %), NaOH 1 N (J. T. Baker), HAuCls*3H20O
(Sigma Aldrich, > 99.9 %), NaOH 1IN (J. T. Baker), HCI 1IN (J.T. Baker), B-ciclodextrina
(Sigma Aldrich > 97 %), tetraciclina grado analitico de la marca Sigma Aldrich (98-102 %),
NaH2PO, (Sigma Aldrich, > 98 %), H3PO4 (Sigma Aldrich, 85 %), NaOH 1N (J. T. Baker), HCI
1 N (J. T. Baker), y agua desionizada purificada mediante el sistema de gradiente Millipore Milli-

Q (18.2 MQ.cm, 25 °C) la cual fue burbujeada con N> gy comprimido (Praxair).

3.3 Equipo
Espectrofotémetro UV-Vis Perkin ElImer Lambda 950, con celdas de cuarzo de 10 mm de
longitud de paso Optico con dos paredes claras y dos esmeriladas. Bafio ultrasénico Branson

Ultrasonics 2800 para mantener la temperatura constante.

Potenciometro senslON PH31 Hach con un electrodo de vidrio combinado Hach 50 14 T

de Ag/AgClI [KCI, 3 M] de pH 0-14 (x 0.001) y con un rango de temperatura de -10 - 100 °C.

3.4 Metodologia

La sintesis de las nanoestrellas de oro se basa en la metodologia de un solo paso reportada
por Minati et al bajo condiciones anhidras y temperatura constante [43], poniendo en agitacion
agua'y NH>OH 100 mM durante un minuto; se aflade NaOH 1 N para llevar apH=11-12 y posterior
a un minuto de agitacion rigurosa se afiade una alicuota de HAuUCI4+3H,O para tener una
concentracion final 10 mM de la sal de oro, terminando con la agitacidn, se mantiene en reposo

durante ocho horas. Finalmente, para la formacion de la supramolécula plasmonica, las AUNE se
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activan durante diez minutos por ultrasonido y se funcionalizan con B-CD durante seis minutos

por el mismo método.

3.5 Resultados

En la figura 3.2, se muestra la familia de espectros de absorcion de UV-Vis de
Tc 0.043 mM y a pH 1.045 (TcH4™), en presencia de diferentes concentraciones de AuNE<B-CD
mostradas en la figura. En linea punteada se presenta el espectro de absorcion tipico de TcH4" en
ausencia de AuNE<B-CD a pH 1.045. Cabe resaltar que la banda a 216 nm tiende a desvanecerse
a medida que se incrementa la concentracion de AuNE<B-CD. Ademas, se aprecia un efecto

hipercromico en los maximos de absorcion a 262 nmy 359 nm.

0.6
0.5
0.4
<0.3
0.2
0.1

0.13 mM AuNE«B-CD
0 mM AuNE-B-CD

Figura 3.2. Familia de espectros de absorcion de UV-Vis de TcH4" 2.48 x 10° M pH 1.045 a
diferentes concentraciones de AuNE+B-CD en linea continuay TcH4" en ausencia de AuNE+B-CD
en linea punteada.

Es importante resaltar que el espectro de AuNE+B-CD no contribuye significativamente a
la absorbancia en el rango de 200 a 500 nm, por lo tanto, los cambios observados en el espectro de

absorcion de TcH4" pueden considerarse como un indicativo de la posible formacién del complejo
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entre la molécula de TcH4" y AuNE<B-CD. La banda localizada en 216 nm se asocia a la transicion
electrénica del grupo N(CHa)z2, la ausencia de esta banda cuando TcH4* se encuentra en presencia
de AuNE<B-CD, puede ser asociada a la interaccion de las AuNE<B-CD con el grupo NHz o el
grupo N(CHs), de TcH4* formandose el complejo de inclusion. Este tipo de complejos se asocia a
la rama de la quimica anfitridn-huésped. En la figura 3.3 se presenta una propuesta de la posible

interaccion entre la supramolécula plasménicay TcH4".

Figura 3.3. Modelo molecular del complejo de inclusion AuNE«B-CD-Tc.

Este enfoque de formacidn de complejos supramoleculares utilizando nanoestructuras de
oro y B-ciclodextrina puede representar una estrategia efectiva para mejorar la estabilidad de la
tetraciclina en medios acuosos, lo cual es de gran relevancia en el desarrollo de aplicaciones
biomédicas y farmacoldgicas. En este sentido, finalmente, se lleva a cabo el estudio de estabilidad
de Tc en solucion acuosa en presencia de AuNE«B-CD. En la figura 3.4, se presentan los espectros
de absorcion de UV-Vis de Tc 0.043 mM en presencia de AuNE«B-CD a diferentes valores de pH:

a) pH 1.056 y b) pH 8.505, en un intervalo de 0 a 16 minutos. A pH 1.056, TcH4", se observa que
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las dos bandas maximas de absorcion a 262 nm y 359 nm permanecen constantes a lo largo del
tiempo. El espectro de UV-Vis a pH 8.505, TcH2™ en presencia de AuNE<B-CD no muestra la

formacion del hombro en 244 nm tipico de TcH2™ en ausencia de AuNE«B-CD (ver figura 3.4b).

0.8 271nm 0.8 |
o7 12 pH1056 7 b)| pH 8.505
0.6 0.6 \\ J—
0.5 0.5 \ A w55
<04 <04 V\/\
0.3 0.3 \
0.2 0.2 \
0.1 0.1 N

o +—+—F———+—+—+—F—+—+—+— o +—+——+—+—+—+—+— :M:
200 250 300 350 400 450 500 200 250 300 350 400 450 500
A/ nm A/ nm

Figura 3.4. Familia de espectros de absorcion de UV-Vis de Tc 0.043 mM en presencia de
AuNE-B-CD 0.0398 mM para valores de a) pH 1.056, b) pH 8.505.

Finalmente, a partir de los espectros de absorcion obtenidos en la figura 3.4 se obtiene el
grafico A* = f(t) para valores de pH 1.056, 8.505 y 10.043 donde se aprecia una tendencia
constante, mostrando la estabilidad del antibi6tico para las distintas especies de Tc en presencia

de AuNE-B-CD (ver figura 3.5).
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Figura 3.5. Gréfico A* = f(t) apH 1.056 (269 nm), pH 8.505 (363 nm) y pH 10.043 (293 nm).



44

Finalmente, en la tabla 3.1, se muestra el porcentaje de degradacion de Tc (PD+c) en
ausencia de AuNE<B-CD comparado con el porcentaje de degradacion de Tc en presencia de

AUNE-B-CD, donde es evidente la estabilidad conferida debido a AUNE«B-CD.

Tabla 3.1. Porcentaje de degradacion de Tc en medio acuoso en ausencia y presencia de

AUNE-«B-CD.
PDrc
pH
Enausenciade En presencia de
AuNE<g-CD AuNE<g-CD
1.056 25.879 0.002
8.505 4.771 0.002
10.043 19.437 0.001
3.6 Conclusiones

Se lleva a cabo el estudio de interaccion de TcH4" con AuNE«B-CD por espectroscopia de
absorcién de UV-Vis observando un desplazamiento hipercromico en las bandas de absorcion
méaxima y la ausencia de bandas de absorcidn presentes en el espectro de Tc sin AuNE<B-CD. Este
comportamiento en los espectros de absorcion de UV-Vis son asociados a la inclusion entre
AuNE+B-CD y TcH4". Finalmente, con el objetivo de inducir estabilidad al antibidtico se propone
la presencia de AuNE<B-CD a distintos valores de pH obteniendo porcentajes de degradacion
inferiores al 0.002 % concluyendo que AuNE<B-CD infiere estabilidad de las diferentes especies
de tetraciclina, lo cual representa una estrategia efectiva para mejorar la estabilidad de farmacos

en medio acuoso.
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CAPITULOIV

DESARROLLO DE UN SENSOR PARA LA CUANTIFICACION DE TETRACICLINA
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Capitulo IV Desarrollo de un sensor para la cuantificacion de tetraciclina

4.1 Antecedentes

Las técnicas electroquimicas se basan en la medicion de la respuesta de una celda
electroquimica a partir de la aplicacion de un potencial eléctrico a través de electrodos conductores
de electrones sobre un electrolito[54]. Estas técnicas son particularmente Gtiles en la deteccion y
cuantificacion de analitos para la monitorizacion ambiental y el anélisis clinico entre otras [55].
La voltamperometria es una técnica que se basa en el registro de la respuesta de un electrodo de
trabajo en funcion de la diferencia de potencial teniendo como consecuencia la oxidacion o

reduccion del analito de interés [56, 57].

En la técnica de voltamperometria, la celda electroquimica consiste de tres electrodos: un
electrodo de trabajo (ET), donde se produce la transferencia de electrones entre las especies de
interés y el electrodo; un electrodo de referencia el cual sirve para fijar la variacion de los
parametros que se utilizan en la caracterizacion sobre el electrodo de trabajo y, por tanto su
potencial debe ser conocido y constante; finalmente el electrodo auxiliar el cual cierra el circuito

eléctrico de la celda [58].

El electrodo de trabajo representa el componente mas importante de una celda
electroquimica debido a que en la interfaz entre este y la solucion es donde ocurre la transferencia
de electrones de interés. Por lo anterior, los ET estan fabricados de materiales, conductores o
semiconductores quimicamente estables con un morfologia y superficie conocidas[59, 60]. Existen
diversos materiales para la fabricacion de un ET, donde su caracteristica principal se avoca en la
banda prohibida (band gap) que es la distancia entre la banda de valencia de los electrones y la
banda de conduccién. Esencialmente, la banda prohibida representa la energia minima que se

requiere para excitar un electron hasta un estado en la banda de conduccién en el que pueda
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participar en la conduccion [61]. En los materiales conductores, la banda de valencia se superpone
con la banda de conduccion. Esta superposicion hace que los electrones de valencia estén
esencialmente libres para moverse hacia la banda de conduccién y participar en la conduccién sin
gue exista una banda prohibida. Por otra parte, en los materiales semiconductores existe una brecha
de energia estrecha entre la banda de valencia y la de conduccién por lo que existe el flujo de

electrones, aunque en menor capacidad que de un material conductor [62].

Los electrodos de pasta de carbono (EPC), se componen de polvo de carbono mezclado
con un aglutinante, generalmente aceite mineral o parafina, presentan buena conduccion eléctrica,
una superficie porosa, rango amplio de potencial de trabajo y la facilidad para modificar su
superficie electroactiva [63, 64]. La modificacion estructural y superficial de estos electrodos
ofrecen ventajas como alta sensibilidad, selectividad, capacidad de llevar a cabo mediciones in situ
y féacil manejo para la deteccion y cuantificacion de diversos farmacos [65-71]. Por lo anterior, en
este capitulo se presenta el estudio electroquimico de tetraciclina sobre un EPC y un EPC
modificado con B-CD y modificado con nanoestrellas de oro funcionalizadas con B-CD para su

deteccidn y cuantificacion en medio acuoso.

4.2 Reactivos

Tetraciclina grado analitico de la marca Sigma Aldrich (98 - 102 %), NaH2PO4 (Sigma
Aldrich, > 98 %), Na;HPO4 (Sigma Aldrich, > 99 %), NasPO4 (Sigma Aldrich, 96 %), HsPO4
(Sigma Aldrich, 85 %), polvo de grafito (Johnson Matthey 1 pm, 99,9%) y aceite mineral (Sigma-

Aldrich). Agua desionizada Millipore Milli-Q (18.2 MQ.cm, 25 °C).
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4.3 Equipo
Potenciostato Epsilon BASI con una celda convencional de tres electrodos: EPC (con un
area geométrica de 0.071 cm?), un electrodo auxiliar de alambre de Pt (BASi MW-1032) y

electrodo de referencia Ag/AgCIl (BASi MF-2021).

4.4 Metodologia

El EPC se prepara mezclando polvo de grafito (Johnson Matthey 1 pm, 99,9%) y aceite
mineral (nujol) de Sigma-Aldrich en una proporcion 1/1 p/p, la mezcla resultante se coloca en un
tubo de polietileno (10 cm de largo y 3 mm de didmetro) que contiene un piston. Posteriormente
se coloca la punta del tubo sobre una superficie plana y se presiona el piston para lograr la
eliminacion del aire atrapado. El contacto eléctrico se hace soldando un cable de Pt a un cable de

Cu externo [72-73].

La modificacion del electrodo de trabajo se lleva a cabo con una solucion de -CD 7 mM
en acido perclérico 1 M aplicando 30 ciclos dentro de la ventana de potencial de -0.8 Val5Va

una velocidad de barrido de potencial de 0.1 V s,

La modificacion del electrodo de trabajo con AUNE«B-CD se lleva a cabo con una solucion
de AUNE+B-CD (B-CD 7 mM y AuNE 1.41 x 10°*M) en é&cido percldrico 1 M aplicando 30 ciclos
dentro de la ventana de potencial de -0.8 V a 1.5 V a una velocidad de barrido de potencial de 0.1

Vst

Las muestras de HRSEM se colocan en la superficie de una cinta especial de carbono, de
tal manera que el material se mantenga fijo y estable, ademas, dichas cintas inducen conductividad

para el adecuado flujo de los electrones a través de la superficie del material de interes.
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4.5 Resultados

Se propone el uso de un EPC para la caracterizacion electroquimica de Tc a pH 1 donde
predomina la especie TcH4" (ver figura 1.11). En la figura 4.1 se muestra el voltamperograma
ciclico, VC, de TcHs"™ 51 uM (linea continua) y el VC de la solucion de percloratos pH 1 (linea
punteada) sobre un EPC vs Ag/AgClsa a una velocidad de barrido de potencial de 0.1 Vs, es
posible observar la ausencia de picos catddicos y/o anodicos que puedan ser asociados a la

oxidacion o reduccion electroquimica de TcH4* en una ventana de potencial de -0.30 a 0.815 V.

|
d

-5 + } 4 } :
-0.5 0 0.5 1
E, V vs Ag/AgCl

Figura 4.1. VC de TcH4" 51 uM (linea continua) y VC en ausencia de TcH4* (linea punteada)
sobre un EPC vs Ag/AgClsay en una solucion de HCIO4 0.1 M a pH 1.0. Los VC se obtuvieron a
una velocidad de barrido de potencial de 0.1 Vs™.

Debido a que la especie TcH4" no presenta respuesta electroquimica en la ventana de
potencial sobre el EPC se propone la modificacion de la superficie del EPC con -CD mediante
voltamperometria ciclica sucesiva. La modificacion del EPC para la formacion de la pelicula
electroactiva con B-CD tiene dos etapas: la primera se da a partir de las interacciones de los grupos

polares hidroxilos primarios de la p-CD con la superficie del EPC a partir de la imposicion del
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potencial que polariza al oligosacarido generando radicales libres que se adhieren a la superficie

del EPC, ver esquema 4.1 [74].
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Esquema 4.1. Esquema reaccional de la superficie del EPC con B-CD [74].

La segunda etapa se da al aplicar el potencial anddico en medio acido donde se oxidan
monomeros de B-CD formando acidos carboxilicos como grupo funcional del oligosacarido y
moléculas de agua como se puede ver en el paso A del esquema 4.2. Estos radicales reaccionan
con otros mondmeros de -CD [75, 76] donde el oxigeno del grupo carbonilo se protona formando
el ion oxonio, paso B. El siguiente paso es la adicion nucleofilica del alcohol de otro monémero
de B-CD al &cido carboxilico protonado formando un producto intermediario tetraédrico, paso C.
Posteriormente se lleva a cabo la transferencia de protones dando como resultado el movimiento
neto de H* de un oxigeno a otro iniciando con la desprotonacion del alcohol y posterior protonacion
generando otro grupo intermediario con agua como grupo saliente. Finalmente, se genera el grupo
carbonilo, la molécula de agua se elimina del producto y se forma el dimero de B-CD entrelazadas

por la formacion del éster, paso E.
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Esquema 4.2. Mecanismo de electropolimerizacion de p-CD.

En la figura 4.2, se presenta el voltamperograma ciclico sucesivo para la
electropolimerizacion de B-CD sobre el EPC usando una solucion de B-CD 7 mM en HCIO4 1 M,
en una ventana de potencial de 1.5 a -0.8 V, iniciando el barrido de potencial en potencial de
corriente nula Ei=0=0.2 V en direccién anddica a una velocidad de barrido de potencial de
0.1 Vs, Se observa el crecimiento de la corriente capacitiva, lo cual se asocia a la presencia de la
ciclodextrina sobre el electrodo. Los VC sucesivos presentan picos anddicos en 0.455 V (Oy),
0.853 V (02) y 1.06 V (03) y picos catodicos en 0.372 V (R1) y -0.377 (R2) asociados al proceso

de electropolimerizacion lo cual corrobora la electropolimerizacion de la B-CD sobre el EPC [74].
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Figura. 4.2. Voltamperograma ciclico sucesivo (30 ciclos) de un sistema p-CD 7 mM sobre un
EPC vs Ag/AgClsa en medio de HCIO4 1 M en un intervalo de potencial de 1.5 a -0.8 V, potencial
de corriente nula Ei==0.2 V a una velocidad de 0.1 Vs™.

En la figura 4.3 se presenta el VC de TcH4" 51 uM sobre el EPC/B-CD (linea continua) y
el VC de EPC-B-CD (linea punteada) en ausencia de TcH4", en una solucion de HCIO4 0.1 M a pH
1.0 a una velocidad de barrido de potencial de 0.1 Vs a) iniciando el barrido de potencial en
sentido anddico y b) iniciando el barrido de potencial en sentido catédico. En ambos casos se
aprecia Unicamente el perfil caracteristico del EPC-B-CD [74] y no se observan sefiales de

oxidacién/reducciones asociadas a la TcH4" en una ventana de potencial de -0.30 a 0.815 V.
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Figura 4.3. VC de TcH4" 51 uM (linea continua) y el VC en ausencia de TcH4" (linea punteada)
sobre un EPC/B-CD vs Ag/AgClsay) en una solucion de HCIO4 0.1 M a pH 1.0. Ambos VC fueron
obtenidos a una velocidad de barrido de potencial de 0.1 Vs, a) direccion anddica con un
potencial de corriente nula Ei=0=-0.10 V' y b) direccidn catédica con un potencial de corriente nula
Ei=0=0.60 V.

Debido a que la especie TcHs™ no presenta sefiales electroactivas sobre el EPC vy el
EPC/B-CD, se propone la modificacion de la superficie de un EPC utilizando una supramolécula
plasmoénica de oro. La modificacion de la superficie de un EPC se lleva a cabo utilizando una
solucién de AuUNE-B-CD, ver capitulo 1, mediante voltamperometria ciclica sucesiva, 30 ciclos,
en HCIO4 1 M, iniciando el barrido de potencial en potencial de corriente nula Ei==0.2 V en
direccion anddica a una velocidad de 0.1 Vs™. En la figura 4.4 se muestran dos voltamperogramas
ciclicos sucesivos de 30 ciclos en un sistema de AuNE-B-CD sobre un EPC en una ventana de
potencial de 1.5 a -0.8 V, iniciando el barrido de potencial en potencial de corriente nula Ei==0.2
V en direccion anddica a una velocidad de barrido de potencial de 0.1 Vs™. Es posible observar
que la corriente aumenta al incrementar el nimero de ciclos dando como resultado la
electropolimerizacion de la AUNE-B-CD y, por tanto, la modificacion de la superficie del EPC, se
aprecia que la interaccion de las nanoestrellas de oro con B-CD inhiben las sefiales tipicas anddicas

y catddicas de la ciclodextrina, dando lugar a dos picos en 0.418 V (Oy1) y 0.938 V (O2), asi mismo

se observa dos picos catodicos en 0.217 (Ry) y -0.447 V (R2), ver inserto del figura 4.4, lo cual es
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un indicativo de la presencia de las AUNE, dando como resultado una electropolimerizacion hacia

el EPC con AuNE«B-CD (EPC/AuNE+B-CD).
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Figura 4.4. Voltamperograma ciclico sucesivo (30 ciclos) de un sistema f-CD 7 mM con AuNE
1.41 x 107 M sobre un EPC vs Ag/AgClsay en medio de HCIOs 1 M en un intervalo de potencial
de 1.5 a-0.8 V, potencial de corriente nula Ei==0.2 V a una velocidad de 0.1 Vs™.

En la figura 4.5 se muestra el VC de TcH4* 51 uM sobre EPC/AuNE-B-CD (linea continua)
y el perfil de la membrana de EPC/AuNE<B-CD (linea punteada), en una solucion de HCIO4 0.1
M a pH 1.0 a una velocidad de barrido de 0.1 Vs *: 4.5a iniciando el barrido de potencial en sentido
anodico y 4.5b iniciando el barrido de potencial en sentido catédico. En ambos casos es posible
apreciar la presencia de tres picos anddicos a 0.096 V (O1), 0.180 V (O2) y 0.330 V (O3) y tres

picos catddicos a 0.080 V (R1), 0.160 V (Rz2) y 0.330 V (Rs) asociados a la especie TcHs".
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Figura 4.5. Voltamogramas ciclicos obtenidos para el EPC/AuNE<B-CD, en medio HCIO4 0.1 M
(linea punteada) y con TcH4" 51 mM. EI VC obtenido en el rango de 0.8 a -0.3 V iniciando el
barrido en a) Eizo = -0.1 V en direccion anddica y b) Eizo = 0.6 V en direccidn catddica,
ambos a una velocidad de barrido de 0.1 Vs™.

A partir de las sefiales obtenidas de oxidacion y reduccion de la especie TcH4* se propone
un mecanismo electroquimico de oxidacion el cual involucra tres procesos de oxidacion-
reduccion. En el esquema 4.3 se propone el mecanismo de oxidacién de TcH4™ y es posible
observar que el primer proceso de oxidacion se lleva en el grupo hidroxilo del C-10 generando su
correspondiente grupo cetonico. La segunda oxidacion se presenta en el grupo hidroxilo del C-12

y, finalmente, el tercer proceso de oxidacién de la especie TcH4" se presenta en el grupo hidroxilo

enlazado a C-3 teniendo asi la especie TcH4* totalmente oxidada perdiendo tres electrones.

Esquema 4.3. Mecanismo de oxidacion electroquimico de TcH4 propuesto en este trabajo.
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Se puede observar gque los picos anddicos y catodicos de la figura 4.5 presentan una simetria
que refiere a un proceso reversible. Con la finalidad de ratificar que el proceso es reversible se
aplica el criterio de la diferencia de potencial (Agp~60/n mV), para este caso con n=3, para la
relacion de O:1-Ry, presenta un valor de 16 mV, para O2-R2 de 20 mV vy finalmente para Oz-R3
presenta un valor de 0 mV. Asi mismo se aplica el criterio del cociente de corriente, ipc/ipa=1,
obteniendo valores de 0.833, 0.880 y 1.000 respectivamente, lo que implica que se trata de

procesos reversibles [3].

Con la finalidad de conocer el proceso de transferencia de masa de la especie TcH4" sobre
el EPC/AuNE«B-CD se lleva a cabo un estudio de velocidades de barrido de potencial por VC. En
la figura 4.6 se presenta una familia de VC para la especie TcH4* 51 uM en HCIO4 0.1 M a
diferentes velocidades de barrido de potencial sobre un EPC/AuNE«B-CD y se aprecia que a
medida que aumenta la velocidad de barrido de potencial, v, la corriente del pico anoddico y

catédico aumenta proporcionalmente.
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Figura 4.6. Familia de voltamperogramas ciclicos de TcHs" 51 uM sobre EPC/AuNE<B-CD a
distintas velocidades de barrido de potencial (20 a 440 mVs™) en HCIOs 0.1 M a pH 1 en un
intervalo de potencial de -0.30 a 0.815 V, potencial de corriente nula Ei==0.60 V
a una velocidad de 0.1 Vs
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En la figura 4.7 se muestra el grafico de corriente de pico (ip) en funcion de la velocidad de
barrido de potencial (v) para el proceso catddico y anddico. EStos procesos presentan una tendencia
lineal con un coeficiente de correlacion de 0.999 lo cual es caracteristico de un proceso de

transferencia de masa adsortivo [76].
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Figura 4.7. Graficos de ipa vs v y ipc vs v de TcH4" 51 uM sobre EPC/AuNE+B-CD a distintas
velocidades de barrido de potencial (20 a 440 mVs?) en HCIO; 0.1 M a pH 1 en un intervalo de
potencial de - 0.30 a 0.815 V, potencial de corriente nula Ei==0.60 V a una velocidad de 0.1 Vs™.

La figura 4.8 muestra los graficos de log(ip) en funcion de log(v) para 4.8a, pico anddico
y 4.8b, pico catodico los cuales presentan una pendiente de 0.940 y 0.919 respectivamente, lo cual

corrobora que el proceso de transferencia de masa esta controlado por adsorcién [56].



58

2 1 . 2 + /0
’}15 T ,/’/ ’;‘815 1 ‘*/A‘,
11 R

1 ‘,’ 1 «”
05 + 05 +
0 f f f f f i 0 f f f f f |

0 0.5 1 15 2 25 3 0 0.5 1 15 2 25 3
log(v) log(v)

Figura 4.8. Gréficos de a) log(ipa) vs log(v) y b) log(ipc) vs log(v) de TcHs" 51 uM sobre
EPC/AuNE«B-CD a distintas velocidades de barrido de potencial (20 a 440 mVs™) en HCIO,
0.1 M apH 1 enun intervalo de potencial de - 0.30 a 0.815 V, potencial de corriente nula Eij=0=0.60
V a una velocidad de 0.1 Vs,

Las sefiales anddicas y catodicas de TcH4" observadas sobre EPC/AuNE<B-CD se asocian
a los plasmones de superficie localizados que se presenta en la supramolécula AuNE«B-CD. Estas
oscilaciones colectivas de electrones de la banda de conduccion en la nanoparticula son excitadas
por la incidencia de la luz generando intensos campos electromagnéticos aumentando el area
electroactiva del electrodo de trabajo y, asi una mayor sensibilidad, interaccion y adsorcion de la

molécula [77].

Con la finalidad de corroborar la presencia de los plasmones de superficie localizados
presentes en la supramolécula AuNE<B-CD sobre la superficie del EPC se lleva a cabo la
caracterizacion por HRSEM de la superficie de EPC, EPC/B-CD y EPC/AuNE-B-CD. En la figura
4.9 se muestran las micrografias de EPC (4.9a), EPC/B-CD (4.9b) y EPC/AuNE<B-CD (4.9c),
donde es posible observar diferencias estructurales sobre el grafito de la pasta de carbono. En la
figura 4.9a se aprecia sobre el EPC geometrias heterogéneas a distintos tamafios y direcciones
denominadas lajitas que, son estructuras caracteristicas de carbono amorfo. Ademas, se puede
apreciar porosidad sobre la superficie del EPC con tamarfios alrededor de 3.63 pum. El analisis

composicional por EDS exhibe homogeneidad en términos composicionales sobre la superficie del
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EPC, siendo el carbono el componente en su totalidad sin presentar contaminaciones. Es
importante destacar que pese a que se implementa un aglutinante (aceite mineral nujol) para la
formacion de la pasta, este al ser una parafina aceitosa inerte no reacciona ni interfiere en el estudio
composicional. Al llevar a cabo la modificacion de la superficie del EPC con B-CD y AuNE<B-CD
(4.9b y 4.9¢) el grafito presenta una estructuracion con mayor homogeneidad en tamafos y
geometria mostrando rigidez y direccionalidad sobre la superficie, ademas, se observa la

disminucion de poros y una superficie aglomerada perdiendo su superficie plana.

Figura 4.9. Micrografias por HRSEM a 20 um a) EPC, b) EPC/B-CD y c) EPC/AuNE«B-CD.

Al aumentar la magnitud a 10,000x en HRSEM (figura 4.10) es posible observar con mas
claridad los cambios estructurales en la superficie de los tres electrodos de estudio. En las figuras
4.10b y 4.10c se aprecia con mayor claridad la existencia de trazas de lajita aglomeradas; y
especificamente en 4.10c es evidente la presencia de estructuras estrelladas de oro atribuidas a

AuNE-+B-CD sobre la superficie del EPC.
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Figura 4.10. Micrografias por HRSEM a 5 um de a) EPC, b) EPC/B-CD y c) EPC/AuNE+B-CD.

Una vez caracterizado el sensor se lleva a cabo la determinacion de los parametros de
desempefio analitico de cuantificacion de TcH4". En la figura 4.11a se presenta una familia de
voltamperogramas lineales para distintas concentraciones del analito de 0 a 51 mM a pH 1 para el
estudio de determinacion de TcHa4" sobre el EPC/AuNE<B-CD vs Ag/AgCl, donde se puede
observar que la ipa aumenta en funcién de la concentracion. En la figura 4.11b se presenta el
grafico de ipa = f ([TcHs™]) el cual tiene una tendencia lineal con ecuacion
ipa = (21.22 + 0.706) [TcHs"] pA mM? + (-0.0601 + 0.23) pA y una correlacion lineal
R2=0.999. A partir de los datos de la ecuacién anterior se obtuvo el limite de cuantificacion (LC)
de (0.0555 = 0.0068) mM vy el limite de deteccion de (LD) (0.0166 + 0.0068) mM y una

sensibilidad de (21.22 + 0.706) pA mM™,
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Figura 4.11. a) Voltamperograma lineal de TcH4" sobre EPC/AuNEe<B-CD a distintas
concentraciones de TcH4™ (0 a 51 uM) a pH 1 en un intervalo de potencial de -0.300 a 0.815 V,
potencial de corriente nula Ei-o= 0.60 V a una velocidad de 0.1 Vs™. b) grafica ipa=f ([TcH4"]).

En la tabla 4.1 se presentan los valores de parametros de desempefio analitico LD, LC y
sensibilidad para tetraciclina obtenidos por diferentes técnicas experimentales reportados en la
literatura comparados con los valores obtenidos en este trabajo y se puede apreciar que el valor de
LD obtenido en este trabajo supera algunos obtenidos mediante HPLC, sin embargo no asi para
otras técnicas mas complejas, cabe resaltar que técnicas como HPLC o espectroscopia de fibra
Optica son técnicas de elevados costos en mantenimiento y reactivos en comparacion con el método
aqui propuesto. Es importante mencionar que los valores de parametros de desempefio aqui
obtenidos nos permitirian validar a futuro un método para determinacion de Tc en medicamentos,

y més aun, detectar Tc a las concentraciones que se han encontrado en efluentes mexicanos de

51 pg/mL [78].
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LD/ LC/ Sensibilidad / Referencia
Técnica experimental
pg/mL pg/mL pA mM-t
Complejo Tc-Hg(11) UV-Vis / HPLC 0.587 - 2.532 + N.R. N. R. N. R. [79]
HPLC 5-150 £ N.R. N. R. N. R. [79]
Espectroscopia con fibra optica N. R. 0.25+ N.R. N. R. [80]
Electrodo de carbon  vitreo
modificado con malaquita por 0.071 £ N.R. 0.236 £ N.R. N. R. [81]
voltamperometria de onda cuadrada
EPC/ AuNE-B-CD por V. C. 7.11+0.3 24.74 + 3.022 21.22 +£0.706 Este trabajo

N. R. = No reportado
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4.6 Conclusiones

Se llevé a cabo la caracterizacion electroquimica de tetraciclina a pH 1 (TcH4") a partir de
la técnica de voltamperometria ciclica iniciando el estudio sobre un EPC, en direccion anddica y
catddica, sin observar alguna sefial de oxidacion y reduccion asociada a la presencia del analito en
estudio. Se propuso la implementacion de B-CD para la modificacion de la superficie del EPC, sin
embargo, tampoco existieron sefiales asociadas a la especie de tetraciclina. Se propuso una segunda
modificacion de la superficie del EPC con AuNE+B-CD obteniendo una electropolimerizacion

distintiva y diferente.

Se realiz0 la caracterizacion por microscopia electrénica de barrido de la superficie de EPC,
EPC/B-CD y EPC/AuUNE-+B-CD observando cambios estructurales en cuanto al grafito presente en
la pasta de carbono implementada. Ademas, se observan nanoestructuras estrelladas sobre la
superficie de EPC/AUNE«B-CD y por medio de EDS se confirma que su composicion es de oro

aseverando asi la modificacién de la superficie del EPC con la supramolécula plasménica de oro.

La modificacion con la supramolécula plasménica de oro resulté la adecuada para la
determinacion de TcH4" en solucion acuosa tanto en direccion anddica como en direccion catodica.
El estudio muestra tres picos anodicos y tres picos catodicos y a partir de la simetria de estos y por
criterios de reversibilidad se intuye que los procesos son reversibles. Ademas, a partir de un estudio
de VC de TcH4" a distintas velocidades de barrido de potencial se determiné que el proceso de
transferencia de masa es adsortivo. Finalmente, a partir del estudio de voltamperometria lineal se
determinaron parametros de desempefio analitico: limite de cuantificacion (0.0556 + 0.0068) mM,
limite de deteccion (0.1661 + 0.0068) mM vy sensibilidad (21.221 + 0.706) mA mM™. Es
importante destacar que los limites de cuantificacion obtenidos se encuentran dentro de los limites

reportados en la literatura.
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Conclusiones generales
En el presente trabajo de investigacion se desarrolld un sensor a partir de la modificacion
de la superficie de un EPC a partir de una supramolécula plasmonica de oro (AuNE+B-CD) para

la determinacion y cuantificacion de TcH4™ en medio acuoso.

Derivado de los objetivos propuestos en el trabajo se llevd a cabo la sintesis de
nanoestrellas de oro a partir de una ruta sintética de un solo paso y se llevd acabo la
funcionalizacion con B-CD para la formacion de una supramolécula plasmoénica de oro (AuNE-«p-
CD). Estos productos se caracterizaron por HRSEM y HRTEM donde se corroboré la geometria

estrellada junto con su composicién elemental y su funcionalizacion con el oligosacarido.

Se llevo acabo la determinacién de las constantes de acidez en medio acuoso a partir de
espectroscopia de absorcion de UV-Vis junto con el programa computacional SQUAD vy
electroforesis capilar de zona. Se obtuvieron cuatro valores de constantes de acidez de manera
experimental (pKa: = 3.277 = 0.067, pKa, = 7.397 £ 0.055, pKas = 9.349 = 0.039 y
pKas = 11.278 + 0.024) y asi la especiacion de Tc (TcHa", TcHs, TcH, TcH? y Tc*) demostrando

el predominio de todas las especies.

Se estudid la estabilidad de Tc en medio acuoso a partir de espectroscopia de absorcién de
UV-Vis demostrando que la Tc a distintos valores de pH presenta porcentajes de degradacion de
2.380 - 25.879 %. Para poder estabilizar al antibidtico se propuso la implementacion de
AUNE-+B-CD demostrando que la supramolécula plasmonica infiere estabilidad a Tc a distintas
especies de Tc (TcH4*, TcH2, TcH?). Ademas, se demostrd la interaccion de AUNE«B-CD con Tc

formando asi un posible complejo de inclusion.
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Finalmente se caracterizé la Tc a pH 1 (TcH4") con un sensor fabricado a partir de la
modificacion de un electrodo de pasta de carbono con AuNE«B-CD. Se estudio la superficie del
sensor EPC/AUNE«B-CD por HRSEM y EDS observando la presencia de  AuNE<B-CD sobre la
superficie del EPC. Los resultados demostraron que la formacion del sensor fue el adecuado para
la determinacion y cuantificacion del analito en estudio. Se observo la existencia de tres procesos
anddicos y tres procesos catodicos para la molécula de TcH4* y por un estudio a diferentes
velocidades de barrido de potencial se demuestra que el proceso de transferencia de masa es
adsortivo. Finalmente, a partir del estudio de voltamperometria lineal se determinaron parametros
de desempefio analitico: limite de cuantificacién (0.0556 + 0.0068) mM, limite de deteccion
(0.1661 + 0.0068) mM y sensibilidad (21.221 + 0.706) mA mM. Es importante destacar que los

limites de cuantificacidn obtenidos se encuentran dentro de los limites reportados en la literatura.
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Perspectivas
Los estudios que se presentaron en esta investigacion permiten la continuidad y nuevos
aportes en cuanto al uso del sensor fabricado con la supramoléculas plasmonica de oro. Se pretende
la implementacién y la validacion del EPC/AUNE<B-CD en muestras reales con tetraciclina y asi
mismo mejorar los parametros de desempefio analitico mediante técnicas electroquimicas mas
sensibles como voltamperometria diferencial de pulso y onda cuadrada. Ademas, en el estudio de
la implementacidn de una supramolécula plasmédnica de oro podria abrir la posibilidad de una multi

determinacién con otros analitos farmacéuticos.

Pese a que no fue un objetivo de estudio en la presente investigacion, las distintas técnicas
de caracterizacion de los electrodos muestran cambios estructurales considerables en la superficie
de cada uno, por lo que se abre la posibilidad de un estudio a profundidad acerca de los procesos
moleculares que acontecen en las distintas modificaciones del electrodo de pasta de carbono y asi

comprender molecularmente el sensor.

Se recomienda dar continuidad al estudio de la formacion de los complejos de inclusion
entre la supramolécula plasménica de oro con las distintas especies de tetraciclina y asi poder
determinar las constantes de inclusion y asi poder entender la formacion del complejo de inclusion

por espectroscopia de absorcion de UV-Vis.
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Anexo 1
Stability Quotients from Absorbance Data, SQUAD, es un programa computacional escrito
en lenguaje de programacion informatica Fortran para calcular valores de constantes de acidez de
sistemas con hasta cinco componentes propuestos, empleando un enfoque de minimizacion de la

suma de residuales al cuadrados no lineal (ecuacién Al1.1).

K 1
U= Z Z(A‘i’ﬁs — ASHe)? (AL1)
1 1

El software tiene la capacidad de analizar diversos sistemas abarcando una variedad de
equilibrios quimicos como &cido-base o la formacion de complejos mixtos entre metales y ligandos
a partir de las iteraciones de los datos de absorbancia experimentales presentados en forma de una
matriz de Gauss-Newton. EI método de Gauss-Newton es iterativo y se repite hasta que se alcance
una convergencia deseada, es decir, hasta que la diferencia entre los valores observados y los
valores predichos sea lo mas pequefia posible. Es importante destacar que para que el software
compute los valores de estabilidad es necesario introducir al archivo input datos del modelo
quimico propuesto junto con los distintos sistemas de estudio y con las propuestas numéricas de
las constantes globales de formacion. Ademas es importante sefialar el intervalo de longitudes de
onda, los valores de pH junto con las concentraciones de las soluciones y las absorbancias

obtenidas experimentalmente.

Los resultados se presentan en un archivo de salida (output) que reporta los valores de las
constantes de equilibrio global (log ), los coeficientes de absortividad (&) para cada especie

presente en el sistema, con su desviacion estandar y el valor del pardmetro estadistico U.
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Anexo 2
La fraccion molar es la cantidad de sustancia de un componente dividida entre la cantidad
de sustancia de los componentes de la mezcla. La Tc tiene un comportamiento &cido-base de
Bragnsted y al ser un sistema polidonador sus equilibrios de formacion global son representados

por la ecuacion A2.1.
L0+ jH* = LH/ ™ (A2.1)

En el sistema de estudio del presente trabajo, la especie quimica L representa Tc y el proton acido

esta representado por H*. Este equilibrio tiene asociado una constante de formacion global:

_

i = naamy (A2.2)

donde j € {0,1, ..., n}

La definicion de las fracciones molares para describir la distribucién de especies del
componente L con respecto al proton (H") se puede observar en la ecuacién 8 junto con la
factorizacion en la ecuacion de balance de cantidad de sustancia del componente L a partir de la

ecuacion A2.1 [11].

L] ] gty
fi [L]r 1+X%, Bj[HYY (A23)
Donde [L]; es la concentracion total del componente L en el sistema.
Siendo asi, la fraccién molar para el polireceptor esta definida por:
1
fo = Ty par (A2.4)

y para el resto de las especies la fraccién molar esta representada por:



fi = foBILV

(A2.5)
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Anexo 3

La espectroscopia es la investigacion y medicion de los espectros producidos por la materia
que interactta con la radiacion electromagnética o la emite. Ademas, se estudian las interacciones
entre particulas como electrones, protones e iones, asi como su interaccion con otras particulas en
funcion de su energia de colision. En la técnica de espectroscopia de absorcion los compuestos
presentes en la muestra son excitados por la radiacion electromagnética (REM) emitida por una
fuente de luz. Las moléculas de estos compuestos absorben la energia de la radiacién
electromagnética, lo que resulta en su excitacion, pasando de un estado fundamental de baja
energia a un estado excitado de mayor energia. En el lado opuesto de la muestra se encuentra un
detector, cominmente un fotodiodo que registra la absorcién de diferentes longitudes de onda por

parte de la muestra y cuantifica la magnitud de dicha absorcion.

L0 |

entrada salida

Monocromador

A

Figura A3.1. Sistema de un espectrofotometro de absorcion de UV-Vis.

La espectroscopia de absorcion de ultravioleta-visible (UV-Vis) es implementada
para realizar analisis cualitativos y cuantitativos de una muestra utilizando una fuente de luz en el

rango de longitud de onda ultravioleta de 200 a 400 nm al rango de longitud de onda visible de
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400 a 700 nm. La interaccion entre la fuente de luz y la muestra se puede analizar mediante la

absorcion, transmision o reflexion en el espectro UV-Vis.

La ley de Lambert-Beer describe cuando un haz de luz monocromaética pasa a través de una
solucién, la disminucion de la luz con la longitud del camino es proporcional a la concentracion

de la solucién y la intensidad de la luz.

—dl « [ (A3.1)
—dl « ¢ (A3.2)
—dl « I (A3.3)

_9 (A3.4)
dl

_adl (A35)
dl ac

donde 1 es la intensidad luminosa, c es la concentracion de la solucién, | es la longitud de paso

T .. - s dl . . .
optico, a es el coeficiente de absorciony — — s la tasa de caida de resistencia con un espesor dl.
Reescribiendo la ecuacion (A3.5),

dl
—Toc acdl (A3.6)

Integrado la ecuacion (A3.6)

Id[ l
- 7=wjﬂ (A3.7)
Iy 0
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—In()+C = (ac)l+C (A3.8)

Evaluando los limites de integracion:

In (IT()) = acl (A3.9)

Ahora, In(x) = 2.303 log, x, entonces:

1 (1")— acl A3.10
%810\7) T 2303 (A3.10)

El coeficiente de absortividad molar es directamente proporcional al coeficiente de absorcion, por

tanto, & = ——y sustituyendo en la ecuacién (A3.10):

log1o (—0) =el=A (A3.11)
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Anexo 4

La electroforesis capilar de zona es una técnica analitica que utiliza un capilar estrecho
lleno de electrolito para separar moléculas segin su carga y movilidad eléctrica en un campo
eléctrico aplicado. Durante el proceso, las moléculas se mueven a través del capilar debido a la
aplicacion de voltaje y la velocidad de migracion depende de su carga y tamafio. La separacion se
logra en base a las diferencias en la movilidad electroforética de las moléculas en una matriz
liquida. Para comprender el comportamiento de las moléculas bajo la influencia de un campo
eléctrico dentro de un capilar es fundamental comprender los fendmenos que resultan de la

geometria y tamafio del capilar.

Capilar

Detector

Buffer Buffer

Muestra

proveedor de energia
de alto voltaje

Figura A2.1. Configuracién instrumental de un equipo de electroforesis capilar.
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Anexo 5
La voltametria es un conjunto de técnicas electroquimicas que se implementan para
estudiar la corriente eléctrica generada por la variacion controlada de un potencial eléctrico

aplicado a una celda electroquimica.

La voltamperometria ciclica (VC), dentro del conjunto de técnica de voltametria, es un
método para evaluar el comportamiento electroquimico de un sistema. Es un enfoque ampliamente
utilizado para obtener conocimiento cualitativo de reacciones electroquimicas. La influencia en la
VC se obtiene de la capacidad a través de la cual proporciona conocimientos e informacion
adecuados para diversos parametros como reacciones quimicas acopladas, reacciones de
transferencia de electrones, entre otros. La VC es una técnica de inversion que consiste en el
escaneo lineal repetitivo del potencial de un electrodo de trabajo estacionario a una velocidad de

barrido constante y registra la corriente en funcion del potencial aplicado.

E . ]
<«— Ciclol > | < Ciclo2 —
5% N ~
Barrido : Barrido // \\
directo | inverso / \
I / \JE/dt=v
! / N o
I / \
: / N
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' t

Figura A4.1. Sefial de excitacion potencial-tiempo triangular utilizada en VC.
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La celda electroguimica implementada consta de tres electrodos para controlar y
monitorear una reaccion con una solucion de algun electrolito soporte de alta fuerza i6nica y que
no sea reactivo. Los tres electrodos son: electrodo de referencia (ER), el cual es un electrodo no
polarizable que mantiene su potencial constante al permitir el paso eficiente de la corriente
eléctrica. El electrodo auxiliar (EA) proporciona un medio para aplicar el potencial de entrada al
electrodo de trabajo. El propdsito de estos electrodos es completar el circuito y permitir que fluya
la carga. Finalmente, el electrodo de trabajo (ET) es aquel donde se impone un potencial y corriente

y se lleva la caracterizacion electroguimica de un analito en interés.

ET
1 EPC
EA Ny IJ_V ER
Pt Ag/AgCI(sat)
b S L
\_‘ <
= O

Figura A4.1. Celda electroquimica de tres electrodos.
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Anexo 6
La microscopia electronica es una técnica utilizada para obtener imagenes de ultra alta
resolucion de atomos individuales de los materiales y estructuras al nivel atomico o de
microestructura. El uso de electrones como fuente de radiacion para la formacion de imagenes
permite una mayor resolucién espacial en comparacion con la resolucion alcanzada utilizando
fotones en microscopia Optica (~200 nm). La microscopia electronica puede dividirse en dos
categorias principales: microscopia electrénica de barrido (SEM) y microscopia electronica de

transmision (TEM).

Un microscopio electrénico de barrido (SEM) proyecta y escanea un flujo enfocado de
electrones sobre la superficie de una muestra y recopila las diferentes sefiales producidas mediante
detectores especializados. Los electrones del haz interactian con los atomos dentro de la muestra,
produciendo asi diversas sefiales que pueden usarse para obtener informacidn sobre la topografia
y composicion de la superficie. En la figura A5.1a se muestra un esquema del funcionamiento de
un equipo de SEM. Los electrones se producen en la parte superior de la columna del cafion de
electrones y se aceleran a través de la columna a un voltaje de aceleracién especifico (1 keV - 30
keV). Las lentes y aperturas del condensador actuan para reducir el diametro del haz. La dltima
lente de la columna es la lente objetivo que enfoca el haz en la superficie de la muestra. El diametro
del haz en un SEM puede variar desde 1 nm hasta 20 nm. La posicion del haz de electrones sobre
la muestra se controla mediante bobinas de exploracion situadas encima de la lente objetivo. Estas
bobinas permiten escanear el haz sobre la superficie de la muestra en el plano XY. El haz
escaneado incide en la muestra, generando una variedad de sefiales que incluyen electrones

secundarios, electrones retrodispersados y rayos X caracteristicos.
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En el microscopio electronico de transmision una fuente de electrones en la parte superior
del microscopio emite electrones que viajan a traves del vacio en la columna del microscopio. Se
utilizan lentes electromagnéticas para enfocar los electrones en un haz muy delgado y luego se
dirige a través de la muestra de interés. Estos electrones son luego dirigidos y modulados por lentes
especificas y atraviesan la muestra hacia el detector. Las imagenes de campo brillante tradicionales
se basan en que los electrones incidentes se dispersen y desaparezcan del haz dependiendo de la
densidad composicional y la orientacion del cristal de la muestra. La intensidad de los electrones
no dispersos da lugar a una "imagen de sombra” del espécimen con diferentes partes de un

espécimen mostradas en oscuridad variada segun la densidad.

Microscopia electrénica de barrido Microscopia electrénica de transmision
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Figura A5.1. Sistema de un microscopio electronico de barrido y de transmision
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