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Resumen

En este articulo se reportan resultados experimentales de interacciones del aminoacido L-cisteina (Cis) con nanoparticulas
de oro (AuNPs) y nanoparticulas de oro funcionalizadas con Cis (AuNPs+Cis) cuando se incorpora en la solucion iones
de As*. En los procesos de agregacién se evalla el papel de la concentracion de la Cis en la funcionalizacién, ademas
del tamafio de las nanoparticulas cuando se incorpora a la solucidn el agente idnico de interés. Los resultados muestran
una sensible dependencia en la agregacion de las nanosondas AuNPs+Cis en funcién de su tamafio, con un registro de
mayor sensibilidad para nanoparticulas de mayor didmetro. Se observa que la concentracién de la Cis en el proceso de
funcionalizacion es condicién necesaria para la programacién de la estabilidad de las nanosondas, aspecto esencial para
configurar un modo estable para deteccidn del agente idnico. De manera que, estos resultados permiten establecer criterios
Utiles para el disefio de sensores colorimétricos para deteccion de metales pesados en aguas contaminadas.
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Abstract

Experimental results of interactions of the amino acid L-cysteine (Cis) with gold nanoparticles (AuNPs) and gold nanoparticles
functionalized with Cis (AuNPs+Cis) when As®* ions are incorporated into the solution; all those processes are reported in
this paper. In the aggregation processes, the role of the Cis concentration in the functionalization of the AuNPs is evaluated,
in addition to the size of the nanoparticles when the ionic agent of interest is incorporated into the solution. The results
show a sensitive dependence on the aggregation of the AuNPs+Cis nanoprobes as a function of their size, with a record
of greater sensitivity for larger diameter nanoparticles. It is observed that the concentration of Cis in the functionalization
process is a necessary condition for the programming of the stability of the nanoprobes, an essential aspect to configure a
stable mode for the detection of the ionic agent. Therefore, these results allow us to establish useful criteria to design of
colorimetric sensors to detect of heavy metals in contaminated water.
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1. INTRODUCCION

Los sensores colorimétricos constituyen una importante
alternativa para la deteccidén in-situ de agentes idnicos y
moleculares. Son sistemas valorados por su versatilidad,
bajo costo, portabilidad y facilidad de uso.

Aprovechando la oferta en metodologias sintéticas para
control del tamafio y monodispersion de nanoparticulas
de metales nobles, entre los que se destaca el oro, se
ha abierto una linea de gran actividad investigativa
para incorporarlas como materia prima en disefio vy
manufactura de estos sistemas de deteccién.

Las nanoparticulas de oro por su composicién, forma y
tamafio presentan excepcionales propiedades dépticas [1]
que valoran su uso para sensado por cambios de color
ante la presencia de un agente de interés. Para obtener
una nanosonda con capacidad para detectar la presencia
de un analito de interés, se requiere una nanoparticula
de oro y un agente molecular fijado a la superficie por
funcionalizacion con la capacidad de reconocer el analito
y favorecer procesos de agregacién de las nanoparticulas.

Entre la gran variedad de potenciales agentes moleculares
existentes para funcionalizar las nanoparticulas de oro,
se destacan los aminoacidos proteicos codificables tales
como lisina, cisteina, histidina, tirosina y arginina. Con
este tipo de aminoacidos usados en funcionalizacion de
nanoparticulas de oro, se ha construido un portafolio
de sensado por colorimetria para los siguientes agentes
idnicos: Hg?*, Cd**, Fe*, Pb*, AI**, Cu®, Cr** [2].

En particular, la Cis ha sido ampliamente estudiada
como agente biofuncionalizante para, junto con las
nanoparticulas de oro, confeccionar sondas AuNPs+Cis
para sensado colorimétrico [3]. El grupo tiol que posee
la molécula de Cis la hace apropiada para fijacién sobre
la superficie de la nanoparticula de oro, especificamente,
por el enlace fuerte entre los atomos de Auy S. De otra
parte, la Cis permite con la concentracion adecuada, la
agregacion de las nanoparticulas de oro bajo la presencia
del analito de interés. Debido a esta agregacion, las
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propiedades dieléctricas del entorno de las nanoparticulas
y la distancia entre ellas, producen un efecto batocromico
gue puede ser aprovechado para sensar con una elevada
sensibilidad el analito de interés.

Este articulo reporta el uso de nanoparticulas de oro
funcionalizadas con L-Cisteina para configurar una
nanosonda dispersa en medio acuoso que permita
la deteccidén por cambio de color de As**. En donde se
evalla el papel que juega el tamafio de las nanoparticulas
de oro en cuanto a la sensibilidad de agregacion cuando
son expuestas al analito, en este caso As**. Asi también,
se determina por via experimental los cambios en la
respuesta del pico de plasmén superficial producidos por
agregacion, cuando las nanosondas son expuestas a As®*.

2. MATERIALES Y METODOS

La sintesis de AuNPs es realizada con base en el método
propuesto en [4]. A una solucién de 100 mL de 0.8%
de citrato de trisodio dihidratado (C.H,Na,0)) > 99%
en permanente agitacion en agua desionizada (equipo
millipore), se agrega 1 mL de 0.01% de cloruro de oro
trihidratado (HAuCI,-3H,0) a 100 °C. Durante todo el
tiempo de reaccién, se mantiene constante el volumen
de solvente con reflujo. El tamafio de las particulas es
controlado con la concentracion del citrato de trisodio
o con adicion de acido tanico y son caracterizadas en
tamafio por microscopia electrénica. La solucién acuosa
estandar a 1000 mg/L de As*, al igual que los reactivos
utilizados fueron adquiridos en Sigma Aldrich y empleados
tal como se recibieron.

En este sentido, para funcionalizar las nanoparticulas de
0ro, se preparan tres muestras, cada una con un volumen
de 5 mL del coloide de oro a las que se les agrega 10 ulL
de cisteina preparada en una concentracion de 0.1, 1
y 10 mM respectivamente. La solucidon se mantiene en
constante agitacion por tres horas a una temperatura
de 60 °C. En seguida, gracias a la centrifugacion, las
nanoparticulas son lavadas y re-dispersadas en agua
desionizada para luego ser utilizadas en la configuracion
colorimétrica.
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Las mediciones de DLS se realizan con el analizador
Zetasizer Nano Zs, mientras que los espectros de absorcién
son registrados con el espectrofotémetro Shimadzu UV-
2600. Las imagenes de agregacion son obtenidas con el
Microscopio Electrénico de Barrido Zeiss HD15 y para
caracterizacion del tamafio de las nanoparticulas con un
Microscopio Electronico de Transmision JEOL JEM-1400.

3. RESULTADOS Y DISCUSION DE RESULTADOS

Con la modulacion en la concentracion del CH.Na,O_ se
obtiene cuatro didmetros diferentes de nanoparticula.
Este grupo de diametros permite evaluar los procesos
de agregacion en funcion del tamafio cuando las
nanoparticulas funcionalizadas con Cis son expuestas
al ion de interés. La figura 1, ilustra los registros de
microscopia electrénica de transmision para los cuatro
didmetros correspondientes a 5nm, 11nm, 15nmy 17nm
y valores de monodispersidad de 87%, 85%, 91% y 88%
respectivamente. Dichos valores resultan suficientemente
elevados como para configurar una dispersion coloidal
adecuada para deteccidén colorimétrica. Tal y como
se observa en la Figura 2, se indican los espectros de
absorbancia para los didmetros obtenidos, en donde se
observa el corrimiento hacia el rojo del pico de resonancia
de plasmoén en funcion del incremento del didmetro de
las nanoparticulas.

S d)

Figura 1. Registros con Microscopio Electrénico de
Transmision de nanoparticulas de oro de a) 5nm, b) 11
nm) c) 15 nm, d) 17nm.

Absorbance (a.u.)

0.1 .

4(’]0 560 B(I)O 700 800
Wavelength(nm)
Figura 2. Espectros de Absorbancia paralas nanoparticulas
de oro sintetizadas. Se indican los picos de resonancia de
plasmon para los diametros obtenidos.

De las pruebas realizadas de agregacién coloidal con
los diferentes diametros de las sondas AuNps+Cis, se
observa una mayor estabilidad en presencia del ion
de interés, cuando disminuye el valor del didmetro
de la nanoparticula. Para el ion de As* se registran los
espectros de absorbancia, los cuales se correlacionan
con el grado de agregacion. Estos resultados registran
un mayor corrimiento hacia el rojo con el incremento del
valor del diametro de la nanoparticula.

De esta manera, con la disminucién del tamafio de las
nanoparticulas se compromete la sensibilidad del sensor
para deteccion. Esto se explica por el decremento de
area superficial y, en consecuencia, la capacidad para
la agregacién. Como resultado, del grupo de diametros
obtenidos, se seleccionan las nanoparticulas de 17 nm
para la configuracion de la sonda colorimétrica.

En el proceso de funcionalizacién de las AuNPs, la fijacion
de la molécula de Cis se produce a través de la interaccion
del tiol que forma parte de la molécula y la superficie
de oro de la nanoparticula, especificamente, entre los
atomos de oro y azufre [5]. En este sentido, en la Figura
3 se muestra el espectro de absorcion para las AuNPs+Cis
con una concentracion de 0.1 Mm transcurridos 60 min
después del lavado, una vez realizada la funcionalizacion.
De esta manera, el pico de resonancia de plasmodn
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superficial se mantiene, aproximadamente, constante
con los cambios dieléctricos en el entorno de las
nanoparticulas debido a la incorporacién de las moléculas
de Cisa 0.1 mM, lo cual produce un efecto imperceptible
en la deteccidn visual de cambio de color.

Para Cis con una concentracién de 10 mM, el pico
de resonancia de plasmén del espectro de absorcion
muestra un importante efecto batocrémico, el cual
indica agregacion de las nanoparticulas de oro, tal
como lo registra la fotografia tomada con microscopio
electronico de transmision. En este caso, se hace
perceptible visualmente el cambio de color en la Figura
4. La agregacion puede ser debida a los enlaces entre los
grupos funcionales libres de las moléculas de cisteina [6].
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Figura 3. Espectro de absorcién para las AuNPs sin
funcionalizar y funcionalizadas con Cis a 0.1mM.
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Figura 4. Desplazamiento del pico de resonancia de
plasmon producido por la funcionalizacién de AuNPs
con Cis a 10mM. Se muestra un registro con microscopia
electrénica de transmision de la agregacion de las
nanoparticulas debido a la cisteina. Se ilustra el cambio
de color debido a la agregacion.

De acuerdo con los resultados obtenidos para la
funcionalizacién con Cis a 0.1 mM, se alcanza una
nanosonda dispersa en medio acuoso suficientemente
estable para confeccionar un sensor de tipo colorimétrico,
con capacidad para deteccion de agentes idnicos. De
otra parte, para concentraciones de Cis mayores a la
mencionada, la agregacion de las AuNPs+Cis que produce
un cambio perceptible de color, abre la ruta para la
confeccién de un sensor colorimétrico para la deteccion
de Cis [7] o proporcionar una opcién para la programacion
de auto-ensamblados y arreglos de nanoparticulas de oro
[6].

Cuando a la dispersién coloidal de nanosondas AuNPs+Cis
se les adiciona el agente iénico de interés, se desarrolla
un ligando polidentado o quelante, con la consecuente
formacion de un complejo de coordinacién. Esto produce
la agregacion de nanoparticulas de oro tal como se indica
en la Figura 5. El grupo carboxilo-COOH de la Cis juega
un papel de gran importancia en estos procesos de
agregacion bajo la presencia de iones metalicos, tal como
ha sido reportado para el caso del mercurio en [8].
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Cis

AuNP

Figura 5. Proceso de agregacion de las nanoparticulas de
oro funcionalizadas con Cis en presencia de As*'.

Para las concentraciones 1, 10, 100 uM del agente iénico
As*, la respuesta de las nanosondas fue registrada por
espectroscopia Uv-Vis. La Figura 6 muestra un corrimiento
haciaelrojoenfunciondelincremento de laconcentracion
deliony se visualiza el efecto hipocrémico causado por la
agregacion, la funcionalizacién y presencia de los iones de
interés. Para el rango seleccionado de concentraciones,
se puede apreciar visualmente un cambio de color vy, en
consecuencia, se posibilita la deteccién. Con la sonda
AuNP+Cis, el minimo valor de deteccion de arsénico
presente en agua corresponde a 0.07 ppm. Este valor se
encuentra cercano al minimo valor en agua recomendado
por la Organizacion Mundial de la Salud, que corresponde
a2 0.01 ppm.
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Figura 6. Espectro de absorcién para dispersiones

coloidales de AuNPs+Cis expuestas a iones de As* en
concentraciones de 1, 10 y 100 uM respectivamente.

La caracterizacion DLS de las dispersiones coloidales de
nanoparticulas de oro funcionalizadas y en presencia
del agente idnico, muestra un incremento en tamafio de
los agregados en funcion de la concentracion del As®* tal
como se ilustra en la Figura 7.
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Figura 7. DLS de las muestras coloidales de AuNPs+Cis
para concentraciones de 0, 1, 10, 100 uM de As**

En la Figura 8 se muestra el cambio de colory los registros
con microscopia electrénica de barrido de los agregados
para el caso de nanoparticulas de oro funcionalizadas y en
presencia de As** en concentraciones de 0, 1, 10, 100 uM.
Este cambio en el color es suficiente para ser detectado
por el ojo humano y permitir una deteccion del agente
idnico en el solvente, en este caso agua.
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Figura 8. Cambio de color por agregacion de AuNPs+Cis
para concentraciones de As* a) 0, b) 1, ¢) 10, d) 100 uM
respectivamente. Se muestran registro de microscopia de
barrido de los agregados en funcién de la concentracion.

De los resultados obtenidos del efecto batocrémico
ilustrado en la (Figura 6), se hace posible construir una
grafica de concentracion del agente idnico en funcion de
la longitud de onda para el pico resonancia de plasmon.
Esta grafica permite obtener una funcion de trabajo, en
la que, con la calibracion adecuada, permite cuantificar
valores de concentracion de As*. Asi mismo, se requiere
para esta configuracion el uso de un sistema portable de
medicion de absorbancia, el cual permita obtener el pico
requerido de resonancia de plasmon.

4. CONCLUSIONES

La funcionalizacién de nanoparticulas de oro con
L-Cisteina permite la configuracion de nanosondas
versatiles para deteccién por cambios colorimétricos de
la presencia de arsénico en agua. Por lo tanto, el valor
minimo de concentracién de arsénico para producir
cambios de color detectables se encuentra cercano al
minimo recomendado por la OMS de concentracion
de arsénico en agua. Este aspecto valora el sensor
presentado aqui, como un elemento estratégico para
contribuir a la seguridad alimentaria y prevencién por
potencial exposicion a este metaloide.

Experimentalmente, se verifica que el tamafio de las
nanoparticulas aporta un parametro de gran importancia
para modular la sensibilidad frente a la agregacion.
Con el incremento en el didmetro aumenta el grado de
agregacion de las nanosondas ante la exposicion al ion
de interés.
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En la fase de funcionalizacion de las nanoparticulas con
L-cisteina, la concentracién de este aminoacido resulta
claramente dominante en la configuracion de dos tipos
de modos de operacion de las nanosondas: i) Modo
estable, en el cual después de la funcionalizacion, las
nanoparticulas de oro no experimentan una agregacion
apreciable. Se obtiene como requerimiento para esta
estabilidad concentraciones de cisteina por debajo de 0.1
mM. ii) Modo inestable, para el cual las nanoparticulas
se auto-ensamblan para concentraciones del orden de
10 mM o mayores, formando agregados que producen
cambios perceptibles en la coloracion.

El uso de nanoparticulas de oro funcionalizadas con
aminoacidos, proyecta una importante opcién para
el disefio y manufactura de sensores colorimétricos
orientados a la deteccién de agentes idnicos. Se destacan
ventajas tales como: bajo costo, uso in-situ, portabilidad,
facilidad de uso y répida respuesta, entre muchas otras.
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