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Resumen

Las nanoestructuras de oro presentan extraordinarias propiedades dpticas, quimicas y fisicas. Dichas propiedades
son manipulables con base en el tamafio, composicion, distancia interparticula, propiedades del medio y forma
de las nanoestructuras. La finalidad del presente trabajo es identificar a través del disefio experimental los
factores con efectos estadisticamente significativos para manipular el tamafio y estabilidad de nanoparticulas de
oro esféricas (NPs de Au@LA) y optimizar los niveles de los factores significativos de las NPs fabricadas por el
método coloidal, usando cloruro de oro como precursor, borohidruro de sodio como reductor y &cido lipoico
como estabilizador. Se eligié un DOE fraccionado para determinar el efecto de cuatro variables del proceso:
velocidad de agitacion (rpm), temperatura (T), orden de adiccion del acido lipoico (AL) y relacion de moles
reductor/precursor (RRP), obteniendo como resultado del analisis de la varianza suficiente evidencia para decir
que la T y el RRP tienen un efecto significativo en las variables de respuesta, luego estos factores se estudiaron
en un disefio central compuesto para encontrar la configuracion que optimiza las respuestas, el modelo predijo
que para obtener NPs de 2 nm y estables el nivel de los RRP debian ser de 6.9794 y una T de 24°C, se fabricaron
las NPs de AU@LA con estos parametros y fueron sometidas a caracterizacion por espectroscopia ultravioleta-
visible, espectroscopia de correlacién de fotones para evaluar el tamafio y adiccion de cloruro de sodio para
acelerar la desestabilidad, dando como resultado que los parametros predichos por el modelo son validos para
obtener NPs de Au@LA con tamafio de 2nm y altamente estables.
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Introduccion
La nanociencia y la nanotecnologia se nanomeétrica presentan nuevas y novedosas
encargan del estudio, desarrollo vy propiedades (Pitkethly, 2004). En los
aplicacion de materiales a escala Gltimos afios se ha presentado un gran
nanométrica (Pitkethly, 2004), interés en el disefio y estudio de
especificamente de materiales con al nanoparticulas (NPs) de oro, por un lado,
menos una dimension longitudinal menor a son las NPs metalicas mas estables (Daniel
los 100 nm. (Takeuchi, 2009) Lo & Astruc, 2004), pero mas relevante,
extraordinario de la nanotecnologia radica debido a su gran potencial para
en que los materiales en bulto a escala aplicaciones en diversas areas tales como
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las biol6gicas y biomédicas, sensores y
catalisis. Las NPs de oro se pueden
bioconjugar con diversos ligandos, tal
como ADN, péptidos y anticuerpos a
través de enlaces covalentes y no
covalentes para obtener propiedades
novedosas en el diagndstico y tratamiento
del cancer (X. Huang, Jain, El-Sayed, &
El-Sayed, 2007). En aplicaciones
biomédicas, especificamente para el
tratamiento y diagnostico del céancer, las
nanoparticulas de oro pequefias (menores a
10 nm), han demostrado mejores
resultados de penetracion y acumulacion
en tumores cancerigenos, lo cual favorece
el transporte de farmacos y la
biodisponibilidad de los tratamientos (K.
Huang et al., 2012). Al modificar la capa
superficial de las NPs con diferentes
moléculas orgénicas, estas se vuelven
viables para aplicaciones como biosensores
dandoles una gran sensibilidad (Elghanian,
Storhoff, Mucic, Letsinger, & Mirkin,
1997). Los biosensores basados en NPs de
oro han demostrado mejor sensibilidad que
los métodos comerciales, un ejemplo es el
biosensor para la deteccion de la salmonela
(Afonso et al., 2013). Ademas, las NPs de
oro presentan actividad catalitica (Anand
et al., 2013), la cual tiene una gran
dependencia del tamafio (Chen, Cai, Yan,
& Goodman, 2006). Esta dependencia del
tamafio también se ha observado en sus
propiedades electronicas, magnéticas y
opticas (Nie, Petukhova, & Kumacheva,
2010). No obstante, y a pesar que el oro
nanoestructurado es uno de los materiales
mas comunes, Nno hay numerosos reportes
que indiquen claramente cuales factores
del proceso de fabricacion tienen un efecto
significativo sobre el tamarfio y estabilidad
de las nanoparticulas de oro. Aunado a lo
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anterior, para la aplicacion exitosa de
cualquier nanomaterial en cualquier campo
tecnoldgico, se debe tener un control
preciso en las propiedades fisicas vy
quimicas de las nanoestructuras y como lo
hemos mencionado con anterioridad las
propiedades estructurales del oro a escala
nanomeétrica, al igual que todos los
nanomateriales dependen fuertemente de
tamario, composicion, distancia
interparticula, propiedades del medio y
forma (Kelly, Coronado, & Zhao, 2003)
Por esta razon es importante conocer los
factores que tienen un efecto significativo
para  controlar  estas  propiedades
estructurales y darles a las NPs una
aplicacion deseada.

El disefio experimental permite identificar
y cuantificar las causas de un efecto dentro
de un estudio experimental (Montgomery,
2014), en este articulo se presentard la
sintesis de NPs de Au@LA esféricas,
usando cloruro de oro (AuCls) como
precursor, borohidruro de sédico NaBH4
como agente reductor y éacido lipoico
CgH140,S, para la estabilizacién, se
estudiaran cuatro factores que intervienen
en el proceso de fabricacion de las NPs de
Au@LA  (velocidad de  agitacion,
temperatura, orden de adiccion del &acido
lipoico y relacion de moles
reductor/precursor) en un disefio factorial
fraccionario para determinar cual de estos
cuatro  factores tienen un efecto
estadisticamente significativo en el tamafio
y la estabilidad, ya que de acuerdo a
Montgomery (Montgomery, 2014), este
tipo de experimento son uno de los mas
utilizados para identificar los factores
criticos de un proceso. Posteriormente los
factores con efectos significativos en la
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variable de respuesta de interés se altamente estables, se validara la respuesta
estudiardn en un experimento de pronosticada utilizando métodos  de
optimizacion (disefio central compuesto) caracterizacion como son el
para obtener un modelo matemaético que espectrofotometro UV-Vis y
prediga la mejor configuracion para los espectrofotometria de correlacion de
factores significativos para fabricar NPs de fotones.

AU@LA con tamafio menor a 10nm vy

Materiales

Solucién de cloruro de oro (AuCls;) al 1%
base metal y con 99.99% de pureza de Salt
Lake Metals, borohidruro de sodio
(NaBHy,), acido lipoico (CgH140,S,); estos
dos Gltimos de Sigma-Aldrich®. Sal de
mesa (NaCl) y alcohol etilico al 96% de
alcoholes de Guadalajara S.A de C.V.
Todos los reactivos fueron empleados tal
como se recibieron y los accesorios
utilizados para la reaccion fueron lavados
tenazmente con detergente en polvo
Alconox® y agua desionizada antes de ser
utilizados.

Parrilla de agitacion y calentamiento con
termémetro marca Corning®, balanza
analitica Ohaus® 65gx0.0001g, purificador
de agua WaterPro PS Labconco® 18.2
MQcm, espectrofotometro UV-Vis de un
solo haz con rango de 190 a 1100 nm £ 1,
0.5 nm adquirido a la empresa Zhejiang
Holdwell Group Limited, analizador de
nano particulas SZ-100 Horiba®. Para el
andlisis estadistico se utilizd el programa
Minitab® 16.

Métodos

Método experimental

Basado en la metodologia de “abajo hacia
arriba” y especificamente en el método
coloidal se sintetizaron y estabilizaron
nanoparticulas de oro, tomando como base
la metodologia propuesta por D. Cornejo y
colaboradores  (Trejo-Duran,  Cornejo-
Monroy, Alvarado-Méndez, Olivares-
Vargas, & Castano, 2014).

Fabricacién de NPs de Au@LA

En un matraz Erlenmeyer de 125 ml se
colocaron 50 ml de agua desionizada con
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450uL de AuCl; y se puso en agitacion
vigorosa; esta solucién se puso en bafio
maria para mantener una temperatura
constante, una vez alcanzada la
temperatura  se  adiciono NaBH,.
Finalmente se adicion6 0.007 g de
CgH140,S, como agente estabilizador. Con
este procedimiento se obtuvieron NPs de
AUu@LA. Es importante resaltar que a lo
largo de la experimentacion se realizaron
cambios en algunos de los parametros de
fabricacion; la velocidad de agitacion, la
temperatura de la solucién, el orden de
adiccion de el estabilizador se agregé en
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algunas corridas experimentales antes del
reductor y en otras se agreg6 despues del
reductor y la  relacion moles
reductor/precursor también fue variada.

Método para el

experimental

disefio 'y analisis

Disefio del Experimento de exploracion

Se estudio el efecto de cuatro factores que
estdn presentes en el proceso de
fabricacion de las NPs de Au@LA:
velocidad de agitacion (rpm), relacion
molar reductor/precursor (RRP),
temperatura (T) y orden de adiccion del
acido lipoico (AL). Estos factores se
estudiaron inicialmente en un disefio de
experimentos tipo exploratorio;

especificamente en un disefio factorial
fraccionado 2*~1, cada factor en el disefio
fue variado en dos niveles (ver tabla 1) y
se emplearon dos puntos centrales, uno
para T y otro para el AL. Los puntos
centrales ofrecen proteccién contra la
curvatura de los efectos de segundo orden
y al mismo tiempo permiten evaluar el
error experimental (Montgomery, 2014).
El disefio experimental consistio de 24
corridas (ver tabla 2), la matriz se disefid
en el programa Minitab 16%; el orden en
que se realizaron las corridas fue de forma
aleatorizada y las variables de respuesta
que se evaluaron fueron el tamafio en nm y
la razén de estabilidad de las NPs a los 30
dias.

Tabla 1. Factores y niveles empleados para el DOE fraccionado

Factores Niveles
Velocidad de agitacion (rpm) baja, alta
Temperatura, °C (T) 5,25, 45

Orden de adiccion del acido lipoico (orden AL)

Relacién moles reductor/precursor (RRP)

Antes, después

1,7, 14

Tabla 2. Matriz del disefio factorial fraccionado, con 4 factores del proceso de
fabricacion de NPs de Au@LA

Corrida Orden rpm T AL RRP

13 1 bajo (-1) 25 (0) antes (-1) 7 (0)

16 2 alto (1) 25 (0) después (1) 7 (0)

15 3 bajo (-1) 25 (0) después (1) 7 (0)
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2 4 alto (1)
12 5 alto (1)
14 6 alto (1)
8 7 alto (1)
11 8 bajo (-1)
6 9 alto (1)
20 10 alto (1)
7 11 bajo (-1)
24 12 alto (1)
1 13 bajo (-1)
21 14 bajo (-1)
4 15 alto (1)
3 16 bajo (-1)
9 17 bajo (-1)
17 18 bajo (-1)
19 19 bajo (-1)
18 20 alto (1)
23 21 bajo (-1)
10 22 alto (1)
22 23 alto (1)
5 24 bajo (-1)

5(-1)
25 (0)
25 (0)
45 (1)
25 (0)
5(-1)
25 (0)
45 (1)
25 (0)
5(-1)
25 (0)
45 (1)
45 (1)
25 (0)
25 (0)
25 (0)
25 (0)
25 (0)
25 (0)
25 (0)

5(-1)

antes  (-1) 13 (1)
después (1) 7 (0)
antes  (-1) 7(0)
después (1) 13 (1)
después (1) 7 (0)
después (1) 1(-1)
después (1) 7 (0)
después (1) 1(-1)
después (1) 7 (0)
antes  (-1) 1(-1)
antes  (-1) 7(0)
antes  (-1) 1(-1)
antes  (-1) 13 (1)
antes  (-1) 7(0)
antes  (-1) 7(0)
después (1) 7(0)
antes  (-1) 7(0)
después (1) 7(0)
antes  (-1) 7(0)
antes  (-1) 7(0)
después (1) 13 (1)

Andlisis del experimento de exploracion

Se analizaron los datos experimentales en
el programa Minitab® 16, se utilizaron los
valores-p de la tabla de andlisis de la
varianza (ANOVA, por sus siglas en
inglés  “ANalysis Of VAriance”)  para
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determinar cuéles de los factores en el
modelo tienen un efecto estadisticamente
significativo, se manejé un nivel de
confianza del 90% (correspondiendo a un
valor de a de 0.1), el valor-p que se obtuvo
por factor se compar6 con el nivel a, los
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factores con valor-p menor que a, fueron
considerados estadisticamente
significativos; asi también se analizd la
tabla de efectos y coeficientes estimados
para determinar la fortaleza relativa de los
efectos y se utiliz6 el coeficiente
estadistico de determinacion (R?) y el
ajustado  (R?) para determinar la
proporcion de variacion en los datos de
respuesta explicada por los términos del
modelo. La gréafica de efectos de Pareto fue
utilizada para comparar la magnitud
relativa y la significancia estadistica tanto
de los efectos principales como de
interaccion. La grafica de residuos se
empled para evaluar si el modelo era
adecuado y cumplia con los supuestos del
error (los errores son independientes,
asimétricos, normales, varianza constante y
valor promedio del error es cero)

Disefio del experimento de optimizacion

Para encontrar la configuracion que
optimice la respuesta de los factores con
efectos significativos en las variables de
salida de interés, se utiliz6 un disefio
central compuesto. Cada factor en el
disefio fue variado a 5 niveles diferentes
(=2, -1, 0, 1,+/2) (ver tabla 3). Se disefi6
la matriz de experimentacion en el

software Minitab 16°, el disefio del
experimento para la optimizacion se
compuso de 13 corridas (ver tabla 4). Las
corridas se llevaron a cabo de forma
aleatorizada durante la experimentacion.
Para reducir el tamafio de las NPs de
AUu@LA y aumentar la estabilidad se
utiliz6 el modelo ajustado de segundo
orden que permite incorporar la curvatura
para aproximar la respuesta. (Montgomery,
2014) EIl polinomio de segundo orden es
el siguiente:

y =P8+ Z{‘c=1 Bix; + Z{f:l Bii Xlz +
Yicj L Bijxixj + € Ecuacion 1

Donde y es el tamafio o la estabilidad de
las nanoparticulas que predice el modelo,
Bo es el coeficiente de regresion constante
que representa la respuesta media cuando
todas las variables codificadas son cero, S;
es el coeficiente lineal que indica un
incremento en la respuesta y cuando x;
aumenta en wuna unidad, pB;; es el
coeficiente de regresion cuadratico y f;;
es el coeficiente de regresion que denota la
interaccion entre la variable x; y la
variable x; (para valores de i diferentes de
7)Y x; es el nivel codificado de la variable
independiente.

Tabla 3. Factores y niveles empleados para el disefio central compuesto

Factores

Niveles

Temperatura, °C (T)

Relacién moles reductor/precursor (RRP)

11, 15, 25,35, 39

35,45,7,9.5,10.5

Tabla 4. Matriz del disefio central compuesto, con 2 factores del proceso
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de fabricacion de NPs de Au@LA

Corrida  Orden T RRP
2 1 35(1) 4.5 (-1)
12 2 25(0) 7(0)
6 3 39 (1.414) 7(0)
11 4 25 (0) 7 (0)
1 5 15 (-1) 4.5(-1)
5 6 11 (-1.414) 7 (0)
9 7 25 (0) 7(0)
4 8 35(1) 9.5 (1)
10 9 25 (0) 7 (0)
13 10 25 (0) 7(0)
8 11 25 (0) 10.5 (1.414)
3 12 15 (-1) 9.5(1)
7 13 25 (0) 3.46 (-1.414)

Analisis del experimento de optimizacion

Se analizaron los datos experimentales en
el programa Minitab® 16 para analizar la
varianza; se utilizaron los valores-p de las
pruebas F y de las pruebas T para buscar
todos los efectos lineales, cuadraticos y de
interaccion; se utilizd un nivel de
confianza del 90% (correspondiendo a un
valor de a de 0.1), Los efectos individuales
se determinaron utilizando la tabla de
regresion, esta misma tabla ofrecid para
cada termino en el modelo un coeficiente
para construir la ecuacion (1) que
representa la relacion entre la respuesta y
los factores , R? y R? ajustado permitieron
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determinarla la calidad de ajuste del
modelo de regresion, fue utilizada la
grafica de optimizacion para evaluar la
forma en que los factores afectan la
respuesta pronosticada y la gréfica
superpuesta de contornos para evaluar
conjuntamente las maultiples respuestas del
experimento e identificar las mejores
configuraciones de los factores para
optimizar la respuesta.

Métodos de Caracterizacion de las NPs de
Au@LA

Espectrofotémetro UV-Visible
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Se analiz6 la absorbancia de las NPs de
AU@LA en un rango de 250 a 1000 nm
utilizando una celda de cuarzo de 3.5 mly
con un paso de luz de 10 mm. Con base en
la metodologia propuesta por W. Haiss y
colaboradores (Haiss, Thanh, Aveyard, &
Fernig, 2007) se calculé el tamafio de
particula en nanometros a partir de la
relacion que hay entre la maxima
absorbancia  correspondiente a la
resonancia de plasmon superficial (4s,,) ¥y
la Absorbancia a 450 nm empleando la
siguiente ecuacion:

d = exp(B, 52 — B))

Agso
Ecuacion 2

Donde los valores usados para B; y B,
fueron 3.00 y 2.20 respectivamente. El
calculo del diametro de particula usando
esta ecuacion da como resultado una
desviacion promedio del ~11%. Se utilizo
el software OriginPro® versién 8 para
graficar los datos de absorbancia arrojados
por el espectrofotbmetro UV- Vis vy
determinar los valores de Ay, Y Asso. Para
calcular el tamafio de NPs de Au@LA con
tamafio (>25nm) se utilizd la méxima
longitud de onda correspondiente a la
resonancia de plasmon superficial (Agp,) Y
se utilizo la siguiente ecuacion:

Aspr—AQ
d = ln( Ly )
Ly
Ecuacion 3

Donde los valores usados para Ay, Ly y L,
fueron 512, 6.53 y 0.0216 respectivamente.

Espectroscopia de correlacion de fotones

El tamafio de las NPs fue evaluado en el
espectrofotometro de  correlacion  de
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fotones (DLS, por sus siglas en inglés de
"Dynamic light Scattering™) utilizando una
celda de cuarzo de 3.5 ml con dos caras
transparentes. El coloide fue diluido diez
veces en agua. La luz dispersada fue
detectada en un angulo de 173°.

Evaluacion de la estabilidad de las NPs de
Au@LA

Para cuantificar la razén de estabilidad de
las NPs fabricadas durante cada corrida
experimental, se estimo el tamafio de
particula a partir de los espectros de
absorbancia obtenidos por espectrosocpia
UV-Vis y usando la metodologia propuesta
por W. Haisss y colaboradores (Haiss et
al., 2007). Para acelerar la
desestabilizacion de las NPs de Au@LA se
utilizé NaCl. Al coloide obtenido de NPs
de Au@LA se le adicioné NaCl hasta una
concentracion del 10%. Después de un
nimero de dias establecido se midid
nuevamente el tamafio y se calculd el
porcentaje de inestabilidad a partir de la
siguiente ecuacion:
(1-L=)x100

T;

Ecuacién 4

Donde Ty es el tamafio final de las NPs de
AUu@LA con 10% de NaCl a un tiempony
T; es el tamafo inicial de las NPs de
Au@LA sin NaCl recién fabricadas.

Resultados y discusion

La NPs de Au@LA fabricadas a lo largo
de toda la experimentacion presentaron
diferentes cambios a medida que se
variaban los parametros de
experimentacién, un ejemplo de ello es la
coloracion de las NPs, (ver figura 1) donde
se puede observar cinco diferentes colores:
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amarillo claro, café oscuro, rojo intenso,
rojo y morado azul; asi también se puede
observar que algunas NPs presentaron un

comportamiento coloidal y otras agregados
y sedimentos.

Figura 1. NPs de Au@LA fabricadas a diferentes parametros de experimentacion

Disefio del Experimento de exploracion

A continuacion se puede observar en la
tabla 5 la matriz obtenida, conformada de
24 corridas a partir del disefio factorial

fraccionado 2*°! con sus diferentes
combinaciones de rpm, T, AL y RRP. Asi
también se presentan las dos variables de
respuesta: el tamafio y la razon de
estabilidad.

Tabla 5. Matriz del disefio factorial fraccionado, mostrado los factores y niveles empleados y las
variables de respuesta

Corrida rpm T AL

1 bajo 5 antes

2 alto 5 antes

3 bajo 45 antes

4 alto 45 antes

5 bajo 5 después
6 alto 5 después
7 bajo 45 después
8 alto 45 después
9 bajo 25 antes
10 alto 25 antes
11 bajo 25 después
12 alto 25 después
13 bajo 25 antes
14 alto 25 antes
15 bajo 25 después
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RRP Tamario Estabilidad
1 * *

13 * *

13 * *

1 * *

13 3531 0.37

1 76.39 0.41

1 125.87 0.75

13 41.49 0.32

7 * *

7 * *

7 2.38 0.92

7 2.33 0.91

7 * *

7 * *

7 2.40 0.93
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16 alto 25 después
17 bajo 25 antes
18 alto 25 antes
19 bajo 25 después
20 alto 25 después
21 bajo 25 antes
22 alto 25 antes
23 bajo 25 después
24 alto 25 después

Las variables de respuesta que se presentan
en la tabla 5 se puede observar en la
columna de resultados (tamafio y
estabilidad) un asterisco (*), representando
que el resultado de la corrida no es
cuantificable utilizando la metodologia de
W. Haiss y colaboradores, (Haiss et al.,
2007) dado que en estos resultados el
espectro de las NPs el pico correspondiente
al Aspyr N0 es muy notable.

Andlisis estadistico del
exploratorio

experimento

Las corridas que se realizaron con el factor
AL en el nivel “antes” y que en la tabla 5
presentan un signo * en la columna de
resultados (tamafio y estabilidad) no fue
posible cuantificar la variable de respuesta,
porque el espectro de las NPs no
presentaban pico notable en el Agy,,.
Creemos que las NPs que se les adiciono el
estabilizador en el nivel “antes” tienen un
tamafio menor a los 2 nm; dado que los
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2.79 1.00
* *
* *
243 0.92
2.48 0.95
* *
* *
2.22 0.91
2.25 0.91

espectros obtenidos no presentan un A,
notable como se puede observar en la
figura 2A; ademas estos espectros se
parecen a los presentados en el articulo de
O. Varnavski y colaboradores (Varnavski,
Ramakrishna, Kim, Lee, & Goodson,
2009) los espectros que se presentan en la
figura 2A pertenecen a NPs
extremadamente pequefias; incluso es
posible contar el nimero de atomos; asi
también se observa en la figura 2B el
espectro de las NPs después de 60 dias de
haberles realizado la prueba de estabilidad
descrita en el apartado 2.3.3. se ilustra un
cambio en el espectro haciendo notable el
rango Ay, lo cual permitio cuantificar el
tamafo con la metodologia de W. Haiss y
colaboradores (Haiss et al., 2007); el
resultado de estas mediciones dio como
resultado NPs mayor que 2 nm, lo cual
infiere que las NPs fabricadas con el factor
AL en el nivel “antes” el tamafio es menor
a2nm.
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jm—— NPs de Au@LA
Corrida 13
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El resultado de las 12 corridas del disefio
factorial fraccionado de la tabla 5 que si
fue posible cuantificar las variables de
respuestas (tamafio y estabilidad) se
proyectd en un disefio fraccionario mas
pequefio para poder someter el modelo a
Figura 2. Espectros de absorbancia para las
NPs de Au@LA de la corrida 13 A) NPs
sintetizadas con orden de adiccion del
acido lipoico antes del reductor, donde el
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= NPs de Au@LA+NaCl
Corrida 13

o

Absorbancia (u.a.)

3co 400 500 600 700 800 500

Longitud de onda (nm)

un analisis de la varianza y evaluar si el
factor rrp, T, RRP tienen un efecto
significativo en el tamafio y estabilidad de
las NPs de Au@LA; los resultados que se
estudiaron en la tabla 6 tienen constante el
factor AL en el nivel “después”.

pico del Ag,-no es obvio, B) espectro
después de 60 dias de realizar prueba de
estabilidad, las NPs presentan un Ag,,. en

526nm.
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Tabla 6. Matriz del Diseno factorial fraccionado 2”(3-1), con el factor AL constante en el nivel

“después”
Orden
Corridarpm T RRP  Tamado Estabilidad
1 Bajo 5 13 35.31 0.37
2 Alto 5 1 76.39 041
3 Bajo 45 1 125.87 0.75
4 Alto 45 13 41.49 0.32
5 Bajo 25 7 238  0.92
6 Alto 25 7 233 091
7 Bajo 25 7 240 0.93
8 Alto 25 7 2.79 1.00
9 Bajo 25 7 243  0.92
10 Alto 25 7 248 0.95
11 Bajo 25 7 222 091
12 Alto 25 7 225 091

El analisis de varianza (ANOVA) del
modelo de regresion para el tamafio de la
tabla 7 demuestra que el modelo es muy
apropiado, como evidencia la prueba F de
Fisher (1 35.94) y un valor de probabilidad
muy bajo ( 0.000 ); asi también es evidente
para la curvatura, la prueba de F de Fisher
(268.23) y un valor p (0.000).

La significancia de cada coeficiente fue
evaluada por la pruebatde Student y el

valor P de la tabla 8 los valores P para los
dos efectos principales sobre el tamafio de
las NPs de Au@LA son menores que 0.1
(T = 0.004 y RRP = 0.000). Por lo tanto,
existe evidencia de un efecto significativo;
en la figura 3 se ilustra en una grafica de
Pareto el orden de significancia estadistica
de cada factor de forma decreciente; la
linea de referencia en la grafica indica
cuéles efectos son significativos.

Tabla 7. Analisis de varianza para tamafio, DOE fraccionado

Fuente Grados de Suma de Suma de
libertad Cuadrados Cuadrados

ajustado
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Efectos 3 4862.8 4862.8 1620.9 35.94 0.000
principales

Curvatura 1 12097.9 12097.9 12097.9 268.23 0.000
Error 7 315.7 315.7 45.1

residual

Total 11 17276.4

Tabla 8. Efectos y coeficientes estimados para tamaino, DOE fraccionado

Término Efecto Coeficiente Error T P
estandar de
los
coeficientes

Constante 69.77 3.358 20.78 0.000
rpm -7.15 -3.57 1.939 -1.84 0.108
T 27.83 13.91 3.358 4.14 0.004
RRP -62.73 -31.37 3.358 -9.34 0.000
Punto Central -67.36 4.113 -16.38 0.000
R-cuadrada = 98.17% R-cuadrada(ajustado) = 97.13%
Diagl"’"7;,?555122‘25‘12ﬁiﬁ;?.?ff??&a"“"“
‘ =
.
S S S S R A

Figura 3. Diagrama de efectos de Pareto para el tamafio de NPs de AU@LA

Los valores R?> y R? ajustado en la tabla 9 tamafio, R? es de 97.29% vy el valor R?
representan la proporcién de variacion en ajustado es de 96.27% por lo que hay
los datos de respuesta explicada por los evidencia para decir que el modelo explica
términos del modelo; para los datos sobre muy bien la variacion en la respuesta.
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Tabla 9. Efectos y coeficientes estimados para tamaiio, sin incluir factores con efectos no

significativos.

Término Efecto Coeficiente
Constante 69.76
T 27.83 13.92
RRP -62.73 -31.36
Punto central -67.35

R-cuad. = 97.29%

El andlisis de varianza (ANOVA) del
modelo de regresion para la estabilidad de
la tabla 10 demuestra que el modelo es
apropiado, como evidencia la prueba F de
Fisher ( 5.25) y un valor de probabilidad
bajo ( 0.033 ); Asi también es evidente
para la curvatura, la prueba de F de Fisher
(110.22) y un valor p (0.000).

Error T P

estandar de

los

coeficientes

3.828 18.22 0.000
3.828 3.63 0.007
3.828 -8.19 0.000
4.688 -14.37 0.000

R-cuad.(ajustado) = 96.27%

Los valores P de la tabla 11 para los dos
efectos principales sobre estabilidad de las
NPs de Au@LA son menores que 0.1 (T =
0.087 y RRP = 0.015). Por lo tanto, existe
evidencia de un efecto significativo.

Tabla 10. Analisis de varianza para estabilidad, DOE fraccionado

Fuente Grados de Suma de Suma de Cuadrado F P
libertad Cuadrados Cuadrados medio
ajustado
Efectos 3 0.083750 0.083750 0.027917 5.25 0.033
principales
Curvatura 1 0.585938 0.585938 0.585938 110.22 0.000
Error 7 0.037212 0.037212 0.005316
residual
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Total 11 0.706900

Los valores R?> y R? ajustado en la tabla estabilidad, R? es de 93.67% y el valor R?
12 representan la proporcion de variacion ajustado es de 91.30% por lo que hay
en los datos de respuesta explicada por los evidencia para decir que el modelo explica
términos del modelo; para los datos sobre muy bien la variacion en la respuesta.

Tabla 11. Efectos y coeficientes estimados para estabilidad, DOE fraccionado

Término Efecto Coeficiente Error estandardelos T P
coeficientes

Constante 0.4625 0.03646 12.69 0.000
Rpm -0.0500 -0.0250 0.02105 -1.19 0.274
T 0.1450 0.0725 0.03646 1.99 0.087
RRP -0.2350 -0.1175 0.03646 -3.22 0.015
Punto 0.4688 0.04465 10.50 0.000
Central

R-cuad. =94.74% R-cuad.(ajustado) = 91.73%

Tabla 12. Efectos y coeficientes estimados para estabilidad, sin incluir factores con efectos
no significativos
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Término Efecto Coeficiente
Constante 0.4625

T 0.1450 0.0725

RRP -0.2350 -0.1175
Punto cetral 0.4687

R-cuad. = 93.67%

A partir del disefio factorial fraccionado
2371 se puede concluir que los factores Ty
RRP presentan un efecto estadisticamente
significativo tanto para el tamafio de las
NPs de Au@LA como para la estabilidad,;
asi también el efecto de curvatura tiene un
efecto significativo en la respuesta, los
NPs con menor tamafio y alta estabilidad
se obtuvieron en los puntos centrales por
esta razon se recomienda realizar un disefio
central compuesto para optimizar la
configuracion de los niveles de los factores
RRPyT.

CULCyT//Enero-Abril, 2016

Error T P

estandar de

los

coeficientes

0.03738 12.37 0.000
0.03738 1.94 0.088
0.03738 -3.14 0.014
0.04578 10.24 0.000

R-cuad.(ajustado) =91.30
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Disefio del experimento de optimizacion

Para encontrar la configuracion que
optimice la respuesta de los factores con
efectos significativos en el tamafio y la
estabilidad, se realiz6 un disefio central
compuesto con diferentes combinaciones
de moles de reductor/precursor (RRP) y
Temperatura de la reaccion (T), los
resultados obtenidos de la experimentacion
se pueden observar en la tabla 13.
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Tabla 13. Matriz del disefio central compuesto, se estudiaron dos factores a cinco
niveles, que se presentan con su respectiva codificacion y variables de respuesta
(tamaiio y estabilidad) obtenida por cada corrida

Corrida T RRP Tamaiio Estabilidad
1 15 (-1) 4.50 (-1) 90.38 0.76
2 35(1) 4.50 (-1) 140.23 0.96
3 15 (-1) 9.50 (1) 2.51 0.99
4 35(1) 9.50 (1) 2.71 0.97
5 11 (-1.414) 7.00 (0) 2.19 0.99
6 39 (1.414) 7.00 (0) 2.35 0.98
7 25 (0) 3.46 (-1.414) 156.77 0.93
8 25 (0) 10.54 (1.414) 2.77 0.98
9 25 (0) 7.00 (0) 2.25 0.98
10 25 (0) 7.00 (0) 2.24 0.99
11 25 (0) 7.00 (0) 2.20 0.99
12 25 (0) 7.00 (0) 2.20 0.98
13 25 (0) 7.00 (0) 2.27 0.99

2.1.1. Analisis estadistico del experimento de optimizacion

La combinacion de la corrida 1, 2, y 7 en
los niveles de RRP de (-1.414 y -1) dan
como resultado NPs con un tamafio (>90
nm) y se puede observar en la corrida 1y 2
que el nivel del reductor es el mismo para
las dos corridas, pero el nivel de la
temperatura cambia dando como efecto
NPs mas grandes cuando el nivel de la
temperatura es mayor; asi también se
puede observar que el tamafio de NPs es
(>3 nm) cuando el nivel de RRP se

encuentra en un nivel de (0, 1, 1.414); la
estabilidad en tamafios (>3nm) es mayor al
0.90, la menor estabilidad se presenta en la
corrida 1 donde la estabilidad es del 0.76.

El ANOVA del modelo de regresion para
el tamario del disefio central compuesto de
la tabla 14 demuestra que el modelo es
muy apropiado, como evidencia la prueba
F de Fisher (56.10) y un valor de
probabilidad muy bajo (0.000).

Tabla 14. Andlisis de varianza para el tamaiio, diseifio central compuesto

CULCyT//Enero-Abril, 2016
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Fuente Grados de Suma de
libertad cuadrados

Regresion 5 38507.0

Error 7 961.0

residual

Total 12 39468.0

El analisis de significancia de regresion
lineal se presenta en la tabla 15, donde el
valor p de 0.072 para la interaccion T por
RRP es menor que 0.1. Por lo tanto, existe
un efecto de interaccion significativo. Es
decir, el efecto de la temperatura en el
tamano de las NPs de Au@LA depende de
los moles de reductor/precursor. El valor p
de 0.000 para el efecto cuadratico de RRP
por RRP es menor que 0.01. Por lo tanto,
existe evidencia significativa de un efecto

Cuadrado F P
medio

ajustado

7701.4 56.10 0.000
137.3

cuadratico, indicando que la relacion entre
moles de reductor/precursor y tamafio de
NPs siguen una linea curva; contrario al
efecto cuadratico de T por T el valor p es
de 0.344 mayor a 0.1. Por esta razon,
existe evidencia de un efecto cuadratico no
significativo sobre el tamafio de las NPs.
El efecto lineal de la temperatura y los
RRP se consideran significativos sobre la
variable de respuesta dado que la
interaccion es significativa.

Tabla 15. Coeficientes de regresion estimados para tamaiio, disefio central compuesto

Término Coeficientes de  Error estandar T P
regresion de los
coeficientes
Constante 2.232 5.240 0.426 0.683
T 6.285 4.143 1.517 0.173
RRP -55.397 4.143 -13.373 0.000
T 4.503 4.442 1.014 0.344
RRP*RRP 43.253 4.442 9.736 0.000
T*RRP -12.412 5.859 -2.119 0.072
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R-cuad. =97.57%

R-cuad.(pred.) =

82.68%

R-cuad.(ajustado) = 95.83%

En la tabla 16 para cada término del
modelo, hay un coeficiente que permite
construir una ecuacioén que represente la
relacion entre la respuesta y los factores.
Para los datos sobre tamafio de NPs de
AU@LA, la ecuacion de regresion es la
siguiente:

Tamaifio = 5.365 + 6.285(T) — 55.397(RRP)
Ecuacion 5

+ 42.666(RRP)? — 12.412(T = RRP)

Para los datos sobre tamafio, 97.21% de la
variacion en el tamafio es explicada por el
modelo, R? pronosticado es de 84.92% vy el
R? ajustado es de 95.81% por lo que hay
evidencia para decir que el modelo explica
muy bien la variacion en el tamafio de NPs
de AU@LA.

Tabla 16. Coeficientes de regresion estimados para tamaiio, sin incluir términos no

significativos.

Término Coeficientes Error estandar T P
» de los
de regresion coeficientes
Constante 5.365 4.239 1.266 0.241
T 6.285 4.150 1.514 0.168
RRP -55.397 4.150 -13.350 0.000
RRP*RRP 42.666 4412 9.670 0.000
T*RRP -12.412 5.869 -2.115 0.067

R-cuad. =97.21%

CULCyT//Enero-Abril, 2016

R-cuad.(pred.) =
84.92%
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R-cuad.(ajustado) = 95.81%
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Con la finalidad de evaluar la adecuacion
del modelo se utilizo la figura 4 donde se
analizaron los residuos, es decir, la
diferencia entre los valores observados y
los valores ajustados. En la figura 4A) se
grafica los residuos en una hoja de
probabilidad normal; como se puede
observar en la gréafica los residuos siguen
una linea recta, lo cual indica que el
modelo cumple con los supuestos de
normalidad. En la figura La grafica 4B) es
un histograma de los residuos donde se
muestra la distribucion de los residuos para
todas las muestras, como se puede
observar hay una simetria a pesar de que el
histograma no sigue una forma de
campana. 4C) se muestran los residuos
versus sus valores de ajuste, obsérvese que

los  residuos  aparecen  distribuidos
aleatoriamente cerca del cero, lo cual
indica que hay una tendencia constante en
la varianza. Finalmente, en la figura 4D) se
grafica los residuos versus su orden de
observacion, en esta gréafica los residuos
aparecen distribuidos aleatoriamente cerca
del cero, lo cual indica que no hay
correlacion entre ellos. Con base a las
gréficas de la figura 4 y a todos los
resultados del andlisis estadistico se
argumenta que el disefio de
experimentacion realizado y sus resultados
son satisfactorios y que los posibles errores
durante la preparacién de las muestras no
influyeron en los resultados y conclusiones
del disefio de experimentos.

Tabla 17. Analisis de varianza para la estabilidad, disefio central

compuesto
Fuente Grados Suma de Cuadrado F P
de cuadrados medio
libertad ajustado
Regresion 5 0.033679 0.006736 3.52 | 0.066
Error 7 0.013414 0.001916
residual
Total 12 0.047092
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Grafica de probabilidad normal
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Figura 4. Gréficas de residuos para verificar la adecuacion del modelo. A) Residuos versus los
valores esperados, B) histograma para mostrar la distribucion de los residuos, C) residuos versus sus
valores de ajuste, y D) residuos versus su orden de observacion.

El ANOVA del modelo de regresion para
la estabilidad del disefio central compuesto
de la tabla 17 demuestra que el modelo es

El analisis de significancia de regresion
lineal se presenta en la tabla 18, el valor p
de 0.040 para la interaccion T por RRP es
menor que 0.1. Por lo tanto, existe un
efecto de interaccion significativo. Es
decir, el efecto de la temperatura en la
estabilidad de las NPs de Au@LA depende
de los moles de reductor/precursor. El
valor p de 0.459 para el efecto cuadratico

moderadamente apropiado, como
evidencia la prueba F de Fisher (3.52) y un
valor de probabilidad (0.066).

de T por T y el valor p de 0.135 para el
efecto cuadratico de RRP por RRP son
mayores que 0.1. Por lo tanto, existe
evidencia de no tener un efecto cuadratico
significativo sobre la estabilidad de las
NPs. El efecto lineal de la temperatura y
los RRP se consideran significativos sobre
la variable de respuesta dado que la
interaccion es significativa.

Tabla 18. Coeficientes de regresion estimados para estabilidad, disefio central

compuesto
Término Coeficientes Error T P
de regresion estandar de
los
coeficientes
Constante 0.98600 0.01958 50.366 0.000
T 0.02073 0.01548 1.340 0.222
RRP 0.03884 0.01548 2.509 0.040
T*T -0.01300 0.01660 -0.783 0.459
RRP*RRP -0.02800 0.01660 -1.687 0.135
T*RRP -0.05500 0.02189 -2.513 0.040

R-cuad. = 71.52%

CULCyT//Enero-Abril, 2016
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En la tabla 19 para cada término del
modelo, hay un coeficiente que permitid
construir una ecuacién que represente la
relacion entre la respuesta y los factores.
Para los datos sobre estabilidad de NPs de
AU@LA, la ecuacion de regresion es la
siguiente:

Estabilidad = 0.96077 + 0.02073(T) + 0.03884(RRP)
Ecuacion 6

— 0.05500(T * RRP)

Para los datos sobre estabilidad, 58.62% de
la variacion en la estabilidad es explicada

por el modelo y el R? ajustado es de
44.83% por lo que hay evidencia para
decir que el modelo explica
moderadamente la variacion en la
estabilidad de NPs de Au@LA.

Los parametros que se incluyeron para la
optimizacion del tamarfio fue un objetivo de
2nm y para la estabilidad el objetivo es de
una razon de estabilidad del 0.9830. en la
figura 5 se muestran la solucién global
pronosticada por el optimizador donde el
valor del RRP es de 6.9794 y para la T es
de 24°C.

Tabla 19. Coeficientes de regresion estimados de Estabilidad, sin incluir términos no

significativos
Término Coeficientes Error T P
de regresion estandar de
los coeficientes
Constante 0.96077 0.01291 74.447 0.000
T 0.02073 0.01645 1.260 0.239
RRP 0.03884 0.01645 2.361 0.043
T*RRP -0.05500 0.02327 -2.364 0.042
R-cuad. = 58.62% R-cuad.(ajustado) = 44.83%
r . ____________________________________|
Optime. 390421 - A Grafica de contorno de Tamaiio; Estabilidad B
D Act [23.8208] (6.8794]
1.0000 ggjo 10.8579 3.4645 — Tamafio
10 / —_—1
mmmm 2]
Compuesto 9] Estabilidad
Deseabilidad 097
1.0000 0%
84
]
o & 7-‘_.._—-——/
Tamano [4
Obj: 2.0
y =20 6
d = 1.0000
54
Estabili 4
Obj: 0.9830 ]
y = 0.9830 ; ; ; ; ;
d = 1.0000 5 20 25 30 3
T

Figura 5. Gréficas de superficie de respuesta, A) grafica de optimizacion donde se predicen la
configuracion de los factores T y RRP para fabricar NPs de Au@LA de 2nm con una razon de
estabilidad del 0.9830, B) Grafica de contorno para tamafio y estabilidad, predice las todas las posibles
combinaciones para ontener NPs de 2nm y altamente estables.
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Se realiz6 una corrida de confirmacion,

donde las NPs de Au@LA fueron
fabricadas con los parametros
pronosticados por el modelo de

optimizacion y se obtuvo NPs con tamarfio
de 2 nm y altamente estables; observar los
resultados de caracterizacion por UV-Vis y
DLS.

Caracterizacion de las NPs de Au@LA

Se fabricaron NPs de Au@LA con los
parametros pronosticados por el modelo de
optimizacion, disefio central compuesto en
la figura 5 y para validar el tamafio y
estabilidad se caracterizaron las NPs por
espectrofotometria UV-Vis y por DLS.

Espectrofotometro UV-Vis

La presencia de NPs fue confirmada
utilizando espectrofotometria por UV-Vis

en el rango de 250 a 1000 nm. Presentando
una maxima absorbancia correspondiente a
la resonancia de plasmon superficial
(Aspr) de 0.9367 con un rango de longitud
de onda correspondiente a la resonancia de
plasmon superficial (Ag,,) de 0.8786, en la
figura 6 se puede observar el espectro de
las NPs de Au@LA contra el espectro de
las nanoparticulas después de realizar la
prueba de estabilidad, se observa que el
NaCl no afecta la estabilidad de las NPs,
por lo que se tiene suficiente evidencia de
alta estabilidad; asi también se calculd el
tamafo utilizando la metodologia de W.
Haiss y colaboradores (Haiss et al., 2007)
dando como resultado un tamarfio de 2 nm.
El espectro que se obtuvo es similar al que
se presenta en el articulo de A. Kumar y
colaboradores(Kumar et al., 2012) en la
fig. 2 también realizado a NPs de Au@LA
con tamafio de 2 nm, igual que nosotros el
autor de este articulo concluye que la
absorbancia no es muy obvia cuando se
tienen NPs de estos tamafos.

2.0

NPs de I:Ps LAde
+
Au@LA L@
NacCl
,“ ﬂ

Absorbancia (u.a.)

0.0

w——2nm NPs de AU@LA
e 2nm NPs de Au@LA + NaCl

T
400

T T T
600 800 1000

Longitud de onda (nm)
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Figura 6. Espectros de absorbancia de las NPs de Au@LA y NPs de Au@LA + NaCl, la absorbancia
de las nanoparticulas fue detectado en 499 nm pero no es muy obvio.

Espectroscopia de correlacion de fotones

Se analizaron las NPs por espectroscopia
de correlacion de fotones para validar el
tamafo, y el tamafio obtenido tanto para

las NPs de Au@LA como para las NPs de
Au@LA + NaCl es de 2.3 nm con 0.1
desviaciones estandar y una moda de 2.3
nm, los resultados se pueden visualizar en
lafigura6y?7.

90—

80—

70—

60—

50—

40-

30~

20~
10~

0-|— L B R Y| 1
0.1 1

(%)

Frequency

lb"l"|'|1'|'|‘|"‘"|"‘|"|‘‘|'||'|‘||""'|"'|"|"|'r|\|| “““ L i Y

Diameter (nm)

100
Loo
Lgo
L70
Z60
50
La0
L3
L20
L10

(%)

Undersize

100 1000 10000

Figura 6. Grafica de tamafio obtenida por la técnica DLS realizada a las NPs de Au@LA
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Figura 7. Grafica de tamafio obtenida por la técnica DLS realizada a las NPs de Au@LA + NaCl

Conclusiones

En este estudio, nosotros demostramos que
usando Cloruro de oro como precursor,
citrato de sodio como reductor y &cido
lipoico como estabilizador se pueden
obtener nanoparticulas de oro esféricas con
rangos de absorbancia méaxima desde

CULCyT//Enero-Abril, 2016
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490nm hasta 540nm equivalentes a un
tamano de NPs de (>2nm hasta 140nm);
asi también se demostro a través de un
DOE exploratorio, que de cuatro variables
del proceso de fabricacion de las NPs de
Au@LA solo tres tienen un efecto
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significativo sobre el tamafio y la
estabilidad y finalmente con base a los
resultados de la caracterizacion de UV-Vis,
DLS y pruebas de estabilidad se concluye
que la respuesta pronosticada por el DOE

de optimizacion sobre los niveles optimos
de T y RRP para fabricar una NPs de
AU@LA de 2nm y altamente estables son
validos.
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