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Abreviaturas

- NPs Nanoparticulas

- NRs Nanorods

- AuNPs Nanoparticulas de oro

- AuNRs Nanorods de oro

- SPR Resonancia de plasmén superficial

- LSPR Resonancia de plasmén superficial localizada

- NIR Infrarrojo cercano

- TEOS Ortosilicato de tetraetilo

- CTAB Bromuro de hexadeciltrimetilamonio

- PVP Polivinilpirrolidona

- Pz Potencial Z

- Pdl indice de polidispersién

- TP Tampon fosfato

- AETA [2-(acryloyloxy)ethylltrimethylammonium chloride
-  MBA N,N’-metilenbisacrilamida

- LiTPO (lithium phenyl-2,4,6-trimethylbenzoylphosphinate)



Resumen

El presente Trabajo de Fin de Grado se centra en la sintesis y caracterizacién de plataformas
nanohibridas con propiedades fototérmicas, basadas en nanoparticulas de oro esféricas (AuNPs) y
cilindricas (AuNRs) inmovilizadas en materiales 3D. Tras evaluar su resonancia de plasmén superficial y
propiedades fisicoquimicas, se seleccionaron las particulas dptimas para su inmovilizacién en matrices
de silice (sol-gel) e hidrogeles acrilicos. Los ensayos fototérmicos mostraron que las AuNPs son
eficientes a 520 nm y las AuNRs en el infrarrojo cercano (808 nm), logrando incrementos de hasta 25
°C en pocos minutos. Al optimizar la inmovilizacién, las plataformas conservaron su capacidad
fototérmica, siendo la agregacién un factor clave en su respuesta dptica y térmica. Finalmente, la
coinmovilizacién de la enzima Lacasa con AuNPs en sol-gel aumentd la actividad enzimatica bajo
irradiacién, lo que pone de manifiesto el potencial de estas plataformas en hipertermia, catalisis y
liberacion controlada.

Palabras clave: Nanoparticulas de oro, Plataformas nanohibridas, Resonancia de Plasmdn Superficial

(LSPR), Lacasa, Conversion fototérmica, Inmovilizacién en 3D.

Abstract

This Final Degree Project focuses on the synthesis and characterization of photothermal nanohybrid
platforms based on spherical gold nanoparticles (AuNPs) and gold nanorods (AuNRs) immobilized in 3D
materials. After evaluating their surface plasmon resonance and physicochemical properties, the
optimal particles were selected for immobilization into silica matrices (sol-gel) and acrylic-based
hydrogels. Photothermal assays showed that AuNPs exhibit high efficiency under 520 nm irradiation,
whereas AuNRs are more efficient in the near-infrared region (808 nm), reaching temperature
increases of up to 25 °C within a few minutes. Upon optimizing the immobilization conditions, the
platforms retained their photothermal capacity, with the degree of aggregation being a key factor on
their optical and thermal response. Finally, the co-immobilization of the laccase enzyme with AuNPs in
a sol-gel matrix enhanced enzymatic activity under irradiation, supporting the potential of these
platforms for photoactive applications such as hyperthermia, catalysis, and controlled release.

Keywords: Gold nanoparticles, Nanohybrid platforms, Surface plasmon resonance, Laccase,

Photothermal conversion, 3D immobilization.



1. Introduccion

1.1 Nanoparticulas de oro (AuNPs)

1.1.1 éQué son?

Las nanoparticulas de oro (AuNPs), como su propio nombre indica, son particulas de oro de tamafio nanométrico.
Este tamafio comprende tipicamente entre 1 y 100 nm, es decir, una milmillonésima parte de un metro. Estas
AuNPs se comportan de forma distinta al oro macroscépico debido a la relacidn area superficial/volumen y a
efectos cuanticos [1]. A estas escalas presentan colores muy intensos (vino tinto, rojo, purpura), lo que permite
detectar dispersiones coloidales incluso a concentraciones nanomolares_[1]. Ademads, su superficie puede
funcionalizarse facilmente con una gran variedad de moléculas como ADN, proteinas, pequefios ligandos, etc.

Esto nos permite obtener sistemas muy versatiles en biosensores, catdlisis o aplicaciones biomédicas [1].

1.1.2 Propiedades

Por estos motivos las AuNPs se han vuelto casi un “material estandar” en la biomedicina y nanotecnologia porque
tienen muchas ventajas en un solo componente. Son biocompatibles, quimicamente inertes y de baja toxicidad
frente a otros metales mas reactivos [2]. Ademas, se sintetizan y controlan con facilidad en tamafio y forma, lo
que permite adaptar su comportamiento para aplicaciones concretas, presentan alta estabilidad en medios
fisiolégicos y pueden ser recubiertas para mejorar aun mas esa estabilidad [3]. Otra de sus caracteristicas clave
es la resonancia de plasmones de superficie (SPR) que genera respuestas dpticas muy intensas y ajustables, clave

para biosensores, diagndstico y terapia fototérmica/fotodindmica. [2].
1.1.3 Resonancia de plasmon superficial

En metales como el oro hay muchos electrones de conduccion libres. Cuando un nanomaterial de oro se ilumina
con luz, el campo eléctrico oscilante de esa luz hace que esos electrones se desplacen colectivamente respecto
al “esqueleto” idnico positivo de material. Cuando la frecuencia de la luz coincide con la frecuencia natural de
esa oscilacion colectiva, se produce el fendmeno SPR: una oscilacidon coherente de los electrones libres en la
superficie metalica en resonancia con el campo electromagnético incidente [4]. En el caso de las AuNPs, la
resonancia queda confinada en cada particula y se habla de resonancia de plasman superficial localizada (LSPR)
(Hlustracion 1) [5]. En AuNPs esféricas pequefias, la LSPR se manifiesta como una banda intensa de absorcion y
dispersion en el visible: la solucién de AuNPs toma un color rojizo caracteristico porque parte de la luz se absorbe
y parte se dispersa muy eficientemente_[6]. La relajaciéon no radiativa de la excitaciéon plasmdnica resultante
conduce a una conversidn altamente eficiente de la energia luminosa en calor. Este calentamiento es rapido,
localizado y controlable, lo que hace a las AuNPs ideales para aplicaciones fototérmicas. En nanoparticulas de oro
no esféricas, como nanocilindros, mdas conocidos como nanorods (AuNRs), nanoestrellas o nanoprismas, la
anisotropia geométrica da lugar a modos plasménicos desplazados hacia longitudes de onda mayores,
extendiéndose desde el visible hasta el infrarrojo cercano (NIR) (800-1300 nm), regidn espectral preferente para

aplicaciones biomédicas debido a su mayor penetracidn tisular.
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llustracion 1. El principio de las técnicas de deteccion SPR y LSPR [4].
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Ademas de la forma de la nanoparticula, otras propiedades como su tamafio, el indice de refraccidon del medio y
la distancia y acoplamiento entre particulas son importantes para dmbitos como la biomedicina y el diagndstico,
ya que cambios en el entorno local (por ejemplo, unién de proteinas, ADN o biomarcadores a la superficie)
modifican el indice de refraccién cercano y provocan un desplazamiento del pico de LSPR, que se puede medir
espectroscépicamente. Por esta razon, las AUNPs se usan como sensores dpticos muy sensibles (LSPR biosensing)
para detectar interacciones biomoleculares, cambios en la concentracion o la presencia de biomarcadores de

enfermedad [4] [6].

1.1.4 Sintesis de Nanoparticulas

Principalmente, podemos destacar dos enfoques para la sintesis de nanoparticulas (NPs); el top-down (de arriba
hacia abajo) y el bottom-up (de abajo hacia arriba), que a su vez pueden ser divididos en diferentes subclases

dependiendo de las condiciones empleadas (/lustracion 2).
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lustracion 2. Esquema de métodos top-down y bottom-up para la sintesis de nanoparticulas [7].
1.1.4.1 Sintesis fisica

La sintesis fisica de nanoparticulas se basa en generar AuNPs a partir de un sélido, sin reacciones quimicas de
reduccién cldsicas. Son métodos top-down: se parte de oro macroscopico y se fragmenta hasta la escala nano.
Este tipo de sintesis destaca por su alta pureza y su menor uso de reactivos quimicos. Sin embargo, se necesita

equipamiento mas caro (laseres, vacio, plasmas, etc.) [8].



1.1.4.2 Sintesis quimica

La sintesis quimica de nanoparticulas es una aproximacién bottom-up: se parte de iones o moléculas en disolucion
y se construyen nanocristales por reaccidn quimica controlada_[9]. Para ello, se emplean tres componentes
basicos: un precursor metdlico (sales, complejos, alcoxidos, etc.), un agente reductor o reactivo de
hidrélisis/condensacidn y un estabilizante o capping (polimeros, surfactantes, ligandos) que evita la agregacion y
controla el crecimiento [10]. En presencia del reductor, los precursores metalicos se reducen a 4&tomos neutros,
los cuales experimentan nucleacién y crecimiento posterior. Variando la concentracion, temperatura, pH o tipo
de reductor se ajustan tamafio y forma _[10] [11]. En el caso de las AuNPs, la sintesis suele llevarse a cabo
utilizando el método clasico de Turkevich, que da lugar a la formaciéon de nanoparticulas esféricas [11]. Sin
embargo, la obtencidn de nanoparticulas con formas anisotrdpicas (AuNRs, nanoprismas, etc.) necesarias para
desplazar la resonancia plasmodnica hacia el NIR, con vistas a aplicaciones biomédicas, requiere estrategias
sintéticas considerablemente mas complejas que precisan de un control exhaustivo [12]. La ruta mas clasica para
su obtencion utiliza el surfactante bromuro de hexadeciltrimetilamonio (CTAB), altamente efectivo como agente

de crecimiento, pero tdxico, lo que crea un conflicto entre el control de su sintesis y biocompatibilidad [12].

1.1.5 Inmovilizaciéon

Cuando las AuNPs se sintetizan por métodos quimicos, quedan suspendidas en un medio liquido, formando una
suspension coloidal estable que se mantiene sin precipitar gracias a repulsiones electrostaticas o estéricas. Sin
embargo, cambios de pH, fuerza idnica o temperatura pueden romper el equilibrio e inducir la agregacién y
posterior precipitacion de las nanoparticulas. La inmovilizacion de AuNPs permite mejorar la estabilidad del
sistema y controlar espacialmente la generacién de calor fototérmico, facilitando su integracion en plataformas
funcionales, como catalizadores o biosensores. La inmovilizacidon consiste en fijarlas sobre un soporte sélido
(vidrio, polimeros, metales, nanoparticulas magnéticas, fibras, etc.) o sobre superficies biomoleculares, con el
objetivo de que se queden ancladas de forma estable sin perder sus propiedades dpticas o cataliticas. Esto
permite pasar de un sistema coloidal (en disolucién) a un dispositivo que es mas facil de manejar, recuperar vy,
ademads, con la capacidad de reutilizarlo [13]. Para la inmovilizacién se utilizan dos tipos de interacciones:
covalente y no covalente. Las interacciones no covalentes (electrostaticas, hidrofdbicas o de coordinacidn) son
tipicas de recubrimientos con polimeros con carga (por ejemplo, polietilamida sobre vidrio) que atraen a las
AuNPs cargadas. Este tipo de inmovilizacién es sencilla, pero es menos estable frente a cambios de pH, fuerza
idnica o lavado intenso. En cambio, las interacciones covalentes, se caracterizan por la formacidén de enlaces
quimicos directos, que dan lugar a superficies recubiertas de AuNPs con alta estabilidad, capaces de mantener
actividad catalitica durante muchos ciclos y largos periodos de almacenamiento [13].

A continuacidn, se expondran una lista de ventajas y desventajas de la inmovilizacién que han sido descritas en

diferentes articulos cientificos (Tabla 1) [14] [15]:



Tabla 1. Ventajas y desventajas generales de la inmovilizacion de AuNPs.

Ventajas Desventajas
- Reutilizaciéon y manejo mas sencillo - Pérdida de accesibilidad superficial
- Mayor estabilidad frente a agregacion - Desafios de durabilidad y liberacién no
deseada
- Estabilidad térmica y tamafio controlable - Posible agregacién durante gelificacidn

- Transparencia y propiedades
Opticas reproducibles
- Procesado suave y versatil

1.1.6 Inmovilizaciéon 3D

La inmovilizacion tridimensional (3D) de AuNPs consiste en confinar las nanoparticulas dentro de una matriz o
andamiaje volumétrico. Esto habilita la posibilidad de combinar propiedades Opticas, electréonicas y de
bioconjugacion de las AuNPs con las caracteristicas mecanicas, de transporte y biocompatibilidad del material
huésped, generando sistemas funcionales para multiples utilidades. En el presente trabajo se utilizd esta técnica
de inmovilizacién empleando dos tipos de materiales: las matrices de silice sintetizadas por el método sol-gel y
los hidrogeles organicos. En ambos casos, las nanoparticulas quedaron retenidas dentro de una estructura porosa

sin formar enlaces fuertes y permanentes (covalentes) con el material.

1.1.6.1 Matrices Sol-Gel

|H

En quimica de materiales, “sol-gel” es un proceso en el que se parte de precursores moleculares (como el
ortosilicato de tetraetilo, TEOS) disueltos en un medio liquido (el “sol”) y, mediante reacciones quimicas, se
forman progresivamente oligdmeros y cadenas inorgdnicas que acaban construyendo una red tridimensional
continua (el “gel”). En esta red es donde se quedan las AuNPs inmovilizadas, sin necesidad de uniones covalentes
[16]. Para la inmovilizacion de AuNPs en matrices sol-gel se utilizan principalmente dos estrategias: introducir las
sales de oro y el agente reductor en la disolucion precursora para que se sinteticen las nanoparticulas a la vez

que la matriz, o afiadir las AuNPs ya formadas a la disolucion precursora. Para la elaboracion de este trabajo se

utilizd ésta ultima estrategia.

1.1.6.2 Matrices de hidrogel

Un hidrogel es una red tridimensional de cadenas poliméricas hidréfilas que, gracias a puntos de unién entre
cadenas (entrecruzamiento), forma un sélido blando capaz de absorber y retener grandes cantidades de agua sin
disolverse _[17]. Para su elaboracidn se utilizan mondmeros/polimeros con grupos reactivos, un iniciador
(radicales, UV, radiacion) y un agente de entrecruzamiento. Durante la polimerizacion se forman enlaces
covalentes entre cadenas, creando una red permanente, dando como resultado un hidrogel con alta estabilidad
mecanica y baja solubilidad [17]. En cuanto a la inmovilizacion de las nanoparticulas dentro del hidrogel, existen
varios métodos. En el presente trabajo, se probé a introducir las AuNPs en la matriz partiendo desde un hidrogel
deshidratado (xerogel) e hinchandolo con una disolucion de estas nanoparticulas previamente formadas.
Ademas, también se probé a introducir la AuNPs directamente en la mezcla de precursores del hidrogel, de forma

que al polimerizar estas quedaran atrapadas en su interior.
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1.1.7 Aplicaciones

Las nanoparticulas de oro tienen un gran potencial para diversas aplicaciones biotecnolégicas y biomédicas,
gracias a sus propiedades dpticas Unicas, su capacidad para generar calor bajo irradiacién y su biocompatibilidad.
Una de sus aplicaciones es la hipertermia localizada, la cual ha sido explorada ampliamente como una alternativa
terapéutica en oncologia [18]. Otra de sus aplicaciones es el uso en liberacion controlada de farmacos. Estas
AuNPs integradas en matrices pueden servir como “gatillos” activados por luz para liberar medicamentos
encapsulados cuando se alcanza una temperatura especifica. Esto contribuye a una estrategia espacial y
temporalmente controlada del farmaco, reduciendo efectos secundarios sistémicos [19]. Finalmente, la
combinacién en un mismo material de AuNPs y enzimas permite activar fototérmicamente su actividad,
acelerando y controlando reacciones biocataliticas de forma remota y precisa. Estas plataformas fotobioactivas
constituyen un campo emergente que aprovecha las propiedades dpticas Unicas del oro para generar calor de
manera localizada, minimizando el calentamiento global del sistema y permitiendo “encender” y “apagar” de
forma reversible la actividad enzimatica mediante luz. El espectro de aplicaciones de este nuevo enfoque es
amplio y se extiende desde la biocatdlisis para acelerar reacciones quimicas a escala industrial hasta la posible
modulacidn terapéutica de enzimas implicadas en el desarrollo de diversas patologias [20].

En el presente trabajo se han puesto en marcha los primeros ensayos destinados a evaluar la viabilidad de los
materiales desarrollados para interactuar con la luz e incrementar la actividad enzimatica, de forma que se pueda
aumentar la potencia catalitica solo cuando se irradia. Para ello se ha seleccionado como enzima modelo la lacasa,
una enzima fundamental en diversos procesos industriales y en la degradacion de compuestos complejos, como

los farmacos, destacando por su papel en la "biocatalisis verde" y la sostenibilidad [21].

2. Antecedentes

Como se ha comentado en el apartado anterior, las AuNPs, gracias a sus propiedades fototermales y dpticas
Unicas, su excelente biocompatibilidad y su facil funcionalizacién, se utilizan actualmente en diversos campos,
entre ellos la catalisis, la bioimagen y la terapéutica. No obstante, el estado coloidal de las AUNPs presenta ciertas
limitaciones, como una solubilidad limitada dependiente del pH y de la fuerza iénica del medio, lo que favorece
su agregacion. Ademas, una vez afiadidas al medio de reaccidn, su recuperacién resulta compleja, lo que restringe
su reutilizacién a un Unico ciclo de uso [22].

En este contexto, resulta de gran interés el desarrollo de estrategias que permitan aumentar la fotoestabilidad
de las AuNPs coloidales sin alterar sus propiedades de LSPR. La inmovilizacidn de las AuNPs sobre soportes sélidos
se presenta como una alternativa eficaz para mejorar su estabilidad, facilitar su manipulacién y recuperacién,
permitir su reutilizacion y ampliar su rango de aplicaciones, dando lugar a plataformas fototérmicas activas en el
visible y el NIR. Para la inmovilizacion de AuNPs se ha empleado una amplia variedad de soportes sélidos,
incluyendo materiales porosos, silica y grafito, asi como recubrimientos poliméricos como el polietilenglicol y el

alginato, con el objetivo de aumentar la estabilidad coloidal, prevenir la aglomeracidn y mejorar la eficiencia



catalitica [23]. El grupo de investigacidn en el que se ha desarrollado este Trabajo de Fin de Grado cuenta con una
amplia experiencia en el campo de la inmovilizacion de sistemas bio y nanoestructurados. Entre los materiales
mas utilizados destacan los hidrogeles inorganicos, como las matrices sol-gel, ampliamente empleadas para la
inmovilizacién de enzimas y el desarrollo de biosensores, asi como los hidrogeles organicos que, a diferencia de
las matrices inorganicas, presentan una elevada capacidad de hinchamiento al absorber grandes cantidades de
agua, lo que los convierte en matrices idoneas para la inmovilizacion enzimatica. Recientemente han desarrollado
eutectogeles que combinan las propiedades de los disolventes eutécticos profundos con la estabilidad estructural
de una red tridimensional. El grupo también tiene experiencia en incorporar nanoparticulas fluorescentes a las
matrices mencionadas obteniendo materiales nanocompuestos [24] [25]. A estos materiales se les ha
incorporado también enzimas como la fosfatasa alcalina y la a-glucosidasa obteniendo plataformas sensoras para
la identificacion de inhibidores enzimaticos [26] [27].

Por otra parte, en el ambito del transporte y la liberacién controlada de farmacos, se han desarrollado
nanohibridos multifuncionales basados en liposomas funcionalizados con AuNPs y nanoprismas de oro. Estos
ultimos permiten desplazar la banda plasmdnica hacia el NIR, posibilitando la liberacién de farmacos mediante
procesos de hipertermia inducida [28] [29]. Teniendo en cuanta toda esta experiencia, en la actualidad, el grupo
ha iniciado un proyecto con el objetivo de hacer plataformas fototérmicas para la degradacion fotoactivada de
compuestos dificiles de degradar, como los farmacos. Estas plataformas incorporarian en una misma matriz
AuNPs y enzimas cataliticas, como la lipasa y la lacasa, las cuales verian aumentada enormemente su actividad
tras ser irradiadas. El presente Trabajo de Fin de Grado se enmarca dentro de este proyecto y sus objetivos se

detallan en el siguiente apartado.

3.0bjetivos

Este trabajo tiene como objetivo final preparar plataformas nanohibridas con propiedades fototérmicas, que
integran nanoparticulas de oro inmovilizadas en materiales 3D y evaluar sus potenciales propiedades en
aplicaciones como biocatalisis o fototermia.
Especificamente, este estudio persigue los siguientes objetivos:
» Seleccidn y caracterizacién de distintos tipos de nanoparticulas de oro, tanto sintetizadas como
comerciales.
» Sintesis de matrices 3D basadas en materiales sol-gel y en hidrogeles organicos.
» Incorporacion de las nanoparticulas de oro en las matrices 3D y caracterizacion de las propiedades
fototérmicas de las plataformas desarrolladas.
» Evaluacidn de las posibles aplicaciones de los nuevos materiales mediante la incorporacién de la enzima

lacasa.
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4. Materiales y Métodos

4.1 Tampon fosfato 50 mM pH 7

El tampon seleccionado para la mayoria de los experimentos fue tampdn fosfato 50 mM pH7 (TP), preparado a
partir de una mezcla en agua Millli-Q (MQ) de sales de sodio, usando fosfato monosddico como acido (NaH2PO4)

y fosfato disédico (Na2HPO4) como base. Ambos reactivos se adquirieron en Sigma-Aldrich.

4.2 AuNPs y AuNRs comerciales

4.2.1 Nanoparticulas de oro (AuNPs)

Durante este trabajo se utilizaron diferentes tipos de AuNPs, comerciales y sintetizadas en el propio laboratorio.
Las comerciales se adquirieron en Sigma-Aldrich y, segun la descripcion, presentaban forma esférica y distintos
tamafios. Los tamafios seleccionados fueron 10, 20, 30, 40, 50 y 80 nm de didmetro (/lustracion 3, de izquierda a
derecha). Todas ellas en una suspension de 0.1 mM de tampdn fosfato. Las longitudes de onda medias de

absorcidon (Amax ), indicadas en fabrica, de cada una de las AuUNPs se muestran en la Tabla 2.

Tabla 2. Longitudes de onda mdximas para cada tamafio de AuNPs comerciales.

10 nm 20 nm 30 nm 40 nm 50 nm 80 nm

Amax (nm) 515-519 518 -522 523 -526 526-531 531-535 536 -541

llustracion 3. Stock de nanoparticulas de oro y Nanorods comerciales.

4.2.2 Nanorods de oro (AuNRs)

Los Nanorods de oro (AuNRs) que se emplearon (llustracion 3, frasco derecho) presentaron una morfologia
anisotrdpica (cilindrica), como se mostrara mas adelante, con una longitud media de absorcidon (Amax) de 780 nm.
Dichos AuNRs se encontraban en una dispersién de agua y CTAB como estabilizante. Fueron adquiridos en Sigma-

Aldrich.

4.3 Sintesis de AuNPs y recubrimiento

Las AuNPs también se sintetizaron en el laboratorio, utilizando el método de Turkevich (MT)_[30]. Este método,

descrito a continuacion, consiste en la reduccidn de acido clorodurico (HAuCls) por moléculas de citrato. Tanto
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los materiales utilizados para esta sintesis como para el recubrimiento posterior de las AuNPs fueron obtenidos

en Sigma-Aldrich. La /lustracion 4 muestra una imagen de las nanoparticulas sintetizadas.

llustracion 4. AuNPs sintetizadas por el método Turkevich.
4.3.1 Sintesis quimica mediante el método Turkevich

4.3.1.1 Sal de oro

El HAuCls es la sal de oro que actla como precursor en la sintesis de nanoparticulas mediante el método
Turkevich. En este proceso, el oro se encuentra inicialmente en estado Au3* y es reducido por el citrato de sodio
(Na3zCsH709) a Au®, formandose los nicleos metalicos que crecen hasta dar lugar a las nanoparticulas, mientras
que el citrato actia ademas como agente estabilizante superficial [30].

4.3.1.2 Citrato

Como se ha comentado en el apartado anterior, el citrato de sodio desempeiia un papel fundamental en el
método Turkevich, ya que actua tanto como agente reductor como agente estabilizante de las AuNPs. Cuando se
produce la reduccidn anteriormente comentada del oro, el citrato deja sus grupos carboxilato (-COO") adsorbidos
en la superficie de las AuNPs, confiriéndoles carga negativa y proporcionando estabilidad coloidal por repulsién
electrostdtica [30].

4.3.1.3 Protocolo de sintesis

Para la sintesis quimica mediante el método de Turkevich se comenzd afiadiendo 20 ml de una disolucion de
HAuCls 1 mM a un matraz Erlenmeyer de 100 ml. Seguidamente, se calentd la disolucién hasta llegar a ebullicion
y con agitacién constante. Una vez en ebullicién, se afiaden 2 ml de NasCsH709 38,8 mM a la disolucién y se dejo
agitando hasta que tornd a un color rojo muy oscuro, este procedimiento tardé alrededor de 10 minutos.
Mientras que transcurria ese tiempo, se fue afladiendo agua MQ para compensar el agua que se iba evaporando

en el proceso. Finalmente, se dejé enfriar la disolucidn a temperatura ambiente.
4.3.2 Recubrimiento AuNPs y AuNRs

A lo largo de los diferentes experimentos realizados, se recubrieron las AuNPs sintetizadas y los AuNRs con
polimeros buscando aumentar su estabilidad. Las AuNPs comerciales no necesitaron este recubrimiento, al ser
ya estables, mientras que los AuNRs, aunque estables en disolucidn, si precisaron de recubrimiento durante el
protocolo de inmovilizacion. El polimero utilizado en cuestion fue la polivinilpirrolidona (PVP) (llustracion 5) (PM

promedio~55 kDa, como polimero neutro).
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llustracion 5. Estructura molecular de la Polivinilpirrolidona.

Para llevar a cabo el recubrimiento, se partié de una disolucién stock del polimero en agua y, dependiendo del
tipo de experimento realizado, se afadieron alicuotas a la suspensién coloidal, hasta obtener concentraciones

finales de PVP de 1 mg/mly 4 mg/ml. Todo para garantizar la estabilidad de las nanoparticulas.

4.4 Sintesis de materiales 3D y plataformas fototérmicas

Todos los materiales utilizados para esta sintesis fueron adquiridos en Sigma-Aldrich.
4.4.1 Sintesis de matrices Sol-Gel de silice

4.4.1.1 Protocolo de obtencion de la matriz sol-gel

Para la sintesis de estas matrices se utilizé ortosilicato de tetraetilo (TEOS) como precursor del sol-gel (/lustracion
6), el cual se hidroliza y condensa para formar una red de SiO2 amorfa. Se siguié un protocolo previamente puesto
a punto en el laboratorio que consiste en mezclar 6,69 ml de TEOS con 2,16 ml de agua MQ y 60 uL de HCI 0,62M.
Esta mezcla es necesaria para llevar a cabo la hidrdlisis del precursor. Al principio, se visualizan dos fases distintas,
por ello hay que mantenerla en agitacion hasta completar la hidrdlisis y obtener una Unica fase. Durante este
proceso se genera etanol, que debe ser eliminado ya que interfiere con la polimerizacion del gel. Para poder
eliminarlo, se mezclé 1 ml de TEOS hidrolizado con 1 ml de agua MQ en un vial, este se colocd bajo una campana
extractora y se rotd en un rotavapor a 165 rpm, en un bafio de agua destilada a 65°C. La disolucidn se roté al
vacio aproximadamente 8 minutos, tiempo suficiente para eliminar todo el alcohol. Como resultado, se obtuvo
una disolucién a la que denominamos TEOS rotado. A continuacion, en cubetas desechables se mezclé el TEOS

rotado con un volumen equivalente de tampdn y se inici6 la gelificacion hasta obtener un monolito transparente.

e ™
HaC o) CHj
=y
O—Sli—O
HiC 0 —CHj

llustracion 6. Estructura molecular del TEOS.

4.4.1.2 Inmovilizacion de AuNPs y AuNRs en matrices sol-gel (plataformas AuNP@sol-gel y AuNR@sol-
gel)

Para la sintesis de la plataforma fototérmica basada en matrices sol-gel (AuNP@sol-gel) se tomaron 700 pl de
TEOS rotado en una cubeta desechable de 4,5 x 10 mm o en una de 10 x 10 mm, obteniendo asi distintos

formatos. A esta solucion se le afiadié una cantidad equivalente de una dilucién de AuNPs recubiertas con PVP y

en tampodn fosfato. Una vez mezclado el TEOS con la soluciéon de AuNPs, comienza el proceso de polimerizacion,
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que suele tardar unos 20 minutos. Sin embargo, es necesario el trascurso de 48 horas para su correcta

maduracion. La /lustracion 7a muestra una imagen de la plataforma obtenida.

st

llustracidn 7. Fotografia de las plataformas: AUNP@sol-gel, (a), AuNP@hidrogel (b), AuNR@sol-gel (c) y
AuNR@hidrogel (d).
Siguiendo el mismo protocolo que para la plataforma AuNP@sol-gel, se inmovilizaron nanorods recubiertos de

PVP, obteniéndose la plataforma AuNR@sol-gel (/lustracién 7c).
4.4.2 Sintesis de Hidrogeles organicos

4.4.2.1 AETA como precursor

El 2-(acryloyloxy)ethyl]trimethylammonium chloride (AETA) es un precursor utilizado para formar hidrogeles. Se
trata de un mondmero acrilico catidénico altamente hidroéfilo que se fotopolimeriza para generar hidrogeles
blandos, cargados positivamente, con buenas propiedades de hinchamiento, estabilidad en seco y potencial

autocurativo [26].

4.4.2.2 MBA como entrecruzante y LiTPO como fotoiniciador

El N,N’-metilenbisacrilamida (MBA), es un agente entrecruzante el cual se encarga de mantener los monémeros
de AETA unidos, determinando la densidad, rigidez y capacidad de hinchamiento de la red que se crea en el
hidrogel [26].

En cuanto al lithium phenyl-2,4,6-trimethylbenzoylphosphinate (LiTPO) es un fotoinciador soluble en agua
utilizado en la polimerizacién de hidrogeles mediante irradiacién UV o visible. Al absorber radiacién, genera
radicales libres que inician la reticulacion de los mondémeros, permitiendo la formacién controlada de la red

polimérica_ [26].
4.4.2.3 Protocolo de formacion del hidrogel

Para la sintesis de hidrogeles organicos, se siguié un protocolo disefiado por miembros del laboratorio _[26],
basado en la polimerizacién radicalaria de AETA en presencia de MBA y LiTPO. La elaboracion de estos hidrogeles
consistié en mezclar 1,132 ml de AETA junto con 1 ml de agua MQ y se dejé agitando durante unos minutos.
Seguidamente, se afiadieron 2 mg de MBA y se volvieron a dejar unos minutos en agitacién para, a continuacion,
afiadir 4 mg de LiTPO y finalizar la mezcla. Una vez conseguida, se transfirié a una jeringa desechable y se irradié
con una lampara UV a 365 nm durante 1 minuto para inducir la polimerizacién del gel. Tras finalizar la
polimerizacidn, el hidrogel se extrajo mediante un corte en la jeringa y empujando con el propio émbolo. Este se
dejé en un vidrio de reloj y se metid en una estufa durante 24 horas para que perdiera parte del agua vy,

posteriormente, poder introducirlo en una cubeta desechable con objeto de caracterizarlo correctamente.
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4.4.2.4 Inmovilizacion de AuNPs y AuNRs en hidrogeles (plataformas AuNP@hidrogel y
AuNR@hidrogel)

Para la sintesis de la plataforma fototérmica basada en hidrogeles (AuNP@hidrogel) se probd como primera
estrategia la preparacion y posterior deshidratacién de un hidrogel hasta obtener un xerogel, que luego fue
hinchado con una disolucién de AuNPs. Sin embargo, este método indujo la precipitacién de las AuNPs, por lo
que se disefid una segunda alternativa que consistid en introducir las AuNPs, recubiertas de PVP desde el inicio,
junto con los precursores, es decir, se cambid el mililitro de agua MQ por 1 ml de una disoluciéon de AuNPs. De
esta forma el hidrogel se formd con las nanoparticulas dentro. La /lustracion 7b muestra una imagen de la
plataforma obtenida.

Siguiendo el mismo protocolo que para la plataforma AuNP@hidrogel, se inmovilizaron nanorods recubiertos de

PVP, obteniéndose la plataforma AuNR@hidrogel (/lustracion 7d).

4.5 Sintesis de una plataforma fotobioactiva (AuNP@sol-gel@Lac)

4.5.1 iQué es la lacasa?

Como enzima modelo para la fabricacién de la plataforma bioactiva se selecciond la lacasa. Se trata de una enzima
oxidorreductasa multicobre capaz de catalizar la oxidacion de compuestos fendlicos y aromaticos, utilizando
oxigeno molecular como aceptor final de electrones, generando agua como Unico subproducto. Esta enzima
destaca por su capacidad de oxidar sustratos cromogénicos como la siringaldicina, lo que la convierte en una
herramienta muy util para estudios de actividad enzimdtica [31]. Ademas, es capaz de catalizar de forma eficiente
la degradacion de farmacos, contaminantes emergentes y una amplia variedad de compuestos xenobiodticos,

desempefiando un papel relevante en estrategias de biorremediacién ambiental.
4.5.2 Inmovilizacion de la lacasa y ensayo de actividad en sol-gel

La lacasa procedente de Trametes versicolor, la siringaldicina y resto de reactivos que fueron empleados se
adquirieron en Sigma-Aldrich. Se empled tampdn acetato de sodio 50 mM a pH 6 como medio de reaccion. El
Stock de la siringaldicina se preparé a una concentracién de 420 uM.

La lacasa se incorporé a la matriz sol-gel durante la formacién del monolito, como se menciona en el apartado
4.4.1, obteniéndose una concentracidn final de 1 mg/ml. En concreto, se preparé una disolucién de lacasa y
AuNPs sintetizadas recubiertas de PVP, a la que se le afiadié un volumen equivalente de TEOS rotado, lo que inicid
la gelificacion y obtencidn del monolito. Para este estudio, se prepararon 6 monolitos con lacasa y nanoparticulas
inmovilizadas: 3 destinados al ensayo a temperatura ambiente y otros 3 para el ensayo bajo irradiacion laser.
Cada ensayo se llevo a cabo preparando un volumen final de 3 ml, compuestos por: 1,4 ml pertenecientes al
propio monolito con la lacasa y el oro, 300 pL de disolucion de siringaldicina con una concentracion final de 42
UMy 1,3 ml de tampdn acetato de sodio. El seguimiento de la actividad se llevé a cabo recogiendo el espectro

de la siringaldazina oxidada cuyo maximo se localiza alrededor de 535 nm.
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4.6. Caracterizacion de tamano, carga y morfologia

4.6.1 Técnicas de Dispersion de Luz Dinamica

Para la caracterizacion del tamafio y el potencial Z de las AuNPs, se utilizé la técnica de Dispersion de Luz Dinamica
(DLS por sus siglas en inglés) empleando un Malvern Zetasizer Nano-ZS (/lustracion 8) equipado con un laser
monocromatico de Helio-Neon 4 mW como fuente de luz. Las medidas del tamafio de las particulas se realizaron
con un angulo de dispersidon de 173°, analizando las fluctuaciones del patrén de luz generadas por el movimiento
browniano de las particulas suspendidas en la muestra.

Este movimiento produce variaciones en el patrén de dispersién de la luz que dependen del tamafio de cada
particula. Las particulas de menor tamafio tienen una velocidad mayor y generan una mayor tasa de fluctuacion
en el patrén de luz. Estas fluctuaciones son analizadas por un algoritmo aplicando la ecuacién de Stokes-Einstein

para determinar el tamafio de las particulas [32].

llustracion 8. Equipo de DLS, modelo Malvern Zetasizer Nano-ZS.

El potencial Z (PZ) es una medida de la magnitud de la atraccién o repulsidn electrostatica (o de carga) que existe
en una solucién coloidal y da informacidn sobre la estabilidad coloidal de las particulas en disolucidn. El potencial
Z también se midio utilizando el Zetasizer Nano-ZS. Este equipo calcula el potencial Z de las particulas a partir de
la movilidad electroforética de las particulas, la cual se determina mediante la electroforesis laser Doppler.
Aplicando la ecuacién de Henry, que relaciona la movilidad de las particulas en un campo eléctrico con su
potencial Z, el equipo es capaz de convertir esta movilidad en el potencial Z [33]. Para la caracterizacién de las
AuNPs se partié de una disolucién de 1 ml, sin embargo, la concentracidon nanoparticulas dependia de que
muestra fuera. Todas las muestras fueron medidas a 25°C y en cubetas desechables de poliestireno para la
distribucion de los tamafos. En cuanto al potencial Z, se midieron con cubetas Malvern DTS1070, equipadas con

electrodos para la determinacidn del potencial Z.

4.6.2. Técnicas de microscopia electrénica

Para la obtencién de las imagenes de microscopia electrénica, que informaban sobre la forma y tamafio de las
nanoparticulas, se utilizé el Microscopio Electrénico de Barrido de Campo (FESEM) en modo STEM (microscopio
electrdnico de transmisién de barrido) modelo SIGMA 300 VP de ZEISS (/lustracion 9). Es un instrumento capaz
de proporcionar imagenes de la morfologia externa de una muestra, permitiendo la observacidn y caracterizacion

de materiales. Es necesario preparar la muestra a observar antes de introducirla en el microscopio. Para ello, se
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utilizd una rejilla de cobre recubierta con una pelicula de carbdn 300-Mesh de Sigma-Aldrich. En esta rejilla se

depositaron 3 pL de la muestra a analizar, es este caso AuNPs y se dejo secar en la estufa a 43°C durante 24 horas.

llustracion 9. Microscopio electrdnico de barrido de campo, Modelo SIGMA 300 VP de ZEISS.
4.7 Caracterizacion 6ptica y fototérmica

4.7.1 Espectroscopia de absorcion

Para poder caracterizar la posicidn del plasmoén de las AuNPs se utilizé la técnica de espectroscopia UV-Vis. Para
ello, se transfirieron las muestras a cubetas desechables de 10 x 10 mm y se recogieron los espectros de absorcidn
en un rango de 400 a 900 nm, utilizando un espectrofotometro Shimadzu UV-2700. Todas las mediciones se

realizaron a temperatura ambiente.
4.7.2 Conversion fototérmica

Las propiedades fototérmicas de las disoluciones de AuNPs, AuNRs y de las plataformas AuNP@hidrogel y
AuNP@sol-gel se caracterizaron midiendo el incremento de temperatura del entorno en funcién del tiempo de
irradiacion, utilizando tanto un laser de diodo de 520 nm como uno de 808 nm (PSU-H LED de CNI Laser). También
se tomaron medidas en ausencia de nanoparticulas. Estos experimentos se realizaron en cubetas desechables, a
las que se les afiadié bien la disolucién (1 ml de muestra) o bien las plataformas. Dichas muestras se irradiaron
durante 5 minutos a una potencia de 1200 mW en ambos ldseres. Ademads, se registraban los datos de
temperatura cada 5 segundos utilizando una sonda introducida ya sea en la disolucién como en las matrices. La
llustracion 10 muestra una imagen del sistema de irradiacion, que fue puesto a punto en el laboratorio y

optimizado para maximizar el calor generado en los diferentes materiales, tras la irradiacién.

llustracion 10. Equipo de caracterizacion fototérmica, ensamblado en el laboratorio, compuesto de dos ldseres a 520 nm
(derecha) y 808 nm (izquierda) acoplados a sus respectivos portamuestras y conectados a un medidor de temperatura
LOG210 mediante sondas (cables blancos y verdes). Los componentes del sistema se esquematizan en la ilustracion 11.
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4.7.2.1 Metodologia de irradiacion

En la llustracion 11 se muestra de forma grafica la metodologia que se siguid durante la irradiacion las diferentes
muestras. Se utilizé el mismo protocolo tanto en disolucién como en sol-gel e hidrogel, con la Unica diferencia
que, en estos ultimos, era necesario hacer unas hendiduras para poder introducir la sonda en el interior del
monolito. En el caso del sol-gel, para hacer la hendidura se utilizd el prototipo descrito mas adelante en el

apartado 4.7.2.3, y en el caso de los hidrogeles con la aguja de una jeringa.

/
AaiPs) [\

\
\
\
;

)
v 4
PASOS PARA MEDIR TEMPERATURA DE AUNPs: Yy
1. Introducir cubeta con AUNPs en el cuadrado indicado. S5 /

2. Introducir la sonda en la cubeta.

3. Conectar sonda al datalogger.

4. Cerrar la caja.

5. Encender ldser, datalogger y cronsmetro
simultdneamente para irradiacion de 5 minutos.

llustracion 11. Esquema de la metodologia de irradiacion.

Como se indica en la parte inferior izquierda de la llustracion 11, el protocolo de irradiacion estd formado por
diferentes pasos: colocar la cubeta donde indica laimagen en el caso de irradiar a 520 nm o colocarla en el soporte
de laizquierda en el caso de irradiar a 808 nm; se introduce la sonda en el interior de la cubeta para poder medir
la temperatura; se conecta la sonda al data logger (LOG210), descrito en el siguiente apartado; se cierra la caja y,
finalmente, se encienden simultdneamente el laser a utilizar, el data logger y el cronémetro. Una vez terminado
el tiempo de irradiaciodn, la informacidn de todas las medidas queda registrada en el data logger. Este se introduce

via USB al ordenador para extraer todos los datos y poder procesarlos.

4.7.2.2 LOG210 Data logger

La monitorizacién de la temperatura durante los experimentos de irradiacién laser se realizd mediante un
registrador de temperatura LOG210 (Data logger). Este dispositivo permitié registrar de manera continua la
variacion de temperatura del sistema a lo largo de los ciclos de irradiacion, garantizando un control riguroso y
preciso del incremento de temperatura en las muestras.

Para realizar la medicidon de la temperatura, fue necesario utilizar sondas como las que se muestran en la
llustracion 10 (cables blanco y verde). El extremo correspondiente a los pines se conectaba al dispositivo LOG210,
mientras que el otro extremo se introducia en las muestras.

4.7.2.3 Prototipo adaptado para caracterizacion fototérmica de las plataformas

Para caracterizar la respuesta fototérmica de la plataforma AuNP@sol-gel fue necesario hacer una hendidura
cilindrica en las matrices, de forma que se pudiera introducir en ellas la sonda de temperatura. Estas hendiduras
no se podian hacer una vez polimerizado el material, debido a que la mayoria de los geles se rompian o eran

demasiado sélidos para poder perforarlos. Para ello, se hizo un prototipo que permitié hacer hendiduras en varias
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matrices simultaneamente (/lustracion 12). Este prototipo permitia hacer la hendidura hasta en 5 matrices
simultdneamente, mientras polimerizaban. Ello supuso un gran avance en cuanto a la eficiencia y gestion de

tiempo, ademas de resultados mas homogéneos y reproducibles.

llustracion 12. A la izquierda se muestra el prototipo soporte adaptado para apertura de hendidura para sol-gel. A la
derecha, las imdagenes de las matrices una vez hechas las hendiduras.

El soporte de este prototipo estd hecho de poliestireno, que proviene de caja de cubetas desechables. También
fue necesario la utilizacién de 5 puntas de pipeta de 5 ml y de 5 pipetas pasteur, que eran las que se introducian
dentro de las cubetas para poder hacer la hendidura en las matrices. En cuanto a la parte baja, se hizo un soporte
de carton con el hueco preciso para que quepa una cubeta y se quede inmovilizada. Para su utilizacidn, se
colocaban las cubetas con las matrices a polimerizar en los recuadros abiertos del soporte de carton.
Seguidamente, con las pipetas, que se introducian desde la parte superior, por el interior de las puntas de pipeta,
se acamodaban hasta alcanzar la altura y posicién deseada de la pipeta de vidrio en el interior de estas matrices

(llustracion 12).

5. Resultados y Discusion

Se presentan los Resultados y Discusién al mismo tiempo porque se considera que asi se facilita el seguimiento

del trabajo.
5.1 Caracterizacion de las AuNPs en disolucion

En la parteinicial de este TFG se comenzé con la caracterizacion de las AuNPs tanto comerciales como sintetizadas
en el laboratorio. En concreto, se caracterizaron AuNPs comerciales con didmetros de 10, 20, 30, 40 50 y 80 nm,
que se identifican como AuNPs_10, AuNPs_20, AuNPs_30, AuNPs_40, AuNPs_50 y AuNPs_80, respectivamente.
También se caracterizaron las AuNPs sintetizadas en el laboratorio (AuNPs_MT), tanto en ausencia como en
presencia de dos concentraciones distintas de PVP: 1 mg/mly 4 mg/ml (AuNPs_MT_1_PVP y AuNPs_MT_4_ PVP,
respectivamente) y los nanorods comerciales (AuNRs). Primeramente, se comenzd caracterizando todas las
nanoparticulas en disolucién para, asi seleccionar las mas adecuadas para su inmovilizacidon en hidrogeles y
matrices sol-gel. La caracterizacidén de las AuNPs en disolucion consistié en: la medida de tamanio, dispersion y
potencial Z mediante técnicas de DLS; medida y localizacién del plasmdn a partir de su espectro de absorcidn;
determinacién de la morfologia mediante microscopia electrénica y, por ultimo, evaluacion de sus propiedades

fototérmicas.
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5.1.1 indice de Polidispersidn, Tamafio y Potencial Z

Los datos del tamafio de las AuNPs y AuNRs, concretamente el didmetro hidrodinamico, el indice de
polidispersién y el potencial Z se recogen en la Tabla 3. También se incluye el valor del “Z avarage”, que es el

diametro hidrodinamico medio, ponderado por intensidad del conjunto de nanoparticulas.

Tabla 3. indice de polidispersion (Pdl), didmetro hidrodindmico (d), potencial Z (PZ), Z average y localizacién de la
longitud de onda mdxima del plasmdn de las diferentes nanoparticulas de oro utilizadas en este estudio.

d Pz Z Average Pico max
Pico1 £ sd Pico 2 = sd Pico * sd
AuNPs Pdl (nm) % (nm) % (mV) Pico £ sd (mV) A (nm)
AuNPs_10 0,266 | 14,90+0,16 90,5| 1208781 9,5 |-34,20+1,35| 15,00+0,20 519
AuNPs_20 0,088 | 27,92+0,37 100 -- -- |-38,60+2,25 27,92 +0,37 520
AuNPs_30 0,098 | 49,69+0,72 100 - - |-32,60+2,60| 44,65%0,35 527
AuNPs_40 0,108 | 55,73+0,59 100 -- -- |-43,50+1,45 49,57 +0,39 529
AuNPs_50 0,07 | 69,45+0,67 100 - - |-36,40+£0,20| 63,56+0,40 533
AuNPs_80 0,075 | 96,23+0,67 100 - - |-45,20+0,74| 88,06+0,20 554 - 551
AuNRs 0,625| 78,06 +6,86 58,4 | 2,352+0,003 41,6 64,80+*2,32 12,27+ 0,74 798 - 795
AuNPs_MT 0,355| 17,92+0,42 83 |178,90%29,27 17 |-37,90+3,10| 19,40+0,42 524 -522
AuNPs_MT_1_PVP 0,326 | 43,57+0,97 100 -- -- -8,68 £0,41 34,19+0,51 524 -522
AuNPs_MT_4_PVP 0,292 | 41,93+0,82 100 -- -- -9,37+0,79 34,13+ 0,47 524 - 522

Respecto al tamafio hidrodindmico de las AuNPs comerciales, obtenemos unos resultados esperables,
exceptuando las AuNPs_10 que tienen una pequefia agregacion que nos muestra un 9,5% de particulas de 1208
nm, aunque esto puede ser debido a alguna impureza que se encontrara en la cubeta. A modo de observacidn,
todas estas NPs comerciales tenia un tamafio un poco mayor que el que se indicaba de fabrica. En cuanto a los
AuNRs, aparentemente, se obtuvieron dos poblaciones de diferentes tamafos, sin embargo, esto se explica
debido a su anisotropia. Al tener forma cilindrica, una de las poblaciones corresponde a la base (~ 2,3 nm) y otra
de las poblaciones a la altura del cilindro (~ 78 nm). Por otro lado, en las NPs que fueron sintetizas por el método
de Turkevich (AuNPs_MT) se puede observar que hay una pequeiia poblacién del 17% que agregd al someterse
a estas pruebas.

Dado que las AuNPs_MT se sintetizan en agua, se comprobd como afectaba la presencia de tampdn fosfato a su
estabilidad. El estudio no se hizo necesario con las AuNPs comerciales, al encontrarse ya disueltas en tampdn.
Para ello, se afiadié TP directamente a una disolucién de AuNPs_MT. Como se puede ver en la llustracion 13, la
adicion del tampdn indujo la agregacion de las nanoparticulas, que se hizo visible por el cambio de color ocurrido

unos pocos minutos después de ser afadido.
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llustracion 13. Estado de AuNPs_MT después de 20 minutos en disolucion con TP 50 mM. A la izquierda se muestra la
disolucion a tiempo =0y a la derecha la disolucion a tiempo = 20 minutos.

Con objeto de estabilizar estas nanoparticulas se decidié recubrirlas con PVP, a una concentraciéon 1 mg/ml, como
se describe en Materiales y Métodos, dando resultados satisfactorios. El recubrimiento con PVP aumentd, como
era de esperar, el tamafio hidrodinamico de las AuNPs, pero a su vez, conseguimos eliminar las poblaciones
agregadas (Tabla 3). Por otro lado, los resultados de potencial Z fueron también los esperados. Todas las AuNPs
dieron un potencial negativo inferior a -25 mV, como consecuencia de la estabilizacidn con citrato, lo que indicaba
estabilidad coloidal, a excepcidn de los AuNRs, que dan carga positiva por su método de sintesis con CTAB. Por lo
que se refiere a las AuUNPs_MT con PVP, se puede comprobar que su carga baja con respecto a las que no lo llevan.
Esto es debido a que al recubrir las nanoparticulas con PVP estamos cambiando la estabilidad electrostatica por
la estabilidad estérica, es decir, ahora las NPs tienen una capa polimérica que provoca repulsiones estéricas que
impiden que se acerquen unas a otras. Por este motivo, aunque el PZ baje, las AuNPs siguen siendo estables.-Por
ultimo, respecto a los valores del indice de polidispersion (Pdl), que corresponden a cuanto de monodispersa o
polidispersa esta nuestra muestra, podemos decir que la mayoria obtuvieron buenos resultados. AuNPs_10 tuvo
un resultado mas elevado de lo que cabria esperar por el pequefio porcentaje de la segunda poblacion que fue
detectado. En cuanto a los AuNRs, era esperable que su Pdl fuera alto por su forma anisotrépica y, finalmente,

los resultados de las AuNPs sintetizadas fueron un tanto altos, aunque aceptables.

5.1.2 Determinacion de la banda plasménica

Para determinar la posicién de la banda plasmdnica de las AuNPs y AuNRs se recogié su espectro de absorcion
desde los 400 hasta los 900 nm (llustracion 14). Las diferentes muestras se prepararon de manera que los
maximos de sus espectros tuvieran una absorbancia préoxima a 1. Los espectros obtenidos sugieren cierta
homogeneidad y monodispersidn en cuanto al tamafio de las poblaciones de las AuNPs (con un pico
relativamente estrecho) y el maximo de absorcidn de estas, cercano a los 525 nm, propio de las AuNPs esféricas
y con una tendencia a desplazarse hacia el rojo conforme aumenta el didametro de la nanoparticula. En la dltima
columna de la tabla 3 se puede ver mejor este efecto, desplazandose los maximos desde 519 nm en las AuNPs_10,

hasta 554 en las AuNPs_80.
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llustracion 14. Espectros de absorcion de distintas AuNPs y AuNRs.

En cuanto al espectro de absorcién de los AuNRs, se observd la presencia de dos bandas de absorcién, una de
mayor intensidad situada en el infrarrojo cercano, cerca de 800 nm, la cual se asocia a la banda de plasmdn
longitudinal de los AuNRs. La segunda banda, de menor absorcién, se situd alrededor de los 520 nm y se asocia
a la banda transversal de estos. Por otro lado, hay que comentar que la adicion de PVP no modificé el espectro

de absorcidn de las AUNPs_MT (/lustracidon 15).
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llustracion 15. Espectro de absorcidn de las nanoparticulas en ausencia (AuNPs_MT, linea negra) y presencia de PVP
(AuNPs_MT_1_PVP, linea roja).

Una de las propiedades mas relevantes de las nanoparticulas de oro son sus caracteristicas dpticas, las cuales
dependen, entre otros factores, de su tamafio y de la longitud de onda maxima de absorcion. Como se comentd
en la introduccion, las AuNPs esféricas presentan diferentes tonalidades de un rojo oscuro caracteristico. Sin
embargo, cuando las NPs presentan una morfologia anisotrépica, se modifica la relacién entre su longitud de
onda y su anchura, dando lugar a cambios en su interaccién con la radiaciéon electromagnética. Como
consecuencia, las disoluciones adquieren tonalidades diferentes, como ocurre en el caso de los AuNRs (ver

llustracion 3, en el apartado de Materiales y Métodos).
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5.1.3 Caracterizacion de morfologia

La morfologia de las AuNPs y de los AuNRs se pudo ver claramente a partir de las imagenes obtenidas mediante
el empleo del FESEM en modo STEM (llustracion 16). Esto también nos proporciond mas informacién acerca de
su tamafio y de la heterogeneidad poblacional de las NPs. En este caso, cabe destacar que no fue necesario el

uso de tinciones a las muestras, ya que las AuNPs ejercieron la funcion de contraste de fase.
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llustracion 16. Imdgenes obtenidas mediante FESEM en modo STEM de algunas de las nanoparticulas utilizadas en este
trabajo: A) AuNPs_30 nm, B) AuNPs_MT, C) AuNRs.

Gracias a la obtencidn de estas fotografias, se pudo corroborar por un lado que las AuNPs con las que se han
trabajado eran de forma esférica, tal y como sugerian los espectros de absorcién y el color de las disoluciones y,
por otro lado, que los nanorods tenian efectivamente una geometria cilindrica.

Ademas, se ha de tener en cuenta que los valores de diametro hidrodinamico proporcionados por la técnica de
DLS suelen ser mas elevados que los observados en el FESEM, debido a que la dispersién dinamica de la luz
también tiene en cuenta otros factores (ademas del tamafo) como son el entorno de la NP, o la conductividad

eléctrica del fluido que la contiene.
5.1.4 Caracterizacion de la conversidon fototérmica

Para concluir con la caracterizacién de las AuNPs y AuNRs en disolucién, se probd la capacidad de conversion
fototérmica de todas las nanoparticulas mencionadas anteriormente, utilizando el equipo descrito en el apartado
4.7.2. Con objeto de seleccionar el tiempo de irradiacién mas adecuado para llevar a cabo este estudio, se prepard
una cubeta con una disolucion de AuNPs_20, a una concentracion tal que su absorbancia a 520 nm era 0,25, y se
colocd en el portamuestras junto a una sonda de temperatura. A continuacidn, se irradié con el diodo laser de
520 nm y se midié el incremento de temperatura en funcién del tiempo de irradiacion (/lustracion 17). Los
resultados indican que el incremento de temperatura es muy rapido durante los primeros minutos de irradiacion,
alcanzando la mayor parte del aumento térmico antes de los 300 s (5 minutos). A partir de ese punto, la pendiente
de la curva disminuye notablemente y el sistema comienza a aproximarse a la meseta térmica. Por tanto, para la
elaboracién de este trabajo, se selecciond el tiempo de 5 minutos como tiempo de irradiacién de todas las

muestras. Esto nos permitié alcanzar un incremento elevado y significativo de la temperatura, evitar exposiciones
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prolongadas que apenas aportan un aumento térmico significativo y, por lo tanto, reducir el estrés térmico,
especialmente relevante cuando se trabaja con enzimas porque su actividad puede verse comprometida.

Otra caracteristica a comentar de esta cinética de calentamiento es que el sistema tiene capacidad de seguir
aumentando la temperatura en el caso de que fuera necesario. Ya que cambiando el tiempo de irradiacion o

regulando la potencia del laser, se podria adaptar segln sea necesario.
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llustracion 17. Cinética de calentamiento de AuNPs_20 bajo irradiacion del Idser de 520 nm.

Por otro lado, se hizo un experimento para comprobar si las AuNPs tras ser irradiadas durante 5 minutos y
mantener apagado el ldser otros 5, con el consiguiente enfriamiento de la muestra, volvian a dar la misma
respuesta fototérmica al irradiarse de nuevo. Este experimento se llevé a cabo con AuNPs_20y consistio en hacer

cuatro ciclos de apagado y encendido del laser, midiendo el cambio de temperatura durante todo el experimento

(llustracion 18).

Ciclos calentado/enfriado AuNPs 20 nm 0,5 Abs
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o

500 1000 1500 2000
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llustracion 18. Grdfica que muestra 4 ciclos de calentado y enfriado de 5 minutos cada uno.
Los resultados muestran que la variacién de temperatura fue similar en los cuatro ciclos, indicando que las AuNPs
tienen una gran estabilidad fototérmica, ya que no se degradan y tampoco agregan, ni se producen cambios en

el tamafio o morfologia. Que esto no ocurra evidencia que el LSPR se mantiene estable, no hay desplazamientos

significativos del plasmon ni tampoco hay pérdida de eficiencia de absorcién. Esto nos indica que la irradiacion
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de estas nanoparticulas es fiable y reproducible. Tras comprobar la estabilidad fototérmica de las AuNPs y
seleccionar el tiempo de irradiacién a 5 minutos, se caracterizaron las respuestas fototérmicas de los diferentes
tipos de nanoparticulas, con excepcion de AuNPs_MT, que en ausencia de PVP agregaron con el aumento de
temperatura. Por ello, a partir de ese momento, todos los experimentos llevados a cabo con las nanoparticulas
sintetizadas se hicieron en presencia de PVP. Los resultados obtenidos con el laser de 520 nm se muestran en la
grafica de la /lustracion 19, donde se representa el incremento de temperatura (diferencia entre temperatura

final alcanzada y temperatura inicial) para cada nanoparticula transcurridos los 5 minutos de irradiacion.

Conversion fototérmica AuNPs
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0 AUNPs_10" AuNPs_20 AUNPs_30 AUNPs_40 AuNPs_50 AuNPs_80- "AuNRs AUNP_MT_1_PV

llustracion 19. Grdfica de barras que muestra la conversion fototérmica de las diferentes nanoparticulas en disolucion, tras
ser irradiadas a 520 nm durante 5 minutos. Las muestras tienen una absorbancia de ~1 en su mdximo, excepto la muestra
“AuNPs_20_0.25” que se encuentra a 0,25 de absorbancia. Las barras de error indican la variabilidad entre duplicados.

Como se puede observar, casi todas las muestras superan un incremento de temperatura de 20°C. Sin embargo,
hay 2 muestras en concreto que dan muy buenos resultados, que son AuNPs_MT_1_PVP, y las AuNPs_20, lo cual
tiene mucho sentido, porque si nos fijamos en la Tabla 3 podemos ver que su maximo de absorcion coincide a la
perfeccidn con la longitud de onda de emisidon del laser (520 nm). Hay que afadir que las AuNPs de 10 nm también
cumplen con esta condicidn, pero al tener un pequefio porcentaje agregado no consigue calentar tanto. Teniendo
en cuenta estos resultados, decidimos seguir trabajando Unicamente con las AuNPs_20 y AuNPs_MT_1_PVP, sin
descartar los AuUNRs que seran caracterizados posteriormente utilizando el laser de 808 nm, coincidiendo con el
maximo de su plasmon.

A continuacion, se exploré qué concentraciéon de AuNPs era mas eficiente en relacion [AuNP]/AT. Para ello, se
hizo un experimento preparando un triplicado en disolucion de tres concentraciones diferentes de
AuNPs_MT_1 PVP y se irradiaron en el laser de 520 nm. Las concentraciones que se utilizaron fueron medidas

en unidades de absorbancia a 520 nm y fueron las siguientes: 1; 0,5 y 0,25. (/lustracion 20).
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llustracion 20. Grdfica de barras que muestra la conversion fototérmica de AuNPS_MT_1_PVP en funcidn de la
concentracion, tras ser irradiadas 5 minutos a 520 nm. Las barras de error indican la variabilidad entre replicados (n = 4).

Este resultado muestra que al aumentar la cantidad de AuNPs la respuesta fototérmica es mayor, aunque no sigue
un comportamiento lineal y la concentracién no es proporcional a la cantidad de NPs en disolucién. Por ello, se
decidié que la concentracién dptima para seguir con los experimentos fuera la correspondiente a 0,5 de
absorbancia. Esto permitid tener un balance correcto entre la cantidad de nanoparticulas utilizadas y el

incremento de temperatura obtenido.

En cuanto al estudio con el Iaser de 808 nm, se realizé exclusivamente con los AuNRs, ya que, como se mostré en
la llustracion 14, eran las Unicas nanoparticulas que presentaban una banda plasménica en dicha region espectral.
La /lustracion 21 muestra el grado de conversién fototérmica de estos AuNRs a diferentes concentraciones
(medidos en unidades de absorbancia a 808 nm). Como era de esperar, dado el espectro de los AuNRs mostrado
en la llustracion 24, el aumento de temperatura fue superior al obtenido al irradiar a 520 nm, donde la banda de
absorcidn, correspondiente a la banda transversal de los nanorods, presenta una intensidad mucho mas
moderada. Por otro lado, el efecto de la concentracién fue muy similar al obtenido para las AuNPs a 520 nm vy,

por tanto, también se seleccioné como concentracién 6ptima la de 0,5 de absorbancia.

Optimizacién de la concentracion de AuNRs en
35 disolucién 808 nm

30 I I

25

20 I
15

10

ATemperatura (°C)

(6]

1 abs 0,5 abs 0,25 abs

llustracion 21. Grdfica de barras que muestra la conversion fototérmica de AuNRs en funcion de la concentracion, tras ser
irradiadas a 808 nm durante 5 minutos. Las barras de error indican la variabilidad entre replicados (n = 3).
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5.2 Inmovilizacién y caracterizacion de AuNPs y AuNRs en Sol-gel
(plataforma AuNP@sol-gel y AuNR@sol-gel)

Una vez caracterizadas las nanoparticulas de oro en disolucion, se evalué su comportamiento tras su
incorporacion en matrices sol-gel. La incorporacion se llevo a cabo siguiendo el protocolo descrito en Materiales
y Métodos (apartado 4.4.1.2) y las plataformas obtenidas mostraron un color rojizo y homogéneo, en el caso de
las AuNPs y un color rosa muy tenue en el caso de las AuNRs (/lustracion 22). Para la inmovilizacion de las
nanoparticulas se partio de las disoluciones de AuNPs y AuNRs que presentaban una absorbancia de 1 en sus
maximos, de forma que en la matriz la concentracion final tuviera una absorbancia de 0,5, para poder comparar
los resultados con los obtenidos en disolucidn. Esta etapa permitié analizar cdmo la inmovilizacidon en una red
sélida afecta a sus propiedades dpticas, estabilidad coloidal, conversion fototérmica, asi como comprobar si las

nanoparticulas conservan su funcionalidad dentro del material hibrido.

llustracion 22. Imagen correspondiente a las plataformas AuNP@sol-gel (izquierda) y AuNR@sol-gel (derecha)).
5.2.1 Determinacion de la banda plasmodnica

Previamente al analisis de la conversion fototérmica, se compararon los espectros UV-Vis normalizados de las
AuNPs en disolucién y de las plataformas AuNP@sol-gel, que se fabricaron utilizando tanto AuNPs_20 como
AuNPs_MT_1_PVP (llustracion 23). Esta comparacion permite evaluar posibles modificaciones en la posicidn de

la banda del plasmén superficial como consecuencia de la inmovilizacién de las nanoparticulas en la red sélida.
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llustracion 23. Espectros de absorcion normalizados de AuNPs en disolucion y sol-gel.
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De la misma manera, se compararon los espectros UV-Vis normalizados de los AuNRs en disolucién y de la
plataforma AuNR@sol-gel, que fue fabricada siguiendo el mismo protocolo que la plataforma AuNP@sol-gel
(Hlustracion 24).

Como se observa en las llustraciones 23 y 24, la posicion del LSPR se mantiene practicamente invariable, con una
diferencia de tan solo 1-5 nm y 5-10 nm, respectivamente, tras la incorporacién en la matriz sol-gel. Esto indica
que las propiedades dpticas de las nanoparticulas no se ven alteradas de forma apreciable por su integracidn en

la matriz.
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llustracion 24. Espectros de absorcion normalizados de AuNRs en disolucion y sol-gel.

La conservacién de la LSPR resulta especialmente relevante, ya que esta banda es la responsable directa de la

absorcion de radiacién y, por tanto, del posterior efecto fototérmico de las nanoparticulas.

5.2.2 Caracterizacion de la conversidon fototérmica

Una vez verificada la conservacidn de la LSPR tras la incorporacién en la matriz sol-gel, se procedié al estudio de
su capacidad de conversion fototérmica en este entorno. En este apartado se presentan los resultados obtenidos
para las AuNP_20, AuNPs_MT_1 PVP y AuNRs, evaluando su respuesta frente a la irradiacion laser a 520 y 808

nm.

5.2.2.1 Conversion fototérmica mediante irradiacion con Idser a 520 nm

Se comenzo analizando la respuesta fototérmica de las NPs en el laser de 520 nm. Los resultados obtenidos en la
llustracion 25 muestran que las AuNPs conservan una elevada capacidad de conversion fototérmica, indicando
que la matriz no impide la absorcién de la radiacion ni la posterior disipacién de la energia en forma de calor. Esto
sugiere que las propiedades dpticas responsables del efecto fototérmico se mantienen tras la inmovilizacion de
las AuUNPs, tanto en el caso de las sintetizadas como de las comerciales, confirmando la idoneidad del sistema sol-
gel como plataforma para distintas aplicaciones. En contraste, los AUNRs presentan un rendimiento fototérmico
relativamente bajo a esta longitud de onda de irradiacidn. Esto se debe, como se comentd anteriormente, a que
su banda de plasmones longitudinal, responsable de la mayor absorcion de energia y del calentamiento eficiente,

se encuentra desplazada hacia el infrarrojo cercano (NIR), mientras que su banda transversal, ubicada en torno a
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los 520 nm, absorbe significativamente menos radiacién. Por tanto, se obtiene un calentamiento insuficiente

comparable con el laser de 808 nm, como se describe en el siguiente apartado.

Conversion fototérmica Sol-Gel 520 nm
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llustracion 25. Grdfica de barras que muestra la conversion fototérmica a 520 nm de AuNPs_MT_ 1_PVP, AuNPS_20 y AuNRs
inmovilizadas en matrices sol-gel. Las barras de error indican la variabilidad entre duplicados.

5.2.2.2 Conversidn fototérmica mediante irradiacion con Idser a 808 nm

En este caso, decidimos irradiar con el [dser de 808 nm tanto los AuNRs como las AuNPs, dado que estas ultimas,
como se muestra en la llustracion 23, presentan una leve sefial de absorbancia a 800 nm que podria ser
consecuencia de una pequefia agregacion ocurrida durante el proceso de inmovilizacién. Los resultados del
experimento se muestran en la llustracion 26 y confirman que la inmovilizacidn de los AuNRs, al igual que ocurria

con las nanoparticulas esféricas, no modifica sus propiedades fototérmicas.
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llustracion 26. Grdfica de barras que muestra la conversion fototérmica a 808 nm de AuNPs_20, AuNPs_1_PVP y AuNRs
inmovilizadas en matrices sol-gel.

El mayor incremento de temperatura observado en los AuNRs bajo la irradiacidon a 808 nm era esperado y se debe
a la presencia de plasmones longitudinales, como se comentd en el apartado anterior. Por el contrario, las AuNPs

apenas absorbieron la radiacion a 808 nm, lo que explica su menor capacidad de conversién fototérmica en estas

condiciones.
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En conjunto, los resultados anteriores demuestran la capacidad de las plataformas AuNP@sol-gel y AUNR@sol-
gel para actuar como sistemas fototérmicos eficientes, activables tanto en el visible (AuUNP@sol-gel) como en el

infrarrojo cercano (AuNR@sol-gel).

5.3 Inmovilizacion y caracterizacion de AuNPs y AuNRs en hidrogel
(plataforma AuNP@hidrogel y AuNR@hidrogel)

Las nanoparticulas de oro también se inmovilizaron en hidrogeles organicos, como alternativa a los materiales
sol-gel. El estudio se llevd a cabo con las nanoparticulas sintetizadas en el laboratorio y como se obtuvieron
buenos resultados, se descarté utilizar las nanoparticulas comerciales, con excepcidn de los nanorods.

Como se describe en Materiales y Métodos, en un primer intento, las nanoparticulas se afadieron durante el
proceso de hinchamiento de un hidrogel que se habia preparado y llevado a sequedad, hasta obtener un xerogel.
La idea era que, aprovechando la capacidad de absorcidn del xerogel, este absorbiera toda la disolucion hasta
integrar en su red polimérica a las AuNPs. Sin embargo, aunque el agua penetré en el hidrogel, tanto las AuNPs
como los AuNRs fueron excluidas de él, como se muestra en la llustracion 27, quedandose en el fondo y paredes
de la cubeta. Por ello, fue necesario abordar una segunda estrategia consistente en incorporar las nanoparticulas
desde el inicio del proceso de formacidn del hidrogel, es decir, directamente mezclandolas con los precursores,

permitiendo que quedaran atrapadas en la red poliméricas durante la gelificacion.

llustracion 27. Imagen mostrando el estado de un hidrogel tras hinchar un xerogel con una disolucién de AuNPs (izquierda) y
AuNRs (derecha).

Durante esta segunda estrategia, las AuNPs se incorporaron junto con los precursores del hidrogel, primero en
ausencia de PVP, por si este polimero interferia en la formacidn del hidrogel. Sin embargo, se observd que al
mezclarlas directamente con el precursor AETA las nanoparticulas tendian a agregarse y el hidrogel resultante
adquiria una tonalidad gris, aunque homogénea (/lustracion 28A). En consecuencia, fue necesario afadir PVP
como agente estabilizante. Se afiadid inicialmente PVP en la misma concentracién que se utiliz6 en sol-gel (1
mg/ml), aunque esta cantidad no resulté suficiente para inhibir completamente la agregacion, obteniéndose
hidrogeles en tono morado (/lustracion 28B). Por este motivo, se decidié aumentar la concentracion de PVP a 4
mg/ml. Esta concentracidén permitié mantener la mayoria de las nanoparticulas dispersas, facilitando su correcta
inmovilizacién dentro de la red polimérica durante el proceso de gelificacidn. El resultado final fue una plataforma

cilindrica, rojiza y homogénea (/lustracion 28C).
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llustracion 28. Izquierda: Fotografia de hidrogeles hibridos obtenidos tras incorporar las AuNPs con distintas concentraciones
de PVP: A) Sin PVP, B) 1 mg/ml de PVP (AuNP_MT_1_PVP), C) 4 mg/ml de PVP (AuNP_MT_4_PVP). Derecha: Fotografia
correspondiente a la plataforma AuNR@hidrogel.

5.3.1 Determinacion de la banda plasmadnica

Una vez lograda la inmovilizacion efectiva de las nanoparticulas en el hidrogel se procedié a analizar si esta
incorporacion afectaba a sus propiedades opticas. Para ello, se compararon los espectros UV-Vis de las
nanoparticulas en disolucidn con los obtenidos tras su integracién en el hidrogel, prestando especial atencién a
la posicion de la banda LSPR. Se utilizaron las AuNP_MT_4_PVP como muestra a comparar. Esto nos permite

evaluar cémo el entorno del polimero influye en la interaccidn de las nanoparticulas con la luz.
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lustracion 29. Espectros de absorcion normalizados de las AuNP_MT_4_PVP en disolucion (azul) y en hidrogel (verde).

Al comparar los espectros mostrados en la llustracion 29, se observa que la posicién de la banda LSPR en el
hidrogel presenta un ligero desplazamiento hacia el rojo, de aproximadamente 10-15 nm, respecto a la observada
en disolucion. Este desplazamiento puede deberse al cambio en el indice de refraccién del medio que rodea a las
nanoparticulas al pasar de un entorno liquido a una matriz polimérica mas densa, lo que modifica las condiciones
de resonancia sin que haya una alteracion significativa de la integridad o estabilidad de las AuNPs. Sin embargo,
no podemos descartar que el desplazamiento se deba a que, aun con una concentracion de 4mg/mL de PVP, una

minima poblacién de nanoparticulas agregue.
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Con objeto de conocer el plasmon a distintas concentraciones de PVP, se compararon los espectros de absorcidn
de las nanoparticulas en ausencia y en presencia de 1 y 4 mg/ml de PVP (llustracion 30). Se observaron
claramente diferencias en la forma, posicion e intensidad de las bandas plasménicas en funcién de la
concentracion del estabilizante. En ausencia de PVP, la sefial plasmdnica aparece mas débil y desplazada hacia
longitudes de onda mayores, con una banda ancha, casi plana. Esto muestra un estado de agregacion elevado,
donde la interaccion entre nanoparticulas genera acoplamiento plasmodnico y desplazamiento claro hacia el
infrarrojo cercano. En presencia de 1 mg/ml, la banda se define mejor y se observa una mayor intensidad,
indicando una estabilizacién parcial del sistema. Sin embargo, el desplazamiento de la banda sugiere que aun
existen poblaciones agregadas. En cambio, con una concentracién de 4 mg/ml de PVP se observa claramente una
banda mas intensa y en su longitud de onda correspondiente (~ 520 nm), indicando una mayor dispersion
individual de las particulas y un menor grado de agregacidn. La estabilizacion a esta concentracion evita el

acoplamiento plasmadnico significativamente.
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llustracion 30. Espectros de absorcion de AuNPs_MT@hidrogel a diferentes concentraciones de PVP.

Desde el punto de vista funcional, el grado de agregacion influye directamente en las aplicaciones potenciales del
sistema. Las AuNPs bien dispersas son muy adecuadas para aplicaciones que requieren estabilidad coloidal y con
respuesta Optica reproducible, como biosensores o plataformas fototérmicas controladas. En cambio, AuNPs
parcialmente agregadas pueden presentar absorcion desplazada hacia el NIR, siendo una ventaja en aplicaciones
fototérmicas donde se busca mayor absorcidn en esas longitudes de onda. Sin embargo, una agregacidn excesiva
compromete la reproducibilidad y la estabilidad del material.

De la misma manera que las AuNPs, los AuNRs recubiertos de PVP se incorporaron a los hidrogeles obteniendo
plataformas AuNR@hidrogel (/lustracion 28, imagen derecha). La llustracion 31 muestra que al igual que sucede
en sol-gel, el LSPR de los nanorods inmovilizados se mantiene aproximadamente en los 800 nm, aunque presenta
un ensanchamiento de banda con respecto a la disolucidn. Esto puede ser debido a un entorno local heterogéneo

que rodea a las nanoparticulas tras su inmovilizacién en la matriz. Ademas, posiblemente la variabilidad en la
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orientacion de los nanorods en la estructura del hidrogel pueda contribuir a este ensanchamiento. Asimismo, una
ligera proximidad entre nanoparticulas sin llegar a agregacion macroscopica podria favorecer interacciones

plasmodnicas débiles, contribuyendo también sin producir desplazamiento del LSPR.
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llustracion 31. Espectros de absorcion normalizados de AuNRs en disolucion e hidrogel.

5.3.2 Caracterizacion de la conversion fototérmica

Tras analizar las propiedades Opticas de las AuNPs y AuNRs inmovilizados en el hidrogel, se evalué su capacidad
de conversién fototérmica, al igual que en sol-gel, bajo la irradiacién a 520 y 808 nm. Para ello, se compard el
comportamiento de los AuNRs y de las nanoparticulas esféricas (AuNPs_MT) estabilizadas con diferentes
concentraciones de PVP (0, 1, 4 mg/ml). Este estudio permite analizar cdmo el estado de dispersién de las
nanoparticulas dentro de la matriz polimérica influye directamente en su respuesta fototérmica. También
muestra como el propio hidrogel, en ausencia de nanoparticulas, tiene una cierta capacidad fototérmica.

Los resultados obtenidos (/lustracion 32) siguen la misma tendencia observada previamente en disolucion y en
matrices sol-gel. Bajo irradiacion a 520 nm, las AuNPs_MT muestran una mayor conversion fototérmica que los
AuNRs, mientras que a 808 nm ocurre el comportamiento inverso, siendo la plataforma AuNR@hidrogel la que
presenta mayor incremento de temperatura.

Ademas, se observa un efecto particularmente relevante en aquellos hidrogeles donde las AuNPs esféricas habian
agregado parcial o totalmente. Esta agregacién provoca un desplazamiento de la banda LSPR hacia el NIR, como
ya se mostro en los espectros de la llustracion 30, lo que se traduce en una disminucion del rendimiento a 520
nmy, simultdaneamente, en una mejora de la respuesta bajo irradiacién a 808 nm. Este comportamiento confirma
la fuerte relacion entre el estado de dispersidn de las nanoparticulas, la posicion de los plasmones en el espectro

y su eficiencia en la conversion fototérmica.
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llustracion 32. Grdfica de barras que muestra la conversion fototérmica de los AuNRs y AuNPs_MT inmovilizadas en el
hidrogel, a diferentes concentraciones de PVP. Las barras de error indican la variabilidad entre duplicados.

En conjunto, los resultados obtenidos evidencian la capacidad de las plataformas AuNP@hidrogel y
AuNR@hidrogel para actuar como sistemas fototérmicos eficientes, cuya activacion puede ajustarse a diferentes

regiones espectrales en funcion del protocolo de sintesis.

5.4 Desarrollo de una plataforma fotobioactiva para catalisis
fotoactivada

Con el fin de evaluar las posibles aplicaciones de las plataformas desarrolladas, se realizé un estudio preliminar
para investigar si la incorporacién de enzimas en dichas plataformas permite obtener materiales hibridos
fotoactivables, en los que la actividad enzimatica pueda modularse y acelerarse mediante irradiacion.

Para este estudio se selecciond la enzima lacasa, que destaca en el campo de la biotecnologia ambiental por su
capacidad para degradar compuestos complejos y contaminantes persistentes. Para maximizar su eficiencia
operativa se estdn explorando diferentes alternativas. Entre ellas, una de las menos investigadas es su
acoplamiento a un sistema fototérmico. Con esto en mente, como prueba de concepto se ha incorporado la
enzima lacasa a la plataforma AuNP@sol-gel. Para ello se ha seguido un protocolo descrito en Materiales y
Métodos (apartado 4.5.2), donde la lacasa se mezclé con las AuNPs_MT_1_PVP y la disolucidn resultante se puso
en contacto con el TEOS hidrolizado hasta obtener la plataforma AuNP@sol-gel_Lac. El objetivo de este
experimento fue evaluar si la inmovilizacion de la enzima, seguida de irradiacidn laser, conducia a un incremento
de su actividad catalitica. Para ello, se prepararon dos plataformas idénticas, que se introdujeron en cubetas de
cuarzo y cuya actividad enzimatica se determind empleando siringaldazina como sustrato. Este compuesto
presenta en disolucién una coloracion amarillo-verdosa que, tras su oxidacion catalizada por la lacasa, evoluciona

a un tono purpura rojizo. A una de las plataformas se le afadid siringaldazina y se registrd su espectro de
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absorcidn tras 16 minutos de reaccién. La segunda plataforma, tras la adicién de la misma cantidad de sustrato,
fue irradiada a 520 nm durante el mismo intervalo de tiempo. Posteriormente, se registrd su espectro y se
comparo con el correspondiente al sistema no irradiado, observandose un mayor grado de oxidacion del sustrato
en la plataforma sometida a irradiacion. Los resultados se muestran en la /lustracion 33. Este comportamiento se
atribuye al aumento local de temperatura generado por la conversién fototérmica de las AuNPs. La actividad
enzimatica de la lacasa, como ocurre en la mayoria de las enzimas, se incrementa al acercarse a su temperatura
o6ptima de funcionamiento (~ 50°C) [34]. En este caso, el efecto fototérmico produce un calentamiento localizado
dentro de la matriz sol-gel, generando un microentorno térmico favorable sin comprometer la estabilidad
estructural de la enzima. Ademas, al estar la lacasa encerrada en la matriz permite que pueda ser reutilizable,
puesto que no se produce una mezcla homogénea de todos los componentes de la reaccién. Esto es una clara
ventaja frente a la catdlisis en disolucion y demuestra el potencial de la plataforma desarrollada como

herramienta en aplicaciones biocataliticas, tales como la biorremediacién [35].
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llustracion 33. Espectros de absorcion de la siringaldacina oxidada: a temperatura ambiente por la plataforma AuNP@sol-
gel_Lac sin irradiar (naranja) y tras irradiar durante 16 minutos (azul).

6. Conclusiones y Perspectivas futuras

En este Trabajo de Fin de Grado, se ha estudiado la sintesis, caracterizacidon e inmovilizacién de nanoparticulas
de oro esféricas (AuNPs) y cilindricas (AuNRs) en matrices sol-gel e hidrogeles organicos, valorando su
comportamiento éptico y su capacidad de conversion fototérmica bajo la irradiacién a 520 y 808 nm. Las
nanoparticulas sintetizadas por el método Turkevich (AuNPs_MT) presentaron propiedades dpticas éptimas, que
fueron confirmadas mediante espectroscopia UV-Vis y DLS. Mediante la incorporacion PVP se permitié la mejora
de su estabilidad, reduciendo la agregacion inducida por cambios en el medio y favoreciendo una estabilizacidon
estérica eficaz sin comprometer su respuesta plasmaonica.

A la hora de inmovilizar tanto las AuNPs como las AuNRs en matrices sol-gel no se produjo un desplazamiento

significativo de la resonancia plasmodnica superficial localizada (LSPR), indicando que las nanoparticulas
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mantienen sus propiedades dpticas y morfoldgicas tras su encapsulacion. En el caso de los hidrogeles, se observd
un ligero desplazamiento (10-15 nm) y un ensanchamiento en el LSPR, atribuibles a posibles interacciones
interparticulares y heterogeneidad de microambientes. Sin embargo, esto no implicé una pérdida significativa de
funcionalidad.

Para el rendimiento fototérmico, se establecié una absorbancia éptima aproximada de 0,5, ya que proporciona
un equilibrio adecuado entre eficiencia térmica y estabilidad coloidal. En cuanto a la eleccién del tiempo de
irradiacion, se seleccionaron 5 minutos justificados a partir de estudios cinéticos donde se comprobd que la
mayor parte del incremento térmico se producia en ese rango de tiempo, evitando exposiciones prolongadas
innecesarias, especialmente importantes en sistemas que incorporan biomoléculas.

Desde el punto de vista morfoldgico, las AuNPs_MT demostraron ser las mas eficientes bajo irradiacion a 520 nm,
debido a la coincidencia entre su LSPR y la longitud de onda del laser. Por su parte, los AuNRs mostraron un
rendimiento superior a 808 nm gracias a su banda longitudinal en la regiéon NIR, confirmando que la eficiencia
fototérmica depende directamente de la adecuacidn espectral entre la nanoparticula y la fuente de irradiacion.
Ademas, se comprobd que el grado de agregacidn influye de manera determinante en la respuesta optica y
térmica del sistema. Una agregacion parcial desplaza el LSPR hacia el infrarrojo cercano, reduciendo su
rendimiento a 520 nm y ganandolo a 808 nm. Esto demuestra la importancia del control de la estabilizacion
coloidal para ajustar correctamente la funcionalidad del material segln la aplicacion deseada.

Finalmente, la integracidn de la lacasa en la matriz sol-gel junto con AuNPs permitié observar un incremento de
actividad enzimatica bajo irradiacién con respecto a temperatura ambiente, concluyendo que la conversion
fototérmica puede utilizarse como herramienta catalitica. Este resultado confirma el potencial de estas
plataformas como sistemas fotoactivos con posibles aplicaciones en hipertermia localizada, catalisis fotoactivada
y liberacion controlada mediante estimulos luminosos.

En conjunto, los resultados obtenidos demuestran que el control de la morfologia, concentracidn y estabilizacion
superficial de las nanoparticulas, junto con la eleccion adecuada de la matriz de inmovilizacion y longitud de onda
de irradiacidn, permite disefar plataformas fototérmicas eficientes, estables y versatiles para aplicaciones
avanzadas en el ambito biomédico y catalitico. Ademas, dadas las propiedades de los distintos materiales, las
plataformas basadas en matrices sol-gel parecen mas indicadas para aplicaciones biocataliticas, mientras que las
basadas en hidrogeles, gracias a su capacidad de hinchamiento, estarian mas indicadas para el drug delivery.
Como lineas futuras de investigacidn, seria de interés profundizar en la estabilidad a largo plazo de las plataformas
sol-gel e hidrogel bajo ciclos repetidos de irradiacion, ademas de su combinacion con sistemas enzimaticos u
otros agentes bioactivos para el desarrollo de materiales multifuncionales capaces de integrar hipertermia

localizada, catdlisis y liberacion controlada en un uUnico dispositivo.
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