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DESCRIPCION
Un procedimiento de preparacion de nanoparticulas metalicas
Campo de la invencion

La presente invencion se refiere a un procedimiento de una etapa para la preparacién de nanoparticulas metalicas a
partir de cloruros e hidruros metalicos solubles en agua. En particular, la presente invencion se refiere a un
procedimiento para la preparacion de nanoparticulas metdlicas que son estables a temperatura ambiente en
condiciones normales de almacenamiento durante mas de 6 meses, conservan su naturaleza coloidal y dispersiva
en condiciones de pH neutro, acido (pH <7) y basico (pH >7) y que pueden mantener su estabilidad y su naturaleza
coloidal a bajas (mientras estén congeladas) y altas temperaturas y presion.

Antecedentes y técnica anterior de la invencion

Los desarrollos recientes en nanotecnologias se han centrado en el desarrollo de procedimientos para sintetizar
nanoestructuras/particulas mas pequefas y funcionales que pueden tener mejores usos debido a caracteristicas
funcionales Unicas asociadas con nano-tamafos/estructuras en las industrias tales como la biomédica, la quimica, la
energética, la electronica, etc. [O. V. Salata, Journal of Nanobiotechnology, 2004, 2, 3]. Para la mayoria de estas
aplicaciones, las nanoparticulas metdlicas se han sintetizado mediante la reduccion de sales metalicas en
disolventes polares y no polares [Y. Li, S. Liu, T. Yao, Z. Sun, Z. Jiang, Y. Huang, H. Cheng, Y. Huang, Y. Jiang, Z.
Xie, G. Pan, W. Yan, S. Wei, Dalton Trans., 2012, 41.]. Los usos de disolventes no polares son preferidos en muchas
aplicaciones debido a su ventaja de conservar la actividad de los agentes reductores por mas tiempo [N. Zheng, J.
Fan, G.D. Stucky, J. Am. Chem. Soc., 2006, 128, 6550]. Jun y otros [B. H. Jun, D. H. Kim, K J Lee, patente de
Estados Unidos numero US7867316B2, 2011] describieron un procedimiento para fabricar nanoparticulas metalicas
en el cual los precursores metalicos se disolvieron en un disolvente no polar y la soluciéon de la molécula protectora
se preparo en un disolvente no polar. Los procedimientos usados requieren el calentamiento de estas soluciones
desde 60 a 120 °C durante una hora para sintetizar nanoparticulas de < 20 nm. Lee y Wan [C. L. Lee y C. C. Wan,
patente de Estados Unidos numero US6572673B2, 2003] desarrollaron un procedimiento para preparar
nanoparticulas metalicas que comprende el uso de sales metalicas reactivas y agentes reductores que tienen grupos
anionicos, grupos sulfato o sulfonato. En este procedimiento el NaBHs se us6 como agente reductor en agua con
tensioactivos para lograr la sintesis con control de tamafio de nanoparticulas metalicas. Yang y otros [Z. Yang, H
Wang, Z Xu, patente de Estados Unidos numero US7850933B2, 2010] describieron un procedimiento para la
sintesis de nanoparticulas a partir de una solucién de cloruro metdlico preparada en agua y que requirid
calentamiento a 50-140 °C. McCormick y otros. [C.L. McCormick, Andrew B. Lowe, B. S. Sumerlin, patente de
Estados Unidos numero 8084558 B2, 2011] pudieron preparar nanoparticulas de metales de transicion
funcionalizadas con tiol y, posteriormente, lograron la modificacion de la superficie con copolimeros. Oh y otros [S.G.
Oh, S.C.Yi, S. Shin, D.W. Kim, S.H. Jeong, patente de Estados Unidos niumero 6660058 B1, 2003] destacaron el
uso de tensioactivos en soluciones, que tienen la propiedad intrinseca de adsorberse en las dos interfaces de fase
diferente, para preparar nanoparticulas de plata y de aleaciones de plata. Los procedimientos descritos
anteriormente requieren el uso de disolventes organicos para la sintesis o son procedimientos de multiples etapas
para la sintesis de nanoparticulas metalicas.

Puede hacerse referencia a la revista "Journal of Nanobiotechnology, 2004, 2, 3" de Salata, en la que los desarrollos
recientes en nanotecnologias se han centrado en el desarrollo de procedimientos para la sintesis de
nanoestructuras/particulas mas pequefas y funcionales que puedan tener mejores usos debido a caracteristicas
funcionales Unicas asociadas con nano-tamafos/estructuras en las industrias tales como la biomédica, la quimica, la
energética, la electronica, etc.

Puede hacerse referencia a la revista, Dalton Trans., 2012, 41, 11725-11730 de Li y otros en la que las
nanoparticulas metalicas se han sintetizado mediante la reduccion de sales metalicas en disolventes polares y no
polares.

Puede hacerse referencia a la revista "J. Am. Chem. Soc., 2006, 128, 6550" de Zheng y otros en la que se prefieren
los usos de disolventes no polares en muchas aplicaciones debido a su ventaja de conservar la actividad de agentes
reductores por mas tiempo.

Puede hacerse referencia a la patente de Estados Unidos numero "US7867316B2, 2011" de Jun y otros en la que un
procedimiento para la fabricacién de nanoparticulas metalicas es aquel en el que los precursores metalicos se
disolvieron en un disolvente no polar y la solucion de la molécula de recubrimiento se preparé en disolvente no polar.
Los procedimientos usados requieren el calentamiento de estas soluciones desde 60 a 120 °C durante una hora
para sintetizar nanoparticulas de < 20 nm.

Puede hacerse referencia a la patente de Estados Unidos numero "US6572673B2, 2003" de Lee y Wen en la que un
procedimiento para preparar nanoparticulas metalicas comprende el uso de sales metalicas reactivas y agentes
reductores que tienen grupos anionicos, grupos sulfato o sulfonato. En este procedimiento el NaBH4 se usé como
agente reductor en agua con tensioactivos para lograr la sintesis con control de tamafio de nanoparticulas metalicas.
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Puede hacerse referencia a la patente de Estados Unidos numero "US7850933B2, 2010" de Yang y otros en la que
se describe el procedimiento para la sintesis de nanoparticulas a partir de una solucién de cloruro metalico
preparada en agua y que requiere el calentamiento a 50-140 °C.

Puede hacerse referencia a la patente de Estados Unidos numero, "8084558 B2, 2011" de McCormick y otros en la
que se prepararon nanoparticulas metalicas de transicion funcionalizadas con tiol y posteriormente se logro la
modificaciéon de la superficie con copolimeros.

Puede hacerse referencia a la patente de Estados Unidos numero, "6660058 B1, 2003" de Oh y otros en la que se
describe el uso de tensioactivos en soluciones, que tienen la propiedad intrinseca de adsorberse en las dos
interfaces de fase diferente, para preparar nanoparticulas de plata y de aleaciones de plata.

En los procedimientos con disolventes no polares pueden lograrse nanoparticulas altamente monodispersas, debido
a la reduccién controlada de precursores metalicos mediante el uso de productos quimicos reductores. Esto hace
que el disolvente no polar sea deseable en la mayoria de los procedimientos usados para la sintesis de
nanoparticulas metalicas. A pesar de varias ventajas, estos procedimientos para la sintesis de nanoparticulas
requieren multiples etapas para controlar el tamafio de las nanoparticulas y lograr una mayor estabilidad. En
segundo lugar, el uso de la mayoria de los disolventes no polares no es deseable por su rentabilidad y sus efectos
adversos sobre el medio ambiente.

Puede ser deseable desarrollar procedimientos para la sintesis rapida y rentable de nanoparticulas metalicas en
disolventes polares. Sin embargo, no existen muchos informes y procedimientos que describan especificamente la
funciéon de los productos quimicos reductores en estos disolventes en los que puede utilizarse el fuerte poder
reductor de estos en el agua para la reducciéon de sales metalicas. Por lo tanto, existe una necesidad urgente de
desarrollar procedimientos para la sintesis de nanoparticulas metalicas a temperatura ambiente.

Objetivos de la invencion

El objetivo principal de la presente invencién es proporcionar un procedimiento de una sola etapa para la
preparacion de nanoparticulas metalicas a partir de cloruros e hidruros metalicos solubles en agua, mediante el uso
de LiBH4 como un agente reductor, de acuerdo con la reivindicacion 1.

Todavia otro objeto de la presente invencion es desarrollar procedimientos para la preparacion de varios tamafios de
nanoparticulas metalicas (2-5 nm) a partir de cloruros e hidruros metalicos solubles en agua.

Aun otro objeto de la presente invencién es desarrollar un procedimiento en el cual las nanoparticulas metalicas
sintetizadas seran de naturaleza altamente coloidal y dispersiva y tendran una estabilidad mas prolongada a
temperatura ambiente.

También se divulga un procedimiento para probar la estabilidad de estas nanoparticulas metdlicas en diferentes
entornos fisicos, quimicos y biolégicos, que pueden mantener su naturaleza coloidal y dispersiva a diferentes pH que
varian de 3 a 12.

Aun otro objeto de la presente invencion es desarrollar un procedimiento para fabricar nanoparticulas metalicas que
deberian mantener su naturaleza coloidal a alta temperatura (probado a temperatura (25 a 35 °C) y ~120 °C y
presién ambiente (presion atmosférica y 6,8 kg (15 Ibs)).

Aun otro objeto de la presente invencién es proporcionar un procedimiento para la sintesis de tamafo de particula
ultra pequefio (~ 2 nm) que puede proporcionar una mayor relacion de superficie con respecto a area para diferentes
aplicaciones.

Aun otro objeto de la presente invencion es proporcionar un procedimiento simple de una sola etapa para la sintesis
de particulas metalicas que supere las complicaciones de otros procedimientos tediosos y engorrosos.

Breve descripcion de los dibujos

La Figura 1 es una vista en perspectiva de las imagenes 6pticas de una suspension coloidal de nanoparticulas
de oro a varias concentraciones molares de LiBH4 (0,02 mM, 0,04 mM, 0,08 mM, 0,17 mM, 0,33 mM, 0,66 mM,
1,32 mM, 2,64 mM, 5,28 mM, 8 mM y 10,56 mM) en una solucion acuosa de AuCls; a temperatura ambiente [25
°C]. En la presente invencion el tamafio de particula puede controlarse variando la concentracion de agente
reductor. Esto es evidente a partir del gradiente de color en la suspension coloidal como se muestra en la figura
1.

La Figura 2 es una vista en perspectiva de los espectros UV-vis de una suspension coloidal de nanoparticulas
de oro sintetizadas a varias concentraciones molares de LiBH4 (0,08 mM, 0,17 mM, 0,33 mM, 0,66 mM, 1,32 mM,
2,64 mM, 5,28 mM, 8 mM) en una solucién acuosa de AuCl; a temperatura ambiente [25 °C].
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La Figura 3 es una vista en perspectiva de las imagenes de dispersion de luz dinamica (DLS) y microscopia
electrénica de transmision (TEM) de nanoparticulas de oro ultra pequefias (~ 2 nm) sintetizadas a una
concentracion de 2,64 mM de LIBH4 en una solucién acuosa de AuCl; a temperatura ambiente [25 °C].

La Figura 4 es una vista en perspectiva de las imagenes 6pticas de una suspension coloidal de nanoparticulas
de oro sintetizadas a 2,64 mM de LiBH, disuelto en una solucién acuosa de AuCls a temperatura ambiente [25
°C] y expuestas a varias soluciones tampén de pH [pH 3, 5, 7, 9, 10 y 10,6 de la solucién coloidal]. La variacion
en el pH de la solucion coloidal se logré como: tampdén de citrato usado para la variacion del pH de 3 a 5, el
tampon de fosfato se us6 para cambiar el pH de 5 a 8 y tampon de NaOH-HCI se usé para cambiar el pH de 9 a
10,6.

La Figura 5 es una vista en perspectiva de las imagenes TEM de particulas de rutenio ultra pequefas (~ 2 nm)
sintetizadas a una concentraciéon de 2,64 mM de LiBH4 en solucion de RuCls.

La Figura 6 es una vista en perspectiva de la funcionalizacion de las AuNP con 1-lisina, FITC, FITC vy lisina. (1)-
Fluorescencia de lisina (Ex/Em- 355/ ~ 435), (a) Lisina, (b) LBH-AuNP-Lisina (AL) y (c) LBH-AuNP-FITC-Lisina
(AFL). () - Fluorescencia de FITC (Ex/Em-488/520). (a) FITC, (b) AuNP-FITC y (c) AuNP-FITC-Lisina y recuadro
que muestra los espectros de aumento de b & c. (lll) - UV-Vis de (a) LBH-AuNP (b) LBH-AuNP-FITC (AF), (c)
LBH-AuNP-Lisina (AL), (d) LBH-AuNP-FITC-Lisina (AFL) y recuadro que muestra la imagen de la solucién de
color coloidal correspondiente. (IV) Imagen TEM de la funcionalizacién correspondiente. Barra de escala de (a)
50 nm, (b),(c) y (d) 20 nm.

La Figura 7 es una vista en perspectiva de la imagen 6ptica de las funcionalizaciones de AuNP en citrato. (a)
AuNP, (b) AuNP-FITC, (c) AuNP-Lisina (precipitada), (d) AuNP-Lisina-FITC (precipitada).

Sumario de la invenciéon

En consecuencia, la presente invencién proporciona un procedimiento para la preparacién de nanoparticulas
metalicas que comprende las etapas de:

a) preparar una solucion acuosa de sal metalica disolviendo la sal metalica en un disolvente polar, y en el que la
sal metalica se selecciona del grupo que consiste en AuCl, AgCl, HAuCI RuCls, H2PtCls, PdCl,, CuCl, y PtCla.

b) agitar y disolver LiBH4 en la solucion obtenida en la etapa (a) durante un periodo en el intervalo de 1 a 15
minutos a una temperatura en el intervalo de 25 a 35 °C para obtener nanoparticulas metalicas, y en el que la
concentracion molar de LiBH4 varia de 0,17 mM a 10,56 mM.

Descripcion detallada de la invenciéon

Como se usa en la presente memoria, las nanoparticulas metdlicas se refieren tanto a nanoparticulas ultra
pequefias, que tienen un diametro promedio de ~2 nm,como a nanoparticulas que se refieren a las particulas
metalicas que tienen un diametro promedio > 2 nm.

La presente invencion proporciona un procedimiento simple y rapido para la producciéon de nanoparticulas metalicas
a partir del precursor metalico (hidruros y cloruros metalicos) en presencia de un agente reductor tal como el LiBRj.
El procedimiento para la sintesis de nanoparticulas metalicas puede describirse de la siguiente manera: las
concentraciones molares apropiadas de cloruros/hidruros metalicos se disolvieron en un disolvente polar como el
agua y se les dejo reaccionar con LiBH, solido de manera controlada. Es un procedimiento muy Unico ya que en este
solo se requiere una etapa, y la solucién acuosa de cloruros/hidruros metalicos se us6 para disolver el agente
reductor para la formacion instantanea de particulas metalicas. En este procedimiento, se produce la sintesis rapida
porque el LiBHs se oxida rapidamente cuando entra en contacto con una soluciéon acuosa de cloruros/hidruros
metalicos.

La presente invencién proporciona la preparacién de nanoparticulas metalicas con una serie de soluciones quimicas
reductoras tales como LiBHs que se prepararon disolviéndolas en una soluciéon acuosa de cloruros/hidruros
metalicos a temperatura ambiente. Este procedimiento de sintesis facil se usé para controlar el tamafio de particula
al variar la concentracion molar del producto quimico reductor en la solucidon acuosa de cloruros/hidruros. Se ha
observado que estas particulas metalicas son de naturaleza altamente coloidal y dispersiva y también son estables
durante mas de seis meses a temperatura ambiente [25-35 °C].

La presente invenciéon proporciona diferentes entornos fisicos y quimicos creados y se ha observado que estas
particulas metalicas mantienen su naturaleza coloidal y dispersiva a diferentes pH (3, 5, 7, 9, 10, 10,6) que varian
entre 3 y 12. Ademas, las particulas sintetizadas mediante el uso de la presente invencion pueden tolerar una alta
concentracion de cloruro de sodio y pueden mantener su naturaleza coloidal a alta temperatura y presion.

La técnica usada en la presente invencion implica combinaciones Unicas de agentes reductores y precursores
metalicos de adicién en una solucién acuosa. Este procedimiento puede producir nanoparticulas metalicas
ultrapequenas instantaneas bien dispersas de un diametro promedio de ~ 2 nm. Los mismos procedimientos en la
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presente invencion también pueden usarse para fabricar nanoparticulas metalicas de diametro promedio > 2 nm,
cambiando la relaciéon de la concentracion molar del agente reductor y de la sal metalica. Puede lograrse un amplio
intervalo de tamafio de particulas metdlicas al seleccionar la proporcidon molar apropiada de agente reductor y
cloruros/hidruros metalicos disueltos en solucién acuosa.

Mediante el uso de la presente invencion se lograron nanoparticulas metalicas ultrapequefias (diametro medio de
particulas ~ 2 nm). Estas particulas metalicas se usaron para unir varias moléculas organicas e inorganicas.

La presente invencion describe que la preparacion de estas particulas en disolventes polares tal como la solucion
acuosa de particulas metalicas en la presente invencion, tiene varias ventajas para sus aplicaciones en los
nanofarmacos, el suministro de farmacos, diagnéstico biomédico, obtencién de imagenes celulares y compatibilidad
con biomoléculas cuando los disolventes no polares no son deseables para su uso en varias condiciones
fisiologicas.

En la presente invencién se prepararon una serie de soluciones de diferentes concentraciones molares de LiBH4
disolviéndolas en cloruro metalico que contenia agua Milli Q. La figura 1 muestra las imagenes Opticas
representativas de una suspension coloidal de nanoparticulas de oro. A la concentracion molar de LiBH4 mas baja,
que se incrementd de 0,17 mM a 1,32 mM, la solucién coloidal mostré un color azul claro, mientras que un aumento
adicional en la concentracion molar de esta de 2,64 mM a 10,56 mM mostré el color vino tinto de la suspension
coloidal de estas particulas.

La figura 2 muestra espectros UV-Vis representativos de una suspension coloidal de nanoparticulas de oro
sintetizadas a diversas concentraciones molares de LiBH,4 (0,08 mM, 0,17 mM, 0,33 mM, 0,66 mM, 1,32 mM, 2,64
mM, 5,28 mM, 8 mM) a temperatura ambiente [25 °C]. Mediante el uso de la presente invencion, los procedimientos
desarrollados pueden controlar el tamafio de particula al variar la concentracion del agente reductor. Esto también
puede ser evidente por el cambio de color en la suspension coloidal como se muestra en la figura 1.

La presente invencién también es Unica para la produccién de nanoparticulas metalicas ultrapequefias que son
dificiles en otros procedimientos. Se obtuvo informacion representativa para determinar el tamafio de nanoparticulas
de oro ultrapequenas a partir de DLS y TEM como se muestra en la figura 3. Las particulas metalicas producidas
mediante el uso de los procedimientos descritos en la presente invencion son de naturaleza altamente coloidal y
dispersiva. Estas particulas se dispersan en agua incluso después de seis meses mientras se almacenan a
temperatura ambiente [25-35 °C].

Mediante el uso de la presente invencion, las particulas sintetizadas pueden mantener su naturaleza coloidal y
dispersiva a diferentes pH (3, 5, 7, 9, 10, 10,6) que varian entre 3 y 12 y una imagen O6ptica representativa de la
suspension coloidal se muestra la figura 4. La produccién de particulas metalicas por la presente invencién puede
usarse para preparar particulas altamente estables en diferentes tipos de entornos fisicos, quimicos y biolégicos.
Ademas, estas particulas metalicas pueden tolerar altas concentraciones de sodio y otros cloruros de metales
alcalinos y pueden mantener su estabilidad coloidal a altas temperaturas (probado a temperatura y ~120 °C) y
presién ambiente (presion atmosférica y 6,8 kg (15 libras)).

Mediante el uso de la presente invencioén, se logré una sintesis facil a base de agua de un tamafio de particula
metalica ultra pequefio que tiene una mayor relacion de superficie con respecto a area y se usoé para la union de
diversas moléculas organicas e inorganicas. El procedimiento usado en la presente invencion puede extenderse al
uso de otros agentes reductores como LiAlH, y otras alanidas de metales alcalinos, NaBHs y otros borohidratos de
metales alcalinos, citrato, hidrazina, MBA, boratos de amina, acido fosforoso, etc., en sintesis acuosa de particulas
metalicas. Las particulas metdlicas sintetizadas mediante los procedimientos usados en la presente invencion
pueden tolerar una mayor concentracion de biomoléculas usadas para funcionalizacion. Estas particulas metalicas
pueden ser mono y co-funcionalizadas por diferentes grupos funcionales de moléculas organicas e inorganicas para
producir nanoparticulas de Janus.

El mismo procedimiento analizado en la presente invenciéon fue capaz de producir otras particulas metalicas de
tamafio ultra pequefio en solucién acuosa. La figura 5 muestra una imagen TEM representativa de nanoparticulas
ultra pequenas de rutenio.

Ejemplos

Los siguientes ejemplos se proporcionan como ilustracion solamente y no se pretende que limiten el ambito de la
presente invencion.

Ejemplo 1-2
Preparacion de nanoparticulas metalicas

Ejemplo 1
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Se prepard 2 ml de una solucion de AuCls al 1 % (peso/volumen) en agua y se diluyé adicionalmente afiadiendo 248
ml de agua. La solucién anterior se us6 para preparar una serie de soluciones de LiBH4 con agitacion vigorosa a
temperatura ambiente [25 °C] para un intervalo de 0,02 mM, 0,04 mM, 0,08 mM, 0,17 mM, 0,33 mM, 0,66 mM, 1,32
mM, 2,64 mM, 5,28 mM, 8 mM y 10,56 mM de LiBH4 en una solucién de AuCls preparada en agua Milli Q. En menos
de 15 minutos de disolucion de LiBH4 en una solucion de AuCls, se observé la formacion de nanoparticulas de oro y
las imagenes opticas de la suspension coloidal de nanoparticulas de oro a varias concentraciones molares de LiBH4
se muestran en la figura. 1.

Ejemplo 2

Se prepararon una serie de soluciones de LiBH4 que variaban de 0,02 mM, 0,04 mM, 0,08 mM, 0,17 mM, 0,33 mM,
0,66 mM, 1,32 mM, 2,64 mM, 5,28 mM, 8 mM y 10,56 mM al disolver en 248 ml de agua. Para esto se afiadio 2 ml
de una solucion de AuCls al 1 % (p/v) preparada en agua con agitacién vigorosa durante 5 minutos y se formaron
nanoparticulas coloidales. La reaccion se completé en menos de 15 minutos que incluyd la preparacion de la
solucion de LiBHs y la mezcla con AuCls. Los cambios en las soluciones coloidales de color azul a rojo se
observaron con una concentracion de LiBH4 que varié de 0,02 mM a 10,56 mM. No hubo diferencias observables en
las propiedades opticas de los AuNP preparados en el ejemplo 1 y el ejemplo 2.

Ejemplo 3

El procedimiento como se describe en los ejemplos 1 y 2 se us6 para producir una soluciéon acuosa coloidal bien
dispersa de nanoparticulas de rutenio ultrapequefias (mediante el uso de una proporcién de peso con respecto a
volumen del 1 %) a temperatura ambiente [25 °C] en 2,65 mM de LiBHa.

Ejemplo 4-7
Estabilidad de las nanoparticulas de oro
Ejemplo 4

Para cambiar el pH de la solucion coloidal de AuNP, se afiadieron 0,2 pl, 0,4 pl, 8 uly 12 pyl de NaOH 1N en 5 ml de
las AuNP sintetizadas con 2,64 mM de LiBHs que dio como resultado un pH 8, pH 9, pH 10 y pH 10,8,
respectivamente.

Para cambiar el pH de la solucién coloidal de AuNP en un intervalo acido, se afiadieron 0,4 pl, 1 pl, 10 yl, 12 pl y 25
pl de NaOH 1N en 5 ml de las AuNP sintetizadas con 2,64 mM de LiBH4 que dio como resultado un pH 7, pH 6, pH
5, pH 4 y pH 3, respectivamente.

La estabilidad de estas particulas se observé a estos valores de pH. No hubo diferencias observables en las
propiedades opticas de las AuNP seguun se prepar6 en el ejemplo 1 y el ejemplo 2.

Ejemplo 5

Se disolvieron 5 ml de suspension coloidal de nanoparticulas de oro sintetizadas a 2,64 mM de LiBHs en una
solucién acuosa de AuCls; a temperatura ambiente [25 °C] y expuestas a varias soluciones tampo6n de pH (entre 3 y
11). Se afiadieron 5 ml de solucién de AuNP en 5 ml de tampé6n de pH de citrato (pH variable de 3 a 5), 5 ml de
tampon de pH de fosfato (5, 6 y 8) y 5 ml de tampén de pH de NaOH-HCI (de 9 a 10,6) y se demostré una
suspension coloidal estable (figura 1).

Ejemplo 6

Mediante el uso del procedimiento descrito en la presente invencién, se prepard una solucién acuosa coloidal
altamente dispersa de particulas de oro que puede mantener su naturaleza coloidal a una alta temperatura (probado
a ~120 °C) y presion (probado a ~ 6,8 kg (15 libras)). Se colocaron 5 ml de suspension coloidal de nanoparticulas
de oro sintetizadas a 2,64 mM de LiBH4 disueltos en una solucion acuosa de AuCls a temperatura ambiente [25 °C]
en una Auto-clave que tiene una temperatura de 121,5 °C y 6,8 kg (15 libras) de presiéon durante 20 minutos. No
hubo diferencias observables en las propiedades 6pticas de las AuNP preparadas en el ejemplo 1y el ejemplo 2.

Ejemplo 7

Se colocé 1 ml de una suspension coloidal de nanoparticulas de oro sintetizadas a 2,64 mM de LiBH4 disuelta en
una solucion acuosa de AuCls a temperatura ambiente [25 °C] a diferentes velocidades centrifugas (10.000, 20.000,
30.000 y 40.000 rpm) y estas particulas aun pueden mantener su naturaleza coloidal.

Funcionalizacién de las nanoparticulas de oro.

Ejemplo 8
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Las suspensiones coloidales de nanoparticulas de oro sintetizadas a 2,64 mM de LiBH4 disueltas en una solucién
acuosa de AuCl; a temperatura ambiente, se usaron para la preparacion de nanoparticulas de AuNP LBH -FITC-
Lisina (AFL NP) funcionalizadas con ligandos dobles y nanoparticulas de AuNP LBH - FITC (AF), AuNP LBH -lisina
(AL) monofuncionalizadas. Las AFL NP funcionalizadas con ligandos dobles se sintetizaron en dos etapas (a) A los 5
ml de 1,2 uM de solucion de las AuNP, se afiadieron 50 pl de solucion de FITC 500 uM (disuelto en etanol al 95 %)
con una concentracion final de FITC 5 uM en las AuNP y se incubaron durante 30 minutos. minutos, después (b) A la
solucion (a), se afadieron 100 pl de 100 mM de lisina con una concentracion final de lisina 2 mM en la solucion de
las AuNP y se incubaron durante 30 minutos. En ambas reacciones (a) y (b) se usaron concentraciones saturadas
de FITC y lisina respectivamente. De manera similar, para la preparacion de soluciones de AF y AL, 5 ml de solucion
de las AuNP 1,2 uM contienen una concentracion final de FITC 5 yM y 2 mM de lisina respectivamente. Todas las
reacciones se incubaron durante 30 minutos a temperatura ambiente y ademas la Figura 6 muestra el analisis
espectrométrico de absorcion y fluorescencia. En la técnica anterior [R.Shukla, V. Bansal, M. Chaudhary, A. Basu,
R.R. Bhonde, M. Sastry, Langmuir 2005, 21, 10644-10654] la demostracion exitosa de la cofuncionalizacion de lisina
y FITC con las AuNP mostré una estabilidad limitada a una concentracion mas alta. Mientras tanto, las
nanoaprticulas de oro en borohidruro de litio (LBH-AuNP) sintetizadas en la presente invencion son de tamafo
pequeiio (<5 nm) y son altamente estables y pueden resistir una mayor concentracién de cofuncionalizaciones con
ligandos dobles (Lisina y FITC).

Ejemplo 9

Se usard una suspension coloidal de nanoparticulas de oro sintetizadas a 2,64 mM de LiBH4 disuelta en una
solucion acuosa de AuCls a temperatura ambiente [25 °C] para la preparacion de funcionalizaciones con ligandos
dobles en el ejemplo 8 y se usaron para cuantificar la estimacion fluorométrica de colageno. Se prepard una serie de
concentraciones de colageno en 2 ml de nanoparticulas de AFL sintetizadas en el ejemplo 8 con una concentracion
final de 2 a 10 pyg/ml a partir de 100 g/ml de solucion de colageno de reserva. Para la estimacion de colageno en
tiempo real, se extrajo colageno de cola de rata y la concentracion se ajusté a 1 mg/ml. La solucién de colageno AFL
respectiva se incubd 12-14 horas a 4 °C. Las reacciones se analizaron y caracterizaron mediante espectrometria de
fluorescencia y microscopia electronica de transmision.

Ventajas de la invencion

Las principales ventajas de la presente invencion son:

e El procedimiento descrito para la sintesis de particulas metdlicas usado en la presente invenciéon es un
procedimiento rapido de una etapa en disolventes polares. Esto no requiere el uso de disolventes no polares que
normalmente no son deseables debido a los efectos adversos sobre el medio ambiente.

e El procedimiento usado en la presente invencion es un procedimiento rapido, simple y de una sola etapa para
lograr un tamafo ultra pequefio de nanoparticulas metalicas, que son dificiles de obtener en otros sistemas de
disolventes no polares. Por ejemplo, la sintesis de nanoparticulas de tamafio < 10 nm mediante el uso de disolvente
no polar, que es un procedimiento tedioso y engorroso.

e Como estas particulas metalicas se sintetizaron en solucién acuosa, esto proporciona una mayor flexibilidad en
el uso de estas nanoparticulas metalicas para una amplia gama de aplicaciones en medicina, diagnéstico, obtencion
de imagenes, etc., mientras que los disolventes no polares pueden no ser deseables.

e Un procedimiento para producir particulas metalicas, especificamente nanoparticulas altamente coloidales y
dispersivas preparadas a partir de cloruros e hidruros metalicos solubles en agua mediante el uso de un agente
reductor LiBHa.

e La sintesis de una solucién acuosa coloidal bien dispersa de particulas metalicas estables a diversas soluciones
tampodn de pH y su uso en entornos fisicos, quimicos y biolégicos similares o modificados.

e La sintesis de las particulas metalicas que incluyen un tamafo ultra pequefio que pueden tolerar una alta
concentracion de cloruro de sodio y puede mantener su naturaleza coloidal a alta temperatura y uso de estas en
entornos fisicos, quimicos y biolégicos similares o modificados.

e La sintesis de las particulas metalicas que incluyen un tamafo ultra pequefio que pueden tolerar una mayor
concentracion de moléculas funcionales, incluidas las biomoléculas de diferente naturaleza funcional durante la
funcionalizacion y la cofuncionalizacidon con diferentes biomoléculas que tienen varios grupos funcionales y uso de
estas en entornos fisicos, quimicos y bioldgicos similares o modificados.
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REIVINDICACIONES
1. Un procedimiento de preparacion de nanoparticulas metalicas que comprende las etapas de:

a) preparar una solucion acuosa de sal metalica disolviendo la sal metalica en un disolvente polar, y en el que
la sal metdlica se selecciona del grupo que consiste en AuCls, AgCl, HAuCls, RuCls, H2PtCls, PdCl,, CuCl, y
PtCl,.

b) agitar y disolver el LiBH4 en la solucion obtenida en la etapa (a) durante un periodo en el intervalo de 1 a
15 minutos a una temperatura en el intervalo de 25 a 35 °C para obtener nanoparticulas metalicas, y en el
que la concentracién molar de LiBH4 varia de 0,17 mM a 10,56 mM.

2. Un procedimiento de preparacion de nanoparticulas metalicas que comprende las etapas de:

a) preparar una solucién acuosa de sal metalica disolviendo la sal metalica en un disolvente polar, y en el que
la sal metalica se selecciona del grupo que consiste en AuCls, AgCl, HAuCls, RuCls, HzPtClg, PdCl,, CuCloy
PtCl,.

b) preparar una solucion de LiBH4, en la que la concentracion molar de LiBH4 varia de 0,17 mM a 10,56 mM;

c) agitar la solucion del agente reductor como se obtuvo en la etapa (b) con la solucién obtenida en la etapa
(a) durante un periodo en el intervalo de 1 a 15 minutos a una temperatura en el intervalo de 25 a 35 °C para
obtener nanoparticulas metalicas.

3. El procedimiento de acuerdo con la reivindicaciéon 1 o 2, en el que las nanoparticulas metalicas tienen un tamario
de particula en el intervalo de 2-5 nm, segun se determiné mediante microscopia electrénica de transmision.

4. EIl procedimiento de acuerdo con la reivindicacién 1 o 2, en el que las nanoparticulas metalicas tienen un
diametro de particula de 2 nm, segun se determiné mediante microscopia electrénica de transmision.

5. El procedimiento de acuerdo con la reivindicacion 1 o 2, en el que las nanoparticulas metalicas tienen un
diametro de particula mayor de 2 nm, segun se determind mediante microscopia electronica de transmision.

6. El procedimiento de acuerdo con la reivindicacién 1 o 2, en el que la concentracion molar de LiBH4 varia de 0,17
mM a 1,32 mM.

7. El procedimiento de acuerdo con la reivindicacion 1 o 2, en el que la concentracién molar de LiBH4 varia de 2,64
mM a 10,56 mM.

8. El procedimiento de acuerdo con la reivindicacion 1 o 2, en el que las nanoparticulas metalicas resultantes son
posteriormente mono o cofuncionalizadas por grupos funcionales de moléculas organicas e inorganicas.
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Figura 5
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