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@Resumen:

La presente invencion se refiere a un método de
sintesis de nanoparticulas de silicio poroso, las cuales
presentan una fotoluminiscencia de larga duracion. La
presente invencion proporciona un método de sintesis
de nanoparticulas de silicio poroso con
fotoluminiscencia caracterizado porque comprende
las siguientes etapas: i) proveer de laminas de silicio
poroso y realizar un tratamiento térmico a 250-350°C
durante 4-6 minutos, y ii) raspar las laminas obtenidas
de la etapa i) y sonicar las laminas disueltas en agua
desionizada. El método ademas puede comprender
otra etapa adicional en la que las nanoparticulas se
funcionalizan. Este método hace que las
nanoparticulas obtenidas sean biocompatibles y
puedan ser empleadas en aplicaciones in-vivo o in-
vitro como marcadores bioldgicos selectivos y
nanodispositivos de liberacion controlada de farmacos
de manera sistémica o en células diana.
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DESCRIPCION

Pl

. .
FOTOLUMINISCENCIA DE LARGA DURACION

CAMPO DE LA INVENCION

La presente invencion pertenece al campo técnico de materiales fotoluminiscentes y, mas
especificamente, a un método de sintesis de nanoparticulas de silicio poroso con

fotoluminiscencia de larga duracion.

ANTECEDENTES DE LA INVENCION

Las nanoparticulas estan tomando cada vez mas importancia en el ambito de la biomedicina
y la biotecnologia debido a su reducido tamafno, multifuncionalidad, posibilidad de adaptacién
de su superficie y biocompatibilidad. Debido a estas caracteristicas, dentro de estos sectores
se aplican principalmente como marcadores bioldgicos fluorescentes o como medios 6ptimos
para la liberacion controlada de farmacos, ingenieria de tejidos, tratamientos contra el cancer,

entre otras aplicaciones [1].

Entre la amplia variedad de nanoparticulas que ya se aplican o se estan investigando en la
actualidad, las nanoparticulas luminiscentes de silicio poroso (LPSiNPs) son de las que mayor
potencial de desarrollo tienen a corto, medio y largo plazo, debido principalmente a sus
caracteristicas fisicoquimicas y estructurales [2]:

- Debido a su porosidad, poseen una elevada relacion superficie-volumen, lo que las
convierte en un material idéneo para almacenar medicamentos en su estructura y
emplearlas en sistemas de liberacion controlada de farmacos.

- ElI método de sintesis a partir de la anodizacién de obleas monocristalinas de silicio
provoca la formacién de puntos cuanticos de silicio (quantum dots, QDs) que exhiben
confinamiento cuantico, lo que provoca que estas nanoparticulas muestren una
intensa fotoluminiscencia en el espectro visible a temperatura ambiente cuando se
iluminan con luz ultravioleta. Esta emision de luz visible las hace 6ptimas para su uso
como marcador bioldgico tanto en aplicaciones in-vivo como in-vitro.

- Debido a la elevada reactividad de la superficie del silicio poroso, las nanoparticulas
expuestas a un entorno oxidante forman una matriz de subéxidos de silicio (SiOx, x =
2) que albergan los puntos cuanticos de silicio en su interior. Este material resulta ser
perfectamente biocompatible [3].
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- El silicio poroso es un material biodegradable, ya que se degrada en el organismo
formando acido ortosilicico, que se elimina a través de la orina.
- El proceso de sintesis de LPSINPs mediante la anodizacién electroquimica de obleas

de silicio monocristalino es sencillo, econémico y muy rapido.

Existen en el estado del arte algunos ejemplos del uso de estas LPSiNPs.

US20110300222A1 describe nanoparticulas luminiscentes de silicio poroso (LPSIiNPs) que
pueden transportar una carga util de un farmaco y cuya fotoluminiscencia intrinseca del
infrarrojo cercano (NIR) permite monitorear tanto la acumulacion como la degradacion in-vivo.
Sin embargo, dicha fotoluminiscencia de las nanoparticulas dura sélo 8 horas y las
nanoparticulas se autodestruyen en componentes que pueden ser facilmente excretados o
eliminados en un periodo de tiempo relativamente corto.

Todo esto es debido a que el silicio poroso es un material muy inestable y se degrada con
mucha facilidad. Durante el proceso de sintesis del silicio poroso, toda la superficie de la
lamina queda terminada en enlaces extremadamente reactivos de silicio-hidrégeno (Si-H),
produciéndose la oxidacion de este material desde el momento en el que se exponen a una

atmosfera oxidante.

Por un lado, si la oxidacion no es 6ptima, apareceran enlaces colgantes (dangling bonds) que
provocan la recombinacién de los electrones provenientes de excitones dentro del material,

reduciendo drasticamente la emision de luz (quenching).

Por otro lado, si la oxidacion de la lamina es excesiva, los puntos cuanticos pueden llegar a
desaparecer, perdiéndose el efecto del confinamiento cuantico (lo que supone perder la
fotoluminiscencia a temperatura ambiente). Este problema es aun mayor cuando se quieren
formar nanoparticulas, ya que las laminas de silicio poroso se deben deshacer en pequenas
particulas haciendo que la superficie expuesta al ambiente sea mucho mayor, lo que hace
que se degraden aun con mayor rapidez.

Preservar la fotoluminiscencia de las LPSiNPs ha sido objeto de estudio durante las ultimas
décadas, ya que abre las puertas a la implantacion eficaz de este material en diferentes
aplicaciones en biomedicina y biotecnologia donde es interesante disponer de

fotoluminiscencia, especialmente en el caso de los marcadores bioldgicos in-vivo e in-vitro.
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Se pueden encontrar en el estado del arte documentos que describen diferentes métodos para
estabilizar las LPSiNPs para preservar su fotoluminiscencia.

En el articulo de Park et al. [4], las LPSIiNPs se emplearon para la liberacion controlada de
farmacos in-vivo. En este caso, la superficie de las nanoparticulas se estabilizé en agua
desionizada durante dos semanas. No hay un reporte de la evolucién de la luminiscencia,
pero si describe que la monitorizacion de las nanoparticulas duré 4 semanas, tiempo durante
el cual se fueron degradando en acido ortosilicico.

El articulo de La Ferrara et al. [5] describe la estabilizacién de nanoparticulas de silicio poroso
para transportar acido ascorbico. La estabilizacion se realiza con agua desionizada siguiendo
la metodologia del articulo de Park et al. [4]. En dicho articulo se muestra un estudio de la
evolucion de la fotoluminiscencia en funcion del tiempo, concluyendo que se estabiliza a partir

del decimoquinto dia.

WO2011086210A1 describe la formacion de particulas de silicio poroso con material
magnético en su interior. Aunque la capacidad de responder magnéticamente resulta
interesante combinada con la fotoluminiscencia del silicio poroso, la fotoluminiscencia se

mantiene tan sélo durante dos dias.

En el estudio divulgado por Gallach et al. [6] se funcionalizaron nanoparticulas de silicio poroso
mediante moléculas de polietilenglicol 600 (PEG-600) y 3-aminopropiltrietoxisilano (APTS)
ambas en disoluciones de tolueno. En ambos casos se observd un decaimiento de la
luminiscencia con el tiempo. Especificamente, se reporté una caida del 20% de la
luminiscencia a los 11 dias en el caso del PEG y del 85% en el caso del APTS.

US7371666B2 describe un método para la sintesis de nanoparticulas de silicio poroso. El
método implica hacer reaccionar un precursor de silicio en presencia de un gas (hidrogeno,
helio, argén o nitrégeno) mediante el calor aportado por un laser de CO. para producir
nanoparticulas de silicio y realizar posteriormente un ataque electroquimico con una solucion

de acido fluorhidrico y &cido nitrico para producir nanoparticulas de silicio fotoluminiscentes.

Esta patente también detalla métodos para estabilizar la fotoluminiscencia de nanoparticulas
de silicio fotoluminiscentes a través de la oxidacion de la superficie. Sin embargo, las graficas
muestran (véase figuras 10 y 11) que la fotoluminiscencia decae con el tiempo (a las 5 horas
la intensidad esta en valores bajos) con respecto a su sefal original.
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Por lo tanto, existe la necesidad de un método de obtencion de estas nanoparticulas de silicio
poroso con el que se estabilice la luminiscencia del material y se obtenga una luminiscencia

de larga duracién.

DESCRIPCION DE LA INVENCION

La presente invencion resuelve los problemas existentes en el estado de la técnica mediante
un método de sintesis de nanoparticulas de silicio poroso, las cuales presentan una

fotoluminiscencia de larga duracion.

Como ya se discutié anteriormente, para conseguir una fotoluminiscencia de larga duracion
es necesario proteger los puntos cuanticos de la matriz del silicio poroso mediante la
pasivacion de la superficie, de manera que se cumplan dos condiciones: la formacion de una
capa de 6xido protector de SiOx (x = 2) y la desapariciéon de enlaces colgantes en la superficie
gue puedan actuar como trampas de electrones.

En el método de la presente invencién se resuelven estos problemas mediante un método
que comprende dos etapas que aseguran la formacién de una capa de éxido protector, asi

como la eliminacién de enlaces colgantes.

En un primer aspecto, la presente invencién proporciona un método de sintesis de
nanoparticulas de silicio poroso con fotoluminiscencia caracterizado porque comprende las
siguientes etapas:
i) proveer de laminas de silicio poroso y realizar un tratamiento térmico a 250-
350°C durante 4-6 minutos, y
ii) raspar las laminas obtenidas de la etapa i) y sonicar las laminas disueltas en
agua desionizada.

En la etapa i) se inicia la formacion de un 6xido protector. Sin embargo, la formacion de esta
capa de 6xido es incompleta, por lo que en la sustitucion de los enlaces Si-H por enlaces Si-
O quedan algunos enlaces incompletos (enlaces colgantes o dangling bonds), que provocan

la disminucion inicial de la fotoluminiscencia (también llamado “quenching’).

En una realizacion preferida, el tratamiento térmico de la etapa i) se lleva a cabo a 300°C

durante 5 minutos.
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A continuacion, en la etapa ii) tiene lugar un segundo proceso de oxidacion que elimina los
enlaces colgantes, restituye paulatinamente la fotoluminiscencia y hace que perdure en el
tiempo.

En una realizacion preferida, la sonicacién de la etapa ii) se realiza durante 15-30 minutos.

El método de sintesis de la presente invencidn es sencillo, econémico, rapido y accesible, por
lo que es facil de implantar a nivel industrial. Ademas, el método de conservacion de las
particulas es sencillo, ya que las nanoparticulas se disuelven en agua desionizada y se
conservan a temperatura ambiente. Este método hace que las nanoparticulas obtenidas sean
biocompatibles y puedan ser empleadas en aplicaciones in-vivo o in-vitro como marcador

bioldgico.

En un segundo aspecto de la invencion, el método de sintesis de la presente invencién
comprende ademas una etapa iii) en la que las nanoparticulas de silicio poroso con
fotoluminiscencia obtenidas en la etapa ii) se someten a un proceso de silanizaciéon poniendo

en contacto las nanoparticulas con un silano.

En una realizacion preferida del segundo aspecto de la invencion, el silano es 3-
aminopropiltrietoxisilano (APTS).

En un tercer aspecto de la invencion, el método de sintesis de la presente invencion
comprende ademas una etapa iii) en la que las nanoparticulas de silicio poroso con
fotoluminiscencia obtenidas en la etapa ii) se someten a un proceso de pegilacién poniendo
en contacto las nanoparticulas con polietilenglicol (PEG).

En los métodos del segundo y tercer aspecto, se obtienen nanoparticulas de silicio poroso
funcionalizadas con moléculas organicas, como el PEG y el APTS, las cuales no pierden

luminiscencia.

En un ultimo aspecto de la invencién, las nanoparticulas de silicio poroso con
fotoluminiscencia obtenidas mediante los métodos de sintesis anteriormente descritos pueden
usarse como marcadores bioldgicos selectivos y nanodispositivos de liberacién controlada de

farmacos de manera sistémica o en células diana.
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BREVE DESCRIPCION DE LAS FIGURAS

Figura 1. Espectros de emisién de una muestra de nanoparticulas luminiscentes de silicio
poroso sintetizadas por el método de la presente invencion, medidos a tiempo=1 dia, 4 dias,
16 dias, 37 dias, 42 dias y 310 dias.

Figura 2. Fotografias de una muestra de nanoparticulas luminiscentes de silicio poroso
sintetizadas por el método de la presente invencién, realizadas a tiempo=1 dia, 4 dias, 16
dias, 37 dias y 42 dias donde se observa el aumento y conservacion de luminiscencia con el
tiempo.

Figura 3. Espectros de emision de una muestra de nanoparticulas luminiscentes de silicio
poroso sintetizadas por el método de la presente invencién (sin funcionalizacién) y dos
muestras sintetizadas por el método de la presente invencién, pero con funcionalizacion

utilizando polietilenglicol (PEG) y 3-aminopropiltrietoxisilano (APTS).

DESCRIPCION DE MODOS DE REALIZACION

Habiendo descrito la presente invencion, se ilustra adicionalmente mediante los siguientes
ejemplos. El propdésito de los ejemplos indicados a continuacion sirve parailustrar la invencién,
sin por ello limitar el alcance de ésta.

Ejemplo 1. Método de sintesis de nanoparticulas de silicio poroso con fotoluminiscencia

Se sintetizaron inicialmente laminas de silicio poroso mediante la anodizacién electroquimica
de obleas de Si tipo p* (dopadas con B), de baja resistividad (0.01 < p < 0.02 Q-cm), en una
solucion de &cido fluorhidrico 48%: Etanol (1:2). El proceso electroquimico se realiz6 a
temperatura ambiente, sin utilizar iluminacién adicional sobre la ldmina de Si. En este proceso
electroquimico, se aplicé una densidad de corriente constante de 120 + 9 mA-cm durante
30£2 minutos, dando como resultado laminas de silicio poroso de 22.4 + 0.3 ym de espesor.

Después de la anodizacién electroquimica, tuvieron lugar las etapas del método de la presente
invencion.

La primera etapa fue una primera oxidacion, en las que las ldminas de silicio poroso se

recocieron en aire en un horno de mufla a 300 + 50 °C durante 5 + 0.5 minutos. El objetivo de

esta pasivacion es promover el crecimiento de subdxidos de silicio (SiOx, con x = 2),

produciendo una capa protectora inicial de 6xido. Sin embargo, esta capa no es suficiente
7
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para estabilizar toda la lamina de silicio poroso debido a la oxidacion no homogénea. Es por
ello por lo que se llevé a cabo una segunda etapa.

Después del proceso de recocido, en una segunda etapa, las laminas de silicio poroso de la
primera etapa se almacenaron en agua desionizada y se sonicaron en un bafo de ultrasonidos
durante 20 minutos, produciendo una suspensién coloidal de nanoparticulas de silicio poroso.

El objetivo de esta segunda etapa es proporcionar una mayor oxidacion de las particulas y
lograr una capa protectora de 6xido que conserve la fotoluminiscencia a lo largo del tiempo
reduciendo los enlaces colgantes de la superficie que hayan quedado tras la oxidacion en el
horno mufla.

Las nanoparticulas obtenidas se disuelven en agua desionizada y se conservan a temperatura
ambiente. En la literatura se reporta que las particulas de silicio poroso se conservan en
etanol, pero esta forma de conservarlas es un problema a la hora de emplearlas en el campo
de la biomedicina.

Por lo tanto, la conservacion en agua desionizada supone una ventaja, ya que al contrario que
el etanol, no es toxico para el medio bioldégico. Por tanto, el producto conservado es
biocompatible.

La conservacion de esta fotoluminiscencia a lo largo del tiempo fue evaluada mediante los
espectros de emisibn medidos a diferentes tiempos con un espectrofluorimetro.
Concretamente, y tal como se observa en la Figura 1, se realizaron medidas al cabo de 1 dia,
4 dias, 16 dias, 37 dias, 42 dias y 310 dias.

La figura 1 muestra los espectros de emision y se observa como la luminiscencia alcanza un
maximo de intensidad a los 37 y se mantiene estable hasta al menos los 42 dias. En la medida
realizada a los 310 dias se observa una disminucién de la intensidad, pero sigue siendo
suficiente y es un tiempo superior al reportado en la literatura. Ademas, es importante senalar
que la emisién de las nanoparticulas no se desplaza, manteniendo una emision en el rango
entre los 500 nm y los 675 nm que, en conjunto, resulta en una emision de color amarillo-

anaranjado.

Adicionalmente, la figura 2 muestra fotografias de las muestras en las que se observa

claramente el aumento y conservacion de luminiscencia con el tiempo.
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Ejemplo 2. Método de sintesis de nanoparticulas de silicio poroso con fotoluminiscencia

funcionalizadas con 3-aminopropiltrietoxisilano (APTS).

Las nanoparticulas de silicio poroso sintetizadas por el método de la presente invencion
descrito en el ejemplo 1 se emplearon como material de partida.

Estas nanoparticulas se sometieron a un proceso de silanizacién poniendo en contacto las
nanoparticulas con un silano. En este ejemplo se emple6 el aminopropiltrietoxisilano (APTS)

como silano.

Las nanoparticulas se depositaron sobre 2 mL de una disolucién 1:1 de APTS:agua
desionizada, se realiz6 posteriormente un tratamiento térmico y se sonicaron durante
aproximadamente 30 minutos. En torno a 30 horas mas tarde, se centrifugaron las muestras
de 3 a 5 veces cambiandoles el medio en el que estaban por etanol para limpiarlas. En el
ultimo cambio de medio, se coloc6 agua desionizada en lugar de etanol y se sonicaron durante

aproximadamente 45 minutos.

Ejemplo 3. Método de sintesis de nanoparticulas de silicio poroso con fotoluminiscencia

funcionalizadas con polietilenglicol (PEG)

Las nanoparticulas de silicio poroso sintetizadas por el método de la presente invencion
descrito en el ejemplo 1 se emplearon como material de partida.

Estas nanoparticulas se sometieron a un proceso de pegilacion poniendo en contacto las
nanoparticulas con un polietilenglicol (PEG).

Las nanoparticulas se depositaron sobre 2 mL de una disolucién 1:1 de PEG:agua
desionizada, se realizO6 posteriormente un tratamiento térmico y se sonicaron durante
aproximadamente 1 hora. Posteriormente se lavé la muestra con agua desionizada dos veces

y se eliminé el sobrenadante.

En la figura 3 se muestran los espectros de emision fotoluminiscente de muestras de
nanoparticulas de silicio poroso estabilizadas (PS), nanoparticulas de silicio poroso
estabilizadas y funcionalizadas con polietilenglicol (PEG) y nanoparticulas de silicio poroso
estabilizadas y funcionalizadas con 3-aminopropiltrietoxisilano (APTS). Se observa que la
luminiscencia de las nanoparticulas funcionalizadas se encuentra en el mismo rango que la

del silicio poroso y que perdura 310 dias después de su sintesis. Sin embargo, es interesante
9
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notar que, a diferencia de las funcionalizadas con polietilenglicol, las nanoparticulas
funcionalizadas con APTS tienen una menor emision en longitudes de onda préximas al rojo,
lo que hace que su apariencia sea mas amarilla. En el caso de las nanoparticulas
funcionalizadas con PEG la contribucion de las diferentes longitudes de onda emitidas es muy

similar a la de las nanoparticulas de silicio poroso sin funcionalizar (rojo anaranjado).
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REIVINDICACIONES

Método de sintesis de nanoparticulas de silicio poroso con fotoluminiscencia

caracterizado porque comprende las siguientes etapas:

i) proveer de laminas de silicio poroso y realizar un tratamiento térmico a 250-
350 °C durante 4-6 minutos, y

ii) raspar las laminas obtenidas de la etapa i) y sonicar las laminas disueltas en
agua desionizada.

Método de sintesis de acuerdo con la reivindicacion 1, en donde el tratamiento térmico

de la etapa i) se lleva a cabo a 300°C durante 5 minutos.

Método de sintesis de acuerdo con la reivindicaciéon 1 0 2, en donde la sonicacién de

la etapa ii) se realiza durante 15-30 minutos.

Método de sintesis de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 1 a 3, en donde

el método comprende ademas una etapa iii) en la que las nanoparticulas de silicio

poroso con fotoluminiscencia obtenidas en la etapa ii) se someten a un proceso de

silanizacion poniendo en contacto las nanoparticulas con un silano.

Método de sintesis de acuerdo con la reivindicacion 4, en donde el silano es 3-

aminopropiltrietoxisilano.

Método de sintesis de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 1 a 3, en donde

el método comprende ademas una etapa iii) en la que las nanoparticulas de silicio

poroso con fotoluminiscencia obtenidas en la etapa ii) se someten a un proceso de

pegilacion poniendo en contacto las nanoparticulas con polietilenglicol (PEG).

Uso de las nanoparticulas de silicio poroso con fotoluminiscencia obtenidas mediante

el método de sintesis de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 1 a 6, como

marcadores bioldgicos selectivos y nanodispositivos de liberacién controlada de

farmacos de manera sistémica o en células diana.

11
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