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GLOSARIO

Top-down: Método de sintesis de nanoparticulas de arriba hacia abajo.
Bottom-up: Método de sintesis de nanoparticulas de abajo hacia arriba.
Re: Numero de Reynolds.

AuUNPs: Nanoparticulas de oro.

DLS: Dispersion Dindmica de Luz.

(¢): Didmetros hidrodinamicos.

UV-Vis: Ultravioleta Visible.

TEM: Microscopia Electronica de Transmision.

PDMS: Polidimetilsiloxano.

SPR: Resonancia de Plasmon Superficial.

Aspr (nm): Longitud de onda en el pico méximo referente al plasmon superficial.

Aspr: Absorbancia en el pico maximo referente al plasmén superficial.

HF: Enfoque hidrodinamico
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Figura 16. Representacion esquematica de una reaccion quimica llevada a cabo en canales de
microfluidica. Diferentes fluidos (A, B y C) miscibles entre si (fase acuosa) se mezclan junto con una
fase oleosa para formar microgotas, exhibiendo un mezclado rapido y homogéneo, donde no hay
dispersion de los componentes a lo largo del microcanal. Modificado de *.

Figura 17. Plataforma de microfluidica para sintetizar nanoparticulas de oro, se observan dos
microchips (1 'y 2) fabricados con PDMS unidos con una tuberia para que después de pasar por un
micromezclador y un microreactor integrados las particulas queden integradas en las paredes de
PDMS. Modificado de *.

Figura 18. Representacion esquematica de la reduccion de iones de Au y sintesis de AuNPs usando
una micro atmosfera de plasma con helio (lado izquierdo). Imagenes TEM de las AuNPs sintetizadas:
(a) sin agente reductor (b) agregando citrato de sodio 2.5 mM. Modificado de *.

Figura 19. Sintesis de nanoparticulas de oro en forma de estrella en dispositivos de microfluidica.
Meétodo 1: Sintesis libre de surfactante, el dispositivo de microfluidica disefiado con 5 entradas para
inyectar: semillas de AuNPs preformadas de 15 nm, acido clorhidrico (HCI), disolucion precursora
de oro (HAUCIy), disolucidn de nitrato de plata (AgNOs) y &cido ascérbico (AA). Método 2: Sintesis
llevada a cabo en dos etapas. El precursor de oro (HAuCl4) se mezcla en microgotas junto con una
disolucion de polivinilpirrolidina (PVP) disuelta en dimetilformamida (DMF). Tras la reduccion
parcial de las especies de Au ** con PVP, se inyectan a las microgotas semillas preformadas de AuUNPs
de 15 nm aplicando un voltaje de 600 V al dispositivo de microfluidica. (a) representacion
esquematica del disefio del microchip (b) imagenes correspondientes a los diferentes puntos en el
microchip donde los niimeros corresponden a los puntos sefialados en (a). Modificado de ®’.

Figura 20. Disefio de un microchip impreso sobre un acetato en negativo.




Figura 21 Fabricacién de un microchip de microfluidica usando la técnica de fotolitografia suave:
1) Se deposita resina fotosensible SU8-3035 (MicroChem ®) sobre una oblea de silicio y se hace
girar para generar una capa 50 um de espesor, programando un equipo spin coater de la siguiente
forma; 1.1) 10 s a una rotacion de 500 RPM 1.2) 30 s a una rotacién de 2000 RPM. 2) Se transfiere
el patron del microchip desde la fotoméscara hasta la superficie de la oblea de silicio con la resina
exponiéndola a la luz UV durante 45 s. 3) Calentamiento de la oblea a 95 °C por 15 min ( Post-Bake).
4) El molde maestro se revela con acetato de 1-metoxi-2-propilo, agitdndose durante 15 min para
después hacer enjuages con alcohol isopropilico. 5) Relleno del molde con PDMS: agente curante
(10: 0.9). 6) Polimerizacion del molde sometido a calentamiento en el horno a 60 °C, durante 1 noche.
7) EI molde de PDMS se corta con ayuda de un bisturi y se perforan entradas y salidas. 8) Pegado del
microchip de PDMS a un portaobjetos de vidrio haciendo uso de una pistola efecto corona Tesla (1
minuto maximo). 9) El microchip se cubre con cinta adhesiva, se introduce dentro del horno a 60 °C
durante 1 dia, después de este tiempo el microchip estara listo para usarse.

Figura 22. Representacion de un molde maestro rellenado con PDMS y agente curante en una
proporcion 10:0.9.

Figura 23. Corte con bisturi (Hergom) del microchip de microfluidica fabricado de PDMS.

Figura 24. Pegado del microchip fabricado con PDMS usando una descarga de plasma de oxigeno
sobre: A) portaobjetos de vidrio, durante 50 s, B) microchip de microfluidica, durante 35 s. y C)
adhesion del microchip a la superficie de vidrio.

Figura 25. Preparacién de disoluciones: precursora de oro (0.526 mM pH= 3) y citrato de sodio (34
mM pH= 9). Calentamiento de la disolucion precursora de oro en un vaso de precipitado que contenia
un agitador magnético utilizando una parilla de calentamiento.

Figura 26. Representacion esquematica de la prueba en miliescala (1.0 mL), mezclando 500 pL de
una disolucién precursora de oro 1.08 mM y 500 L de una disolucion reductora de citrato de sodio
3.4 mM ([citrato]/[Au]=3.15), dentro de tubos Eppendorf ® de 1.5 mL. Los tubos (a), (b), (¢) y (d),
se calentaron a 50, 60, 70 y 80 °C, respectivamente.

Figura 27. Representacion esquematica de la prueba en miliescala (1.0 mL), mezclando 500 pL de
una disolucién precursora de oro 1.08 mM y 500 pL de una disolucion reductora de citrato de sodio
3.4 mM ([citrato]/[Au]=3.15), dentro de tubos Eppendorf ® de 1.5 mL. Los tubos (e), (f), (g) y (h),
se calentaron durante 5, 10, 15 y 20, respectivamente, a T= 60 °C.

Figura 28. Dispositivo de microfluidica Al disefiado para efectuar la sintesis de AuNPs aplicando el
método de flujo continuo en una sola fase. Entradas del microchip sefialadas como (i1, i2, i3 e i4) y
salida indicada como (s). Volumen del serpentin igual a 28 L.

Figura 29. Disefio experimental de la sintesis de AuNPs en canales de microfluidica (Dispositivo
Al) por el método de flujo continuo en una sola fase usando disoluciones precursoras de oro (1.08
mM) vy disoluciones de citrato (3.4 mM) trabajando a dos diferentes flujos totales: 1) 172.34 uL/h
(43.09 pL/h cada bomba) y 2) 344.82 pL/h (86.21 pL/h cada bomba), aplicando calentamiento directo
sobre el dispositivo en un intervalo de 25 a 80 °C.




Figura 30. Dispositivo de microfluidica B1 utilizado para efectuar la sintesis de AuNPs aplicando el
método de flujo continuo en una sola fase con enfoque hidrodinamico. Entradas del microchip
sefialadas como (il e i2), punto de convergencia (m) y salida indicada como (s). Volumen del
serpentin igual a 2.5 pL.

Figura 31. Disefio experimental de las AuNPs en canales de microfluidica (Dispositivo B1) por el
método de flujo continuo en una sola fase con enfoque hidrodindmico usando disoluciones
precursoras de oro (1.08 mM) y disoluciones de citrato (3.4 mM) trabajando a dos diferentes flujos
totales: 1) 500 pL/h (250 pL/h cada bomba) y 2) 1000 pL/h (500 pL/h cada bomba) aplicando
calentamiento directo sobre el dispositivo en un intervalo de 25 a 80 °C. Colocando un serpentin a la
salida del microchip sumergido en un vaso de precipitados a una temperatura de 90° C.

Figura 32. Representacidn esquematica de la plataforma microfluidica disefiada para el método de
flujo continuo en una sola fase con cavitacion. EI microchip fabricado de PDMS vy el transductor
piezoeléctrico tipo Langevin se adhieren al mismo portaobjetos de vidrio. Figura hecha por Erick
Nieves (2018).

Figura 33. Dispositivo de microfluidica C1 utilizado para efectuar la sintesis de AuNPs aplicando el
método de flujo continuo en una sola fase con cavitacién y flujo segmentado en dos fases. Entradas
del microchip sefialadas como (i1, i2, i3 e i4), punto de convergencia (m) y salida indicada como (s).
Volumen del serpentin igual a 2.5 pL.

Figura 34. Representacién esquematica del disefio experimental de la sintesis de AuNPs oro en
canales de microfluidica por el método de flujo continuo en una sola fase con cavitacion usando
disoluciones precursoras de oro 1.08 mM y disoluciones de citrato 3.4 mM mezcladas en una relacion
de flujo 1:1. Uso de piezoeléctrico tipo Langevin, el cual opera a una frecuencia de 61 KHz. La figura
del piezoeléctrico pegada al chip fue elaborada por Erick Nieves (2018).

Figura 35. Representacion esquematica del disefio experimental, caso b) de la sintesis de
nanoparticulas de oro en canales de microfluidica por el método de flujo segmentado en dos fases
usando una disolucién precursora de oro 0.5 mM y una disolucion de citrato 1.7 mM para la fase
acuosa, mientras que, para la fase oleosa, se utilizaron 1 mL de hexadecano puro y hexadecano
mezclado con span 80 al 0.1 %. La relacién aceite:agua fue de 9:1. La figura del piezoeléctrico pegada
al chip fue elaborada por Erick Nieves (2018).

Figura 36. Diagrama del proceso de corte del microchip (Dispositivo Al) para su posterior
caracterizacion. Se observan cortes transversales (primer y segundo corte) de los microcanales
observados con la camara Phantom ®, usando el objetivo 20x.

Figura 37. Imagen tomada con la camara Phantom ® de la reticula microscépica (5 mm) empleada
para la caracterizacion de los microchips (objetivo 20x).

Figura 38. Caracterizacion del microchip (Dispositivo Al), medidas representativas de: A) canal
serpentin exhibiendo la anchura de los microcanales. B) corte transversal donde se muestran las
alturas de los microcanales.

Figura 39. Cambios de coloracion presentes en la sintesis de nanoparticulas de oro por el método de
Turkevich en macroescala (100 mL) y dispersion coloidal color rojo borgofia que contiene AuNPs.
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Figura 40. Espectros de absorcidn electronica en la regidn del visible tomados de una muestra de
AuNPs fabricadas por el método de Turkevich en macroescala (100 mL) a diferentes diluciones.

Figura 41. Correlacion entre la absorbancia (523 nm) y la concentracion relativa de muestras de
AUNPs fabricadas por el método de Turkevich en macroescala a diferentes diluciones.

Figura 42. Posicion de la sefial del pico de resonancia de plasmon superficial (Aspr) €n funcion del ¢
de particula de las AuNPs en dispersion coloidal: Calculadas (circulo); experimentalmente medidas
(triangulo hacia abajo), AuNPs comerciales (triangulo hacia arriba). Se realiz6 un ajuste exponencial
para los datos calculados (linea punteada) y experimentales (linea continua) para d >25 nm ©°.

Figura 43. (a) Relacién de valores de absorbancia de AuNPs esféricas en dependencia con su
didmetro (nm). (b) Cociente de la absorbancia de las AuUNPs referente al plasmon superficial (Aspr) Y
el valor del pico maximo de absorbancia a 450 nm (Auso) en dependencia con el logaritmo natural del
diametro de particula: Valores calculados (esferas) vs. valores experimentales (triangulos). Ajuste de
los datos calculados (linea punteada) y de los datos experimentales (linea sélida) .

Figura 44. Correlacion entre la absorbancia (450 nm) y la concentracion relativa de muestras de
nanoparticulas de oro (AuNPs) fabricadas por el método de Turkevich en macroescala a diferentes
diluciones.

Figura 45. Distribucidn de la intensidad del tamafio de particula e indice de polidispersidad (PDI) de
AUNPs sintetizadas por el método de Turkevich en macroescala, correspondiente a la muestra 3
(dilucion 0.1) analizadas en un equipo dispersor dindmico de luz (DLS). La grafica representa el
promedio de tres mediciones de la misma muestra.

Figura 46. Micrografias obtenidas por microscopia electrénica de transmision (TEM)
correspondientes a una muestra diluida (muestra 1) de la dispersion coloidal de AuNPs, sintetizada
por el método de Turkevich en macroescala.

Figura 47. Micrografias obtenidas por microscopia electrénica de transmision (TEM)
correspondientes a una muestra diluida (muestra 3) de la dispersion coloidal de nanoparticulas de oro,
sintetizada por el método de Turkevich en macroescala.

Figura 48. Histograma de la distribucion de didmetros de las AuNPs sintetizadas por el método de
Turkevich en macroescala tomando una muestra representativa de 60 AuNPs de la muestra 3, con un
diametro promedio igual a 15.6 + 4.4 nm.

Figura 49. Dispersiones coloidales de AuNPs sintetizadas en miliescala a 4 diferentes temperaturas:
a) 50 °C, b) 60 °C, ¢) 70 °C, d) 80 °C para un mismo tiempo de reaccién (20 min).

Figura 50. Dispersiones coloidales de nanoparticulas de oro sintetizadas en miliescala a 4 diferentes
tiempos: €) 5 min, f) 10 min, g) 15 min, h) 20 min. Sintetizadas a una misma temperatura de reaccién
(60 °C).

Figura 51. Espectros de absorcion electronica en la region visible de AuNPs sintetizadas en
miliescala a diferentes temperaturas: a) 50 °C, b) 60 °C, ¢) 70 °C, d) 80 °C para un mismo tiempo de
reaccion (20 min), analizadas a diferentes diluciones.
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Figura 52. Espectros de absorcion electrénica en la region visible de AuNPs sintetizadas en
miliescala a diferentes tiempos de reaccion: a) 5 min, b) 10 min, ¢) 15 min, d) 60 min para una misma
temperatura (60 °C), analizadas a diferentes diluciones.

Figura 53. Distribucién de la intensidad del tamafio de particula e indice de polidispersidad (PDI) de
AUNPs sintetizadas en miliescala a diferentes temperaturas: a) 50 °C b) 60 °C ¢) 70 °C d) 80 °C para
un mismo tiempo de reaccion (20 min) analizadas en un equipo dispersor dindmico de luz (DLS).

Figura 54. Distribucidn de la intensidad del tamafio de particula e indice de polidispersidad (PDI) de
AUNPs sintetizadas en miliescala a diferentes tiempos de reaccién: €) 5 min f) 10 min g) 15 min h)
20 min a una misma temperatura (60 °C) analizadas en un equipo dispersor dindmico de luz (DLS).

Figura 55. Micrografias obtenidas por microscopia electrénica de transmision (TEM)
correspondientes a una muestra diluida (muestra d) de una dispersién coloidal de AuNPs, sintetizadas
en miliescala a 80 °C y 20 min de reaccion.

Figura 56. Pruebas experimentales con el Dispositivo Al, introduciendo colorantes dentro de un
microchip de microfluidica. En esta prueba se introdujo un flujo total de 172.34 pL/h para un tiempo
de 10 min de residencia dentro de los microcanales, sometiendo a calentamiento directo el dispositivo
de microfluidica.

Figura 57. Sintesis de AuNPs por el método de flujo continuo en una sola fase, llevada a cabo dentro
de un microchip de microfluidica (Dispositivo Al) manejando un flujo total de 344.82 uL/h para un
tiempo de 5 min de residencia dentro de los microcanales. A) Cuando la temperatura se encuentra
entre los 25 — 50 °C, los microcanales de PDMS, que son originalmente transparentes, comienzan a
tomar una coloracién obscura después del paso constante de los reactivos (20 min). B) A partir de los
60 °C, conforme transcurre el tiempo (20 min aproximadamente) en el cual los reactivos contintan
difundiéndose dentro del microchip, la coloracion de los microcanales se hace mas evidente, sobre
todo del lado donde se introduce la disolucién precursora de oro. C) A una temperatura de 70 °C, el
fluido a la salida del microchip se colectd y se observé una dispersion morada palida. D) y E) Cuando
la temperatura es de 80 °C, después de estar funcionando el microchip 60 min se empez6 a observar
la presencia de grandes depdsitos de Au® en los microcanales de microfluidica. F) Al elevar la
temperatura (80 °C) el disolvente comienza a evaporarse, apreciandose la formacion de burbujas.

Figura 58. Dispersiones coloidales de AuNPs sintetizadas dentro de un microchip de microfluidica
(Dispositivo A1) usando el método de flujo continuo en una sola fase, trabajando a dos diferentes
flujos y tiempos de residencia: i) 344.82 pL/h con un tiempo de residencia de 5 min, j) 172.34 pL/h
con un tiempo de residencia de 10 min aplicando calentamiento directo sobre el dispositivo a 70 °C.

Figura 59. Espectros de absorcidn electrénica en la region visible correspondientes a dispersiones
coloidales de AuNPs sintetizadas dentro de un microchip de microfluidica (Dispositivo Al), usando
el método de flujo continuo en una sola fase, trabajando a dos diferentes flujos y tiempos de
residencia: i) 344.82 pL/h con un tiempo de residencia de 5 min y j) 172.34 pL/h con un tiempo de
residencia de 10 min aplicando calentamiento directo sobre el dispositivo a 70 °C.

Figura 60. Distribucion de la intensidad del tamafio de particula e indice de polidispersidad (PDI)
correspondientes a dispersiones coloidales de AuNPs sintetizadas dentro de un microchip de
microfluidica (Dispositivo A1) usando el método de flujo continuo en una sola fase. i) 344.82 uL/h
con un tiempo de residencia de 5 min j) 172.34 puL/h con un tiempo de residencia de 10 min aplicando
calentamiento directo sobre el dispositivo a 70 °C.
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Figura 61. Micrografias obtenidas por microscopia electronica de transmisién (TEM)
correspondientes a una muestra (muestra i) de una dispersién coloidal de AuNPs dentro de un
microchip de microfluidica (Dispositivo Al) para un flujo total igual a 344.82 puL/h y un tiempo de
residencia de 5 min.

Figura 62. Plataforma microfluidica utilizando Dispositivo B1, para efectuar la sintesis de AuNPs
aplicando el método de fujo continuo con enfoque hidrodindmico en una sola fase. Entradas del
microchip sefialadas como (il e i2) y salida indicada como (s). Serpentin fabricado de PTFE
sumergido en agua con calentamiento constante (90 °C).

Figura 63. Dispersiones coloidales de AuNPs sintetizadas con el microchip de microfluidica
(Dispositivo B1) usando el método de flujo continuo con enfoque hidrodindmico para una sola fase,
trabajando a dos diferentes flujos y tiempos de residencia: k) 500 pL/h con un tiempo de residencia
de 30 min, I) 1000 pL/h con un tiempo de residencia de 15 min. Serpentin de PTFE a la salida del
microchip sumergido en agua con calentamiento constante (90 °C).

Figura 64. Espectros de absorcion electronica en la region visible correspondientes a dispersiones
coloidales de AuNPs sintetizadas con el microchip de microfluidica (Dispositivo B1) usando el
método de flujo continuo con enfoque hidrodindmico para una sola fase, trabajando a dos diferentes
flujos y tiempos de residencia: k) 500 pL/h con un tiempo de residencia de 30 min, 1) 2000 pL/h con
un tiempo de residencia de 15 min. Serpentin de PTFE a la salida del microchip sumergido en agua
con calentamiento constante (90 °C).

Figura 65. Distribucion de la intensidad del tamafio de particula e indice de polidispersidad (PDI)
correspondientes a dispersiones coloidales de AuNPs sintetizadas con el microchip de microfluidica
(Dispositivo B1) usando el método de flujo continuo con enfoque hidrodindmico para una sola fase,
trabajando a dos diferentes flujos y tiempos de residencia: k) 500 pL/h con un tiempo de residencia
de 30 min, I) 1000 pL/h con un tiempo de residencia de 15 min. Serpentin de PTFE a la salida del
microchip sumergido en agua con calentamiento constante (90 °C).

Figura 66. Micrografias obtenidas por microscopia electrénica de transmision (TEM)
correspondientes a una dispersién coloidal de AuNPs (muestra k) sintetizada con el microchip de
microfluidica (Dispositivo B1) usando el método de flujo continuo con enfoque hidrodindmico para
una sola fase, trabajando a 500 uL/h con un tiempo de residencia de 30 min. Serpentin de PTFE a la
salida del microchip sumergido en agua con calentamiento constante (90 °C).

Figura 67. Micrografias obtenidas por microscopia electrénica de transmision (TEM)
correspondientes a una dispersion coloidal de AuNPs (muestra 1) sintetizada con el microchip de
microfluidica (Dispositivo B1) usando el método de flujo continuo con enfoque hidrodinamico para
una sola fase, trabajando a 1000 pL/h con un tiempo de residencia de 15 min. Serpentin de PTFE a
la salida del microchip sumergido en agua con calentamiento constante (90 °C).

Figura 68. Histograma de la distribucion de didmetros de las AuNPs (muestra ) sintetizada con el
microchip de microfluidica (Dispositivo B1) usando el método de flujo continuo con enfoque
hidrodinamico para una sola fase, con un didmetro promedio igual a 16.6 + 2.4 nm.

Figura 69. Plataforma microfluidica utilizando el Dispositivo C1, para efectuar la sintesis de AuNPs
aplicando el método de flujo continuo en una sola fase con cavitacion. Entradas del microchip
sefialadas como (i1, i2, i3 e i4) y salida indicada como (O). Serpentin fabricado de PTFE sumergido
en agua con calentamiento constante (90 °C).
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Figura 70. Dispersion coloidal de AuNPs sintetizadas con el microchip de microfluidica (Dispositivo
C1) usando el método de flujo continuo en una sola fase con cavitacién, trabajando a 1000 pL/h con
un tiempo de residencia de 15 min. Serpentin de PTFE a la salida del microchip sumergido en agua
con calentamiento constante (90 °C).

Figura 71. Espectro de absorcion electrénica en la region visible correspondientes a la dispersion
coloidal de AuNPs (muestra m) sintetizada con el microchip de microfluidica (Dispositivo C1)
usando el método de flujo continuo en una sola fase con cavitacion, trabajando a 1000 pL/h con un
tiempo de residencia de 15 min. Serpentin de PTFE a la salida del microchip sumergido en agua con
calentamiento constante (90 °C).

Figura 72. Distribucion de la intensidad del tamafio de particula e indice de polidispersidad (PDI)
correspondiente a una dispersién coloidal de AuNPs (muestra m) sintetizada con el microchip de
microfluidica (Dispositivo C1) usando el método de flujo continuo en una sola fase con cavitacion,
trabajando a 1000 pL/h con un tiempo de residencia de 15 min. Serpentin de PTFE a la salida del
microchip sumergido en agua con calentamiento constante (90 °C).

Figura 73. Micrografias obtenidas por microscopia electronica de transmision (TEM)
correspondientes a una dispersion coloidal de AUNPs (muestra m) sintetizada con el microchip de
microfluidica (Dispositivo C1) usando el método de flujo continuo en una sola fase con cavitacion,
trabajando a 1000 pL/h con un tiempo de residencia de 15 min. Serpentin de PTFE a la salida del
microchip sumergido en agua con calentamiento constante (90 °C).

Figura 74. Histograma de la distribucion de didmetros de las AuUNPs (muestra m) sintetizada con el
microchip de microfluidica (Dispositivo C1) usando el método de flujo continuo en una sola fase con
cavitacion, con un diametro promedio de 17.2 £ 3.4 nm.

Figura 75. Emulsiones sintetizadas dentro de un microchip de microfluidica (Dispositivo C1),
aplicando el método de flujo segmentado en dos fases donde: n) La emulsién generada en el microchip
recolectada directamente en un tubo Eppendorf ® (25 °C). 0) La emulsion generada en el microchip
fue recolectada en un tubo Eppendorf ® que fue sumergido simultdneamente en un vaso de
precipitado donde se mantenia en calentamiento constante (90 °C).

Figura 76. Distribucion de la intensidad del tamafio de particula e indice de polidispersidad (PDI)
correspondientes a las emulsiones sintetizadas dentro de un microchip de microfluidica (Dispositivo
C1), aplicando el método de flujo segmentado en dos fases, donde: n) La emulsion generada en el
microchip recolectada directamente en un tubo Eppendorf ® (25 °C). 0) La emulsion generada en el
microchip fue recolectada en un tubo Eppendorf ® que fue sumergido simultaneamente en un vaso
de precipitado donde se mantenia en calentamiento constante (90 °C) durante 40 minutos. Ambas
muestras diluidas con hexadecano 10 veces.

Figura 77. Distribucion de la intensidad del tamafio de gota e indice de polidispersidad (PDI)
correspondiente a una emulsion sintetizada dentro con un microchip de microfluidica (Dispositivo
C1), aplicando el método de flujo segmentado en dos fases donde: n) La emulsion generada en el
microchip recolectada directamente en un tubo Eppendorf ® (22 °C). La muestra fue diluida 100
veces con hexadecano.

Figura 78. Separacion de fases de emulsiones sintetizadas dentro de un microchip de microfluidica,
aplicando el método de flujo segmentado en dos fases. En la fotografia se observa el cuarto y ultimo
lavado con hexadecano para cada una de las muestras 3A, 4A, 5A 'y 6A.
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RESUMEN

La sintesis de Turkevich (1951) ha sido utilizada ampliamente como un método de referencia
para sintetizar nanoparticulas de oro (AuNPs) con tamafios que van de 10 a 100 nm. Estas
nanoestructuras son reconocidas por sus propiedades optoelectrénicas Unicas a esta escala,
por lo que han sido utilizadas para construir celdas fotovoltaicas, sensores opticos, como
agentes terapéuticos y también en la liberacion de farmacos, entre otros. Controlar el tamario,
la forma, asi como evitar la aglomeracion de las AuNPs, continta siendo un reto en la
actualidad. La microfluidica es una disciplina cientifica que estudia sistemas capaces de
mover y controlar pequefios voldmenes de fluido, entre los 10 y 10°*2 litros, dentro de redes
de microcanales con didmetros entre 10 y 1000 um. En este trabajo se planted utilizar
dispositivos de microfluidica para disefiar protocolos que permitan sintetizar AUNPS con una
baja polidispersidad en cuanto a su tamafio. Para ello, se utilizaron 3 diferentes microchips
de microfluidica fabricados a base de polidimetilsiloxano (PDMS), un polimero transparente
e inerte.

En el interior de los dispositivos mencionados, se llevd a cabo la sintesis de las AuNPs
aplicando cuatro diferentes técnicas de microfluidica: a) mezclado por difusion simple en
una sola fase, b) mezclado por difusion con enfoque hidrodinamico para una sola fase, c)
mezclado turbulento en una sola fase con cavitacion y d) flujo segmentado en dos fases
(nanoemulsiones). Las nanoparticulas de oro que se obtuvieron fueron caracterizadas y
comparadas con AuNPs sintetizadas en nuestro laboratorio por el método de Turkevich,
usando las siguientes técnicas: espectroscopia de absorcion electronica en el intervalo del
visible; dispersién dindmica de luz (DLS) y microscopia electrénica de transmision (TEM).

Este estudio permitié encontrar condiciones experimentales para sintetizar AuNPs dentro de
dispositivos de microfluidica 50% menos polidispersas en cuanto a su tamafio en
comparacion con aquellas fabricadas en nuestro laboratorio por el método tradicional de
Turkevich, ademas de observar por medio de micrografias formas esféricas mejor definidas
y menos aglomeradas entre si.




OBJETIVO GENERAL:

e Desarrollar y comparar metodologias novedosas para sintetizar nanoparticulas de oro
coloidal utilizando dispositivos de microfluidica que permitan obtener nanoparticulas
con una menor polidispersidad que las producidas por un método tradicional en
macroescala (método de Turkevich).

OBJETIVOS ESPECIFICOS:

e Sintetizar nanoparticulas de oro coloidal:
1) Utilizando el método de Turkevich tradicional en macroescala (100 mL).
2) En canales de microfluidica con el proposito de comparar diferentes técnicas:
a) flujo continuo en una sola fase, aplicando el enfoque hidrodindmico
b) flujo continuo en una sola fase con cavitacion
¢) flujo segmentado en dos fases (nanoemulsiones)
e (aracterizar el tamafio y la polidispersidad las nanoparticulas de oro obtenidas en
cada método de sintesis por: espectroscopia de absorcion electronica en la region del

visible; dispersion dindmica de luz (DLS) y microscopia electronica de transmision
(TEM).




l. GENERALIDADES
I.1. Nanociencia y Nanotecnologia

La nanotecnologia es un término que engloba el conjunto de ciencias y técnicas que se aplican
a escala atdbmica, molecular y para materiales que presentan propiedades diferentes en esas
escalas, comparados con los mismos materiales en escala macromolecular. El desarrollo de
esta disciplina se produce a partir de las propuestas de Richard Feynman, galardonado con
un premio Nobel de Fisica, quien es considerado el padre de la “nanociencia”. En 1959 este
(1:ient|’fico propuso fabricar productos con base en un reordenamiento de &tomos y moléculas

Un nanomaterial se define como un material, ya sea de origen natural, secundario o fabricado
que contiene particulas donde al menos una de sus dimensiones se encuentra en el intervalo
de tamafios comprendidos entre 1y 100 nm 2, y que ademas presente propiedades diferentes
en esa escala comparados con el mismo material en escala macromolecular.

En los Gltimos afios, los sectores publicos y privados en todo el mundo han invertido una
gran cantidad de dinero para realizar investigacidn basica en nanotecnologia. Cada dia hay
mas empresas que incorporan el uso de nanomateriales en sus productos, como consecuencia,
la inversion estimada a nivel global hasta el 2010 fue de 1,700 millones de USD, y se espera
que la cifra llegue a 55,000 millones de USD en el 2022 (Figura 1) 3.
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Figura 1. Estimacion del mercado a nivel global en miles de millones de USD para nanomateriales.
Modificado de 3.

Muchos tipos de nanomateriales han sido estudiados y disefiados con diferentes propdsitos,
aprovechando las propiedades ya sean mecanicas, eléctricas, Opticas, cataliticas, entre otras
que estos materiales exhiben, las cuales difieren a las que presenta el mismo material en
escala macroscépica. Debido a ello, han sido aplicados en muchas areas, desde medicina,
para aumentar la solubilidad de medicamentos o para obtener imagenes mas precisas en zonas
tumorales. En electrdnica se utilizan para mejorar el almacenamiento de datos y, en el sector
energético, se trabaja con ellos en baterias de litio para dispositivos portatiles. Asi mismo,
sirven2 para elaborar productos de consumo masivo como filtros UV en cremas solares, entre
otros “.




1.2. Métodos de sintesis de nanomateriales

En general, los métodos de sintesis para obtener nanoparticulas se pueden clasificar en dos
categorias “de arriba hacia abajo” y “de abajo hacia arriba” (Figura 2). La primera técnica
parte de un material en bulto el cual contiene el compuesto de interés. Al aplicar energia al
sistema, ya sea en forma mecanica, quimica, térmica o incluso irradiacion laser, los enlaces
intermoleculares del material se rompen para formar pequefios fragmentos cuya distribucion
de tamafos resulta poco homogénea. Para optimizar este método, se requiere el uso de
instrumentacion compleja y procesos costosos, por lo tanto, en la mayoria de los casos se
prefiere utilizar la segunda aproximacion, la cual consiste en la fabricacion de nanoparticulas
a través de la condensacion de atomos o entidades moleculares en fase gaseosa o0 en
disolucién. De acuerdo con Zanella 4, este Gltimo enfoque es el mas eficaz para obtener
nanoparticulas uniformes y de menor tamario.
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Figura 2. Métodos de fabricacion de nanomateriales “de arriba hacia abajo” y “de abajo hacia arriba”.
Modificado de °.

1.2.1 Sintesis de nanoparticulas metélicas en dispersién por el método
coloidal

Una de las técnicas “de abajo hacia arriba” mas reconocidas para la fabricacion de
nanoparticulas metalicas en dispersién, consiste en el método coloidal. Un coloide es una
mezcla compuesta por particulas microscopicas de una sustancia que se encuentran dispersas
y suspendidas en una fase continua. Los tamafios de las particulas presentes en una dispersion
coloidal son méas grandes que las dimensiones atdmicas (iones o pequefias moléculas) pero
lo suficientemente pequefias para permanecer suspendidas en el liquido por tiempos
indefinidos y presentar movimiento browniano. Tipicamente los tamarios de las particulas
coloidales suelen oscilar entre 1y 100 nm 4,




Las nanoparticulas metalicas en dispersion exhiben un fendémeno conocido como “efecto
Tyndall”, el cual se puede apreciar como una dispersion de un haz de luz cuando este irradia
la muestra. EI comportamiento de la luz sera diferente cuando se tiene una solucion 6. Lo
anterior se ejemplifica en la Figura 3, donde se muestra una laser que incide sobre una
disolucién acuosa con que contiene un colorante rojo y esta se compara con una dispersion
coloidal de nanoparticulas de oro.

dispersién solucién
coloidal colorida

Figura 3. Comportamiento de la luz exhibido en una dispersion coloidal de nanoparticulas de oro,
mostrando el “efecto Tyndall” comparada con una disolucidon acuosa con colorante rojo que no
presenta dicho fenémeno.

Gracias a este fendmeno y al movimiento browniano que presentan las nanoparticulas
metalicas, es posible caracterizar los radios o didmetros hidrodinamicos de las nanoparticulas
de oro en dispersion por medio de un equipo que determina la dispersion dindmica de luz
(DLS, por sus siglas en inglés), tal como se muestra mas adelante en este trabajo de
investigacion.

El método coloidal utilizado para sintetizar nanoparticulas, consiste en disolver una sal del
precursor metalico que contiene el elemento a reducir junto con un agente reductor y un
estabilizante en una fase continua. Al entrar en contacto, el agente reductor, reduce la sal
metélica hasta el estado de oxidacion cero del metal. De forma instantnea, comienza la
nucleacion, ya sea por colision de los &tomos (choques) o por autocatalisis donde un cation
metélico se reduce hacia la superficie de un &tomo aislado. Ambos procesos forman
agrupaciones de atomos conocidos como “clusters”, los cuales tenderan a crecer hasta formar
las nanoparticulas. Dicho crecimiento solo puede ser detenido al agregar un agente
estabilizante que rodea a las nanoparticulas para evitar un crecimiento descontrolado. En
algunas ocasiones, el agente reductor desempefia también el papel de agente estabilizante .




1.3. Nanoparticulas de oro

Dentro de los nanomateriales manufacturados mas comunmente se encuentran las
nanoparticulas metélicas, como son las de oro o plata, asi como la aleacion de platino/paladio
las de mayor produccion . Especialmente, las nanoparticulas de oro (AuNPs, por sus siglas
en inglés), han sido usadas para desarrollar celdas solares cuando al ser recubiertas con
materiales semiconductores, pueden producir hidrogeno a partir de la electrolisis del agua
hasta cuatro veces mas eficientemente que otros métodos 8. En medicina se utilizan para tratar
con eficacia algunos tumores cancerigenos, como es el caso del cancer de préstata cuyo
tratamiento con AuNPs permite la liberacion de grandes cantidades de calor producido por
la absorcion de luz, provocando la ruptura de las membranas celulares y la muerte de células
cancerigenas °. En el campo de la quimica y la biologia, se usan como biosensores gracias a
sus propiedades 6pticas, asi como en electronica por ser buenos conductores 1>*2, por lo que
su sintesis, estudio y aplicacion es de gran interés.

1.3.1 Sintesis de AUNPs por el método de Turkevich

En 1951 Turkevich y colaboradores reportaron el primer método estandar y reproducible para
la preparacién de coloides metalicos de oro (particulas de 20 nm de diametro) al reducir
[AuCl4] con citrato de sodio 3. Este procedimiento consiste en reducir una sal precursora
que contiene oro en disolucién. El caso mas comun es la reduccion del acido tetracloroadrico
(HAUCI4) a 100 °C utilizando un agente reductor como el citrato de sodio (NazCeHsO7) y
gue ademas actlla como un agente protector (capping agent en inglés) y estabilizador porque
evita la coalescencia y el crecimiento descontrolado de las nanoparticulas *4. Cuando se afiade
el citrato, los iones de oro Au 3* son parcialmente reducidos hasta a&tomos de oro neutro Au
0 dando pie a la formacion de clisters, los cuales a su vez producen “semillas” de Au cuyos
tamafos son estables, con radios de aproximadamente 1.5 nm (~840 atomos). Los iones de
oro restantes son atraidos y atrapados como co-iones en la doble capa electronica (EDL, por
sus siglas en inglés) correspondiente a las semillas. Posteriormente, la reduccion del oro
i6nico ocurre, primero de forma lenta y luego réapida, cuando los monémeros de oro crecen
exclusivamente en la parte superior de las superficies de las semillas ya existentes, hasta que
el precursor (HAuCls) se consume por completo. Takiyama y colaboradores demostraron
experimentalmente que el nimero de semillas de particulas formadas durante el inicio de la
reaccion permanece constante tras pasar esta fase inicial (Figura 4) *°.
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Figura 4. Mecanismo de sintesis de AuNPs por el método de Turkevich. Modificado de °.




Diversos autores han tratado de determinar los parametros que definen el tamafio final de las
nanoparticulas de oro *°, incluyendo un articulo publicado por Shi y colaboradores ° quienes
realizaron un estudio para conocer la correspondencia entre el tamafio de las AUNPs y su
relacion molar con el citrato de sodio (X=[Citrato]/[Au 3*]). Los autores sintetizaron
nanoparticulas de oro utilizando diferentes relaciones de X, sus resultados fueron
comparados con publicaciones de diversos articulos experimentales, ademas de un modelo
tedrico (modelo de Kumar) (Figura 5-A) ¢, Se demostro que el tamafio de las nanoparticulas
disminuye, asi como su polidispersidad cuando la relacion X se incrementa entre 1 y 20.
Ademas, cualitativamente observaron que cuando el valor de X era menor a 3.5 (X < 3.5)
obtenian nanoparticulas grandes y polidispersas, mientras que a valores iguales 0 mayores a
3.5 (X = 3.5) eran més pequefias y monodispersas. Esta observacion esta relacionada con los
cambios de pH presentes en la reaccion de reduccién (Figura 5-B). Para X > 3.5 existe un
desplazamiento rapido (30 s) de los iones oro [AuCls] hacia las especies menos reactivas
[AuCls-x(OH)1+x], debido al aumento de pH cuando se agrega el citrato. Por el contrario,
cuando X < 3.5, la reaccion inicia a menores valores de pH y el nimero de mol de citrato no
es suficiente para desplazar el equilibrio hacia las especies menos reactivas de oro, de ahi el
mayor tamafio y polidispersidad de las nanoparticulas.
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Figura 5. Evolucion del tamafio de las nanoparticulas de oro en funcion de: A) la relacion molar
X=[Citrato]/[Au 3*] y B) del pH inicial de la reaccion. La linea continua roja corresponde al modelo
tedrico de Kumar. Modificado de 2°.

Existen otros agentes reductores como el borohidruro de sodio (NaBH4) 1" o el 4cido
ascorbico (AA) 8 los cuales han demostrado alta efectividad ademas de velocidades rapidas
de nucleacion del oro. Sin embargo, el uso de citrato de sodio como reductor y estabilizante
sigue vigente, gracias a su bajo costo, asi como bajos niveles de toxicidad y a la facilidad que
se tiene para funcionalizar las nanoparticulas de oro una vez que se han sintetizado con este
agente protector que a su vez actlia como mediador de pH *°, motivo por el cual en este
trabajo se busca perfeccionar y comprender a profundidad este método.




1.4. Microfluidica

A pesar de que existen numerosos articulos que han reportado metodologias para la sintesis
de nanoparticulas de oro y otros metales en dispersion coloidal, continda siendo un reto
controlar el tamafio, la forma o morfologia y la estabilidad a largo plazo de estas
nanoestructuras. Una de las metodologias més recientes para superar estos retos es la sintesis
controlada de nanoparticulas utilizando microfluidica.

La microfluidica es una disciplina cientifica que trata con fluidos que pasan a través de
canales que miden entre 10 y 1000 micras de didmetro®°. Se define como ciencia, ya que
estudia el comportamiento y propiedades de pequefios volumenes de fluido que estan entre
10y 102 L, mientras que el aspecto tecnoldgico se refiere a las maltiples aplicaciones que
se han desarrollado a partir de este estudio.

Uno de los principales objetivos de la microfluidica consiste en la miniaturizacion y
automatizacion de ensayos 0 procesos que regularmente se efectan en macroescala, ya sea
en un laboratorio o en el sector industrial. Un ejemplo de esto es la integracion de varios
canales fluidicos en un solo dispositivo para efectuar la sintesis quimica de algiin compuesto,
seguido de su separacién, caracterizacion, o incluso su identificacion por técnicas
espectroscopicas (Figura 6) 2L.
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Figura 6. Ejemplo de sintesis de nanoparticulas de plata en una plataforma microfluidica detectadas
por una técnica espectroscépica (Raman) 2.

En los afios recientes la fabricacion de dispositivos de microfluidica para aplicaciones
médico-biologicas y/o quimicas ha ido ganando cada vez mayor relevancia gracias a las
diversas ventajas que se presentan al miniaturizar sistemas fluidicos (Figura 7).




Ventajas en el uso de dispositivos de microfluidica
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Figura 7. Ventajas en el uso de dispositivos de microfluidica: Reduccién de costos: al realizar un
mayor numero de ensayos usando un volumen minimo requerido de reactivos a comparacion de los
experimentos efectuados en macroescala. Quimica verde: aplicada hacia la disminucion de
contaminantes: al utilizar pequefios volimenes de reactivos, se minimiza el riesgo cuando se realizan
reacciones exotérmicas y/o explosivas que liberen gases o productos nocivos para la salud. También
es posible reutilizar los dispositivos de microfluidica si las condiciones experimentales asi lo
permiten. Monitoreo de los ensayos en tiempo real: utilizando microchips fabricados con un
material épticamente transparente, es posible dar seguimiento a la reaccién usando camaras o
microscopios. Analisis en paralelo: es posible miniaturizar los ensayos de tal forma que la
instrumentacion necesaria para llevarlos a cabo de una forma tradicional pueda acoplarse al uso de
microchips de microfluidica 2.



1.4.1. PDMS

El polidimetilsiloxano (PDMS) es uno de los polimeros mas utilizados en la fabricacion de
los microchips de microfluidica debido a: su bajo costo, sus propiedades el&sticas, su nula o
baja toxicidad, no ser inflamable y sus propiedades quimicas que generalmente le confieren
estabilidad 2. Cabe resaltar que, al ser un material dpticamente transparente para longitudes
de onda entre 235y 1100 nm 24, es compatible con técnicas de deteccion en la region del UV-
Vis. Esto permite monitorear los ensayos en tiempo real y sin interferencias gracias al uso de
camaras y/o microscopios que se adaptan de tal forma que los experimentos puedan ser
analizados en una computadora (Figura 8).
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Figura 8. Microchip de microfluidica fabricado con polidimetilsiloxano (PDMS) monitoreado por
una camara digital Dino Lite y analizado con el software Dino Capture 2.0.

La férmula quimica de este polimero es (H3C)sSiO[Si(CH3)20]nSi(CHz)s, donde n es el
nimero de unidades repetidas del monémero [SiO(CHs)2] (Figura 9-A) 2. Comercialmente
el PDMS que se utiliza para fabricar dispositivos de microfluidica se conoce como Sylgard
® 184 (Dow Corning) y se vende en dos componentes: una base de polimero que contiene
PDMS con terminaciones de vinil-dimetil siloxano (-O-Si(CH3)-CH=CH>-) y un agente de
curado que contiene PDMS con algunos grupos silanos o  hidruros
SiH(H3C)3SiO[SiR(CH3)O]nSi(CH3)3 donde R= CHs 6 H y un catalizador de platino. Al
mezclarse los dos componentes, el compuesto de platino cataliza la reaccién entre el grupo
funcional vinilo de la base del monémero (SiCH=CHy>) y el grupo funcional hidruro (SiH)
presente en el agente de curado, resultando en el entrecruzamiento de las cadenas de PDMS
y la eventual solidificacion de la mezcla, la cual generalmente se utiliza en un proporcién de
10:1 (base:agente curante) (Figura 9-B) 2.

10



»)
»)
Y H H R H Res
HsC H;Ci' ._CHU £y j 4 _j 3 = 4 usualmente
HCa \ O 5 —0—s T HaC—Si—0—Si —CH;  CH,aunque
), o o\ algunas veces
Hc cH, Hg Hy H Hs esH
,, n
n= - 60 n=~10
El agente de curado también incluye el catalizador
ﬂ'>’j “S}
H—S{—CHs "‘z,l/ }3(0 “CHy—S{—CHj
""g /O\S S CHy
ch/ Ha HSC_SECHacalagtzaﬁm de HaC—S{—CHg

ch_s HSC_S Ha
H—S: H “CHzs|
5 %
Hac Ha

Figura 9. Polidimetilsiloxano. A) estructura molecular del polimero, donde n es el nimero de
unidades repetidas del monémero [SiO(CHs).]. B) el catalizador activo de Pt (Il) se coordina al
alqueno RO(CHs),Si-CH=CHo,. La adicion oxidativa de HSiCH3(OR) al Pt, la insercion del alqueno
al enlace Pt-H producido, y la eliminacién reductiva de RO(CH3).SiCH,CH,Si(CH3)(OR), resulta en
el entrecruzamiento (agente de curado). Modificado de 2.
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1.4.2. Régimen hidrodinamico en dispositivos de microfluidica

El comportamiento de un fluido dentro de los canales de microfluidica puede presentar dos
tipos de régimen hidrodindmico: laminar o turbulento. El tipo de régimen se puede predecir
utilizando un numero adimensional conocido como el nimero de Reynolds (Re), el cual
representa la relacion entre las fuerzas inerciales y las fuerzas viscosas en un fluido 7.

R = Fuerzas Inerciales _ pVyDg
e - - .

Fuerzas viscosas u

(D)
Donde:

p = Densidad del fluido

Vy = Velocidad del fluido en el canal

Dy = Didmetro del canal

u = Viscosidad del fluido

Cuando el nimero de Reynolds (Re) es menor a 2300, el flujo es laminar y cuando el Re es
mayor a 4000, el flujo es turbulento (Figura 10). Derivado de la ecuacion (1), se observa que
cuando el diametro del canal disminuye, asi como la velocidad del fluido, el nimero de
Reynolds serd menor. Este caso es comun observarlo en los dispositivos de microfluidica, ya
que, al trabajar en escala microscépica con velocidades bajas y diametros caracteristicos del

orden de micrémetros, Re es generalmente menor a 100 garantizando un flujo totalmente
laminar 22,

Flujo Turbulento .

Fluido 2—#*

Fluido 2—

Mezclado por difusion molecular

0 2300 4000 10 000

Laminar Region de transicion Turbulento

Figura 10. Representacion esquemaética del flujo laminar y flujo turbulento. EI nimero de Reynolds
(Re) describe las caracteristicas fisicas del fluido en los canales de microfluidica. En flujo laminar
(Re < 2300) las dos corrientes (fluido 1 y 2) se mueven en una sola direccion y se mezclan por
difusion. En flujo turbulento (Re > 4000), los fluidos se mueven de forma aleatoria sin correlacionarse
con la direccion del flujo. La region de transicion (2300 < Re < 4000) tiene caracteristicas de ambos
tipos de flujo. Modificado de .

12



Cabe resaltar que, cuando un fluido se transporta en régimen laminar a traves de un canal, su
velocidad después del tiempo cero en las zonas cercanas a las paredes del canal es menor
(vmin) con respecto a la velocidad alcanzada en la parte central (vmax), 10 que resulta en una
distribucion parabdlica de la velocidad del fluido impulsado por presion (flujo de Poiseuille)
(Figura 11) .

t>0

Figura 11. A) Propagacion axial de un fluido transportado en régimen laminar en el tiempo cero y
B) distribucion parabdlica de la velocidad del fluido en tiempos mayores a cero. Modificado de 3.
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1.4.3. Técnicas de enfoque hidrodindmico (HF) aplicadas a microfluidica

El método maés sencillo para llevar a cabo una reaccion quimica en canales de microfluidica
consiste en intersectar una disolucion del reactivo A con una disolucion del reactivo B en un
solo canal (Figura 12). Sin embargo, una dificultad con este método es que, al ser un flujo
laminar, el mezclado de los reactivos ocurre sélo por difusion haciéndolo un mezclado lento
32 Ademas, los productos de la reaccion se dispersan a lo largo del canal debido al perfil
parabdlico de las velocidades de flujo, como se muestra a continuacion.

mezclado lento dispersion alta
t=0 no definido

fluido A

fluido B

t,= intervalo

Figura 12. Representacion esquematica de una reaccion quimica llevada a cabo en canales de
microfluidica, donde una disolucion del reactivo A (color rojo), intersecta con una disolucion del
reactivo B (color morado). Modificado de *2.

Una variante de este primer método y que ha sido utilizada para sintetizar nanomateriales en
canales de microfluidica, es la técnica de enfoque hidrodindmico (HF, por sus siglas en
inglés). Esta metodologia consiste en intersectar tres disoluciones con los reactivos. En el
canal central se inyecta uno de los reactivos usando un flujo menor en comparacion con las
dos corrientes laterales que contienen otras disoluciones de reactivos fluyendo a velocidades
mas altas (Figura 13). Dichas disoluciones se encuentran en una misma fase, ya sea organica
0 acuosa y son miscibles entre si. El tamafio reducido de los canales del dispositivo provoca
una compresion del flujo central, lo que resulta en un mezclado mas rapido y homogéneo
disminuyendo el tiempo en el que se efectua la reaccién y acortando la longitud requerida
del canal para llevar a cabo la difusion de los reactivos 3334, Esta reduccion en los tiempos
de residencia de los reactivos dentro de los microcanales puede mejorar la calidad de los
productos sintetizados, lo cual aplica también para la sintesis de nanoparticulas .

1 mezclado mas rapido y
\\ [4 I homogéneo
2 — 2T AT
disolucion j——
2 central B Ph,
; - ¢ ¢
/ b, J
—
1 Flujo

Figura 13. Distribucion de la velocidad de flujo dentro de los canales de microfluidica aplicando
enfoque hidrodinamico con flujo concéntrico. Modificado de .
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1.4.4 Flujo continuo en una sola fase con mezclado por cavitacion

Existen diferentes maneras de alterar el régimen laminar que opera en los dispositivos de
microfluidica a uno turbulento y con ello generar un mezclado mas répido y con menos
difusion de los productos a lo largo del microcanal. Muchos de estos metodos implican
fabricar estructuras tridimensionales complejas dentro de los microcanales que promueven
la adveccion cadtica de los fluidos 3526, Otra técnica de mezclado rapido requiere el uso de
dos fluidos inmiscibles para formar microgotas en las que se producen flujos convectivos
dentro de ellas (ver seccion 1.4.5 Flujo segmentado en dos fases: microgotas y
nanoemulsiones). Por otro lado, diversos articulos han reportado el uso de ondas acusticas de
ultrasonido en canales de microfluidica (Figura 14-A) para generar un buen mezclado como
se describira a continuacion.

Se conoce como ultrasonido a las ondas de presion acustica con frecuencia mayor al limite
superior audible del ser humano, que son 20 kHz de frecuencia . En general, al sonicar una
disolucién, las moléculas de agua forman pequefias burbujas de cavitacion de algunos
micrometros de radio, las cuales estdn formadas principalmente de vapor de agua y aire
disuelto. En microcanales, estas burbujas de cavitacion oscilan rapidamente generando
vortices de corrientes circulares y elipticas en el fluido lo que promueve un mezclado rapido
y eficiente (Figura 14-B) %,

oric0
Leroereet™
ple?

Distancia (pm)

dispositive de microfluidica

Figura 14. Ondas acusticas de sonido en canales de microfluidica. A) transmision acUstica generada
por una burbuja atrapada dentro de una estructura de herradura colocada dentro de la cdmara
microfluidica. B) vortices de corrientes circulares y elipticas en el fluido generadas por burbujas de
cavitacion. Modificado de %,

Las burbujas de cavitacion son compresibles y responden a las ondas de presion del
ultrasonido, por lo que constantemente crecen y se encojen. Después de muchos ciclos, las
cavidades formadas por las propias burbujas pueden crecer hasta tener el tamafio suficiente
para colapsar y absorber eficientemente la energia proveniente de la irradiacion acustica
(implosidn) %', La rapida compresion de los gases y vapores dentro de la burbuja lleva al
sistema a alcanzar una temperatura y presion altas, alrededor de 5000 K y 1000 bar,
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respectivamente. En estas condiciones, el vapor de agua se separa en radicales aislados de
hidrégeno (‘H) y radicales hidroxilo ("OH). Los radicales resultantes reproducen una
secuencia de reacciones de abstraccion y reduccion. Dado gue las burbujas son muy pequefias
en comparacién con el volumen del liquido que hay alrededor, el calor producido se disipa
rapidamente (10*° K/s) *°, gracias a esto las condiciones ambientales se mantienen
esencialmente inalteradas. Cabe mencionar que dichas condiciones son dificiles de alcanzar
utilizando otras técnicas. El proceso se esquematiza en la Figura 15.

Colapso de las

Formacion y crecimiento de .
burbujas

las burbujas de cavitacion

@)))) * Qo <\ @) </~,\’ ) /ﬁ\ ' /

Zona de mayor temperatura
(nicleo)

Ultrasonido

H, producido durante la
sondlosis del agua en
combinacion con la reacciéon
que se lleva a cabo en el
superficie de la burbuja

H, generada durante la
sondlosis del agua saturada
con argéon (Ar) en la fase
gas de la burbuja

*OH+H* 2H,+0

Burbuja colapsando por irradiacion acistica

Figura 15. Proceso para generar burbujas de cavitacion en disolucion. Modificado de .

La cavitacion acustica y sonoquimica en macroescala se ha utilizado para mejorar el
rendimiento y la de velocidad de las reacciones de sintesis de nanoparticulas metalicas de
diferentes materiales como oro (Au) #, plata (Ag) *? y aleaciones como el selenuro de cadmio
(CdSe) “.

La pieza clave para generar ultrasonido es un piezoeléctrico o transductor, este tipo de
materiales (minerales, ceramicas y algunos polimeros) presentan el efecto piezoeléctrico, el
cual es un proceso reversible y consiste en la generacion de una fuerza mecénica resultado
de aplicar un campo eléctrico alterno, lo que provoca que el piezoeléctrico oscile a una
determinada frecuencia 4.

En este trabajo se colocd un piezoeléctrico tipo Langevine junto al dispositivo de
microfluidica en el mismo soporte (portaobjetos de vidrio) para generar un rapido mezclado
en la sintesis de nanoparticulas de oro. Este transductor ha sido estudiado en un trabajo previo
en nuestro laboratorio aun sin publicar [Erick Nieves et al., 2018], donde se observé que la
sefial sonora que emite el piezoeléctrico se transmite por medio del portaobjetos de forma
radial interactuando con los fluidos que se encuentran en el interior de los microcanales.
Tomando en cuenta lo anterior, se busca generar burbujas de cavitacién para un rapido
mezclado de los reactivos dentro del microcanal. Se investigara si existe algun otro efecto en
el rendimiento y polidispersidad en las particulas debido a la posible formacion de especies
reductoras como consecuencia de la cavitacion .
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1.4.5. Flujo segmentado en dos fases: microgotas y nanoemulsiones

Todas las técnicas mencionadas hasta el momento se refieren a flujo continuo en una sola
fase, sin embargo, existe otra tecnica en microfluidica basado en la formacion de microgotas
donde uno de los fluidos es segmentado por otro que es inmiscible (Figura 16) %. La
formacion de microgotas dentro de estos dispositivos permite controlar y procesar a una
velocidad muy alta una gran cantidad de ensayos en comparacion con los métodos
tradicionales, por lo que son comunmente usados como microreactores, donde una de las
ventajas es lograr un mezclado mas homogéneo entre los reactivos, mejorando asi la
transferencia de masa y de calor cubriendo ademas grandes areas superficiales en relacién
con el volumen necesario de reactivos 284

Fase acuosa

ﬂuido B

ﬂuldo A ﬂuldo C
Mezclado
rapido

Sin

; dispersion
Fase oleosa
d=4d,
....................... »

t= 0 [] = (.l] l

Figura 16. Representacion esquematica de una reaccion quimica llevada a cabo en canales de
microfluidica. Diferentes fluidos (A, B y C) miscibles entre si (fase acuosa) se mezclan junto con una
fase oleosa para formar microgotas, exhibiendo un mezclado répido y homogéneo, donde no hay
dispersion de los componentes a lo largo del microcanal. Modificado de 2.

Las microgotas de microfluidica antes mencionadas son macroemulsiones formadas por
gotas de cientos de micras dispersas en una fase oleosa continua. Existen ademas otro tipo
de emulsiones que no se han explorado para llevar a cabo reacciones en canales de
microfluidica. Dichas emulsiones, dependiendo de su tamafio y caracteristicas, se pueden
clasificar en: microemulsiones y nanoemulsiones o miniemulsiones (como se refieren
algunos autores) *’. Sus diferencias con respecto a las macroemulsiones se enlistan a
continuacion en la Tabla 1.
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Tabla 1. Diferencias entre micro, nano y macroemulsién .

Microemulsiones

Miniemulsiones o
nanoemulsiones

Macroemulsiones

Son sistemas
termodinamicamente
estables y se forman

espontaneamente.

Tienen una apariencia
fisica translucida o incluso
transparente a simple vista.

Sus tamanos de gota
oscilan por debajo de los
50 nm de didmetro.

La mezcla de dos
microemulsiones sin
aplicar una fuerza externa
da lugar al intercambio de
sus componentes en la fase
dispersa (aquella que se
encuentra en menor
proporcion).

Requieren por lo general
grandes cantidades de
tensoactivos o
co-surfactantes.

Son sistemas
termodindmicamente
inestables, pero
cinéticamente estables y
requieren energia para
formarse.

Su estabilidad puede ser
durante algunos dias o
hasta meses o afios.

Tienen tamarios de gota
entre los 50 y 1000 nm de
didmetro.

La mezcla por si sola de
dos nanoemulsiones no
implica que las gotas que
las conforman
intercambien reactivos.

Son sistemas
termodindmicamente
inestables, pero
cinéticamente estables y
requieren energia para
formarse.

Su estabilidad es por un
periodo corto de tiempo
(minutos - dias).

Son emulsiones con un
tamafo de gota grande (1-
1000 pum de diametro).

En la actualidad, las nanoemulsiones se han empezado a utilizar en macroescala para realizar
sintesis de nanomateriales #, debido a que se mejoran las propiedades fisicas y quimicas de
las reacciones, aumentando la versatilidad de los materiales, por ello, son de gran relevancia
en el campo de la quimica junto con su estudio y caracterizacion, que contintan siendo de

mucho interés en el ambito cientifico .

En este proyecto, se explord la sintesis de las AUNPs dentro de nanoemulsiones de agua en

aceite formadas in situ en dispositivos de microfluidica.
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1.5. Sintesis de nanoparticulas de oro en canales de microfluidica

Debido a la importancia de las nanoparticulas de oro y su relativa facilidad de sintesis, su
fabricacion ha sido tomada como un ejemplo recurrente en la literatura para probar y
caracterizar diferentes sistemas microfluidicos.

En la Tabla 2 se muestran articulos que aplican diferentes técnicas microfluidicas para
sintetizar nanoparticulas de oro mencionando: la morfologia de las AuNPs (esféricas,
nanocilindros (nanorods), nanohexagonos, nanocubos y nanoestrellas); la técnica empleada
en el dispositivo microfluidico (flujo continuo en una sola fase (régimen laminar o
turbulento) y flujo segmentado en dos fases); el agente reductor, estabilizador y/o catalizador;
asi como los diametros promedios de las nanoparticulas y el afio en que fueron publicados
los articulos. Cabe resaltar que, de entre todos los articulos mencionados, solo dos autores
4950 ysaron citrato de sodio como reductor para llevar a cabo la sintesis. Este reductor se
utilizé en el presente trabajo de investigacion debido a las razones ya mencionadas (ver
seccion 1.3.1).

Tabla 2. Sintesis de nanoparticulas de oro fabricadas en dispositivos de microfluidica, usando
HAuUCI4 como precursor en todos los casos .

Nanomaterial | Morfologia de las AuNPs Técnicas ugada en’e! dispositivo Agente estabilize_mte, bidmetros de nanoparticulas Afio de la publicacién | Referencias
microfluidico reductor y/o catalizador nm
Acido Ascorbico 5-50 2005 51
flujo continuo en una sola fase
(régimen laminar)
NaBH, 4-7 2008 52
esféricas . )
flujo continuo en una sola fase Citrato de sodio 27-29 2015 49
(régimen turbulento)
flujo segmentado en dos fases Plasma de helio <50 nm 2018 53
NaBH, 30-60 2006 54
- flujo continuo en una sola fase
nanocilindros . .
(régimen laminar) ;
Acido Ascorbico/NaBH, 40 -50 2016 55
AUNPs
nanohexagonos flujo ct’)n_tlnuo en una sola fase Citrato de sodio 35 2008 50
(régimen turbulento)
fluj ntinuo en una sola f:
nanocubos ujo continuo en una sola fase NaBH, 53-75 2017 56
(régimen laminar)
acido ascorbico
HCI
nanoestrellas flujo §egmentado en d.o s fases AGNO; 50 2018 57
(sin / con tensoactivo)
polivinilpirrolidina (PVP)

Algunos ejemplos sobresalientes para este trabajo de investigacion se detallan a

continuacion.
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El grupo de SabAbadi y colaboradores *° quienes disefiaron un micromezclador integrado a
un dispositivo de microfluidica (Figura 17), con la finalidad de aumentar la eficiencia de
mezclado de los reactivos para sintetizar nanoparticulas de oro y después depositarlas
intencionalmente en las paredes de PDMS para darle aplicaciones como biosensores.

Micromezclador

Portaobjetos

Microreactor

Salida de la dispersion
coloidal que contiene
nanoparticulas de oro
AuNPs ( flecha roja)

Figura 17. Plataforma de microfluidica para sintetizar nanoparticulas de oro, se observan dos
microchips (1 'y 2) fabricados con PDMS unidos con una tuberia para que después de pasar por un
micromezclador y un microreactor integrados las particulas queden integradas en las paredes de
PDMS. Modificado de *°.

Posteriormente, Li y colaboradores > publicaron un método poco convencional para
sintetizar las AuNPs. Llevaron a cabo la reduccion del precursor de oro usando una micro
atmosfera de plasma de helio, evitando de esta manera otros productos en la reaccion (Figura
18). Después las AuNPs eran funcionalizadas con acido 3-mercaptopropionico para detectar
iones de mercurio (Hg 2*). Al caracterizar las AuNPs usando microscopia electrnica de
transmision (TEM), se observaron nanoparticulas polidispersas en tamafios y formas. Para
tratar de minimizar esto, los autores agregaron a la reaccion un agente estabilizador como lo
fue el citrato de sodio, sin embargo, la polidispersidad en el tamafio de las nanoparticulas
permanecio (Figura 18-(a), (b)).

Precursor de oro y helio

\ (b)

50 nm

A dhp'“mmnopmkuln

Figura 18. Representacion esquematica de la reduccion de iones de Au y sintesis de AuNPs usando
una micro atmosfera de plasma con helio (lado izquierdo). Imagenes TEM de las AuNPs sintetizadas:
(a) sin agente reductor (b) agregando citrato de sodio 2.5 mM. Modificado de *2.
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Ademas de proponer métodos alternativos para sintetizar estos materiales, en la literatura
también se ha reportado el uso de dispositivos de microfluidica para fabricar nanoparticulas
de oro con formas distintas a la esférica. Fue asi como Abalde-Cela y colaboradores ° usaron
la técnica basada en la formacién de microgotas (Figura 19) para fabricar AUNPs con formas
no esféricas (forma de estrella), las cuales son conocidas por sus propiedades oOpticas.
Utilizando un surfactante ademas de varios agentes reductores, lograron obtener
nanoparticulas de tamafios y formas muy diferentes en cada caso.

HAUCY, AENO, 1. Formacién de gotas 2. Picoinycociim

7 e 3 3 - su-.u.
o 1%l _dls s N AT
‘ ._':._ P-;nuum.mn.h\u / HAUCY \ ,/
Aoeite ® PV V \ /'
. 1

& Recolecchia de gotas

+ S . |
Surfbctanic !(U \""“‘ Acda ascirbico ’
B Al
b 1. Meeclado de los Aceite
precorsarespara fabricar 30 de g s do g + dectrodos
Surfactante
e

savoparticeln (NPs)

Figura 19. Sintesis de nanoparticulas de oro en forma de estrella en dispositivos de microfluidica.
Método 1: Sintesis libre de surfactante, el dispositivo de microfluidica disefiado con 5 entradas para
inyectar: semillas de AuNPs preformadas de 15 nm, &cido clorhidrico (HCI), disolucién precursora
de oro (HAUCIy), disolucidn de nitrato de plata (AgNOs) y &cido ascérbico (AA). Método 2: Sintesis
llevada a cabo en dos etapas. El precursor de oro (HAuUCI4) se mezcla en microgotas junto con una
disolucion de polivinilpirrolidina (PVP) disuelta en dimetilformamida (DMF). Tras la reduccién
parcial de las especies de Au ** con PVP, se inyectan a las microgotas semillas preformadas de AuNPs
de 15 nm aplicando un voltaje de 600 V al dispositivo de microfluidica. (a) representacion
esquematica del disefio del microchip (b) imagenes correspondientes a los diferentes puntos en el
microchip donde los nimeros corresponden a los puntos sefialados en (a). Modificado de ®’.

En dichos articulos, asi como en este trabajo de investigacidn, se busca aportar conocimiento
al &rea de sintesis de AuNPs utilizando microfluidica para desarrollar u optimizar
metodologias que permitan ampliar el campo de aplicacion de estos nanomateriales.
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II. METODOLOGIA EXPERIMENTAL

11.1. Fabricacion de los microchips de microfluidica
I1.1.1. Disefio de la fotoméscara

La construccion de un dispositivo de microfluidica inicia con el disefio del patrén de los
microcanales. Para este propdésito se utiliza un software de disefio por computadora, en
este caso se utilizd Adobe llustrator C56 por ser sencillo de utilizar y porque se contaba
con el acceso en las computadoras del laboratorio. Cada uno de los disefios se
imprimieron en negativo sobre un acetato (Gréaficos Digitales Denver, CDMX). Dicha
impresion se denomina fotoméscara (Figura 20).

Figura 20. Disefio de un microchip impreso sobre un acetato en negativo.

22



11.1.2. Fabricacion del molde maestro por fotolitografia suave

El proceso de fabricacion de los microchips de microfluidica utilizados en esta tesis se
resume en la Figura 21.
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Figura 21 Fabricacién de un microchip de microfluidica usando la técnica de fotolitografia suave:
1) Se deposita resina fotosensible SU8-3035 (MicroChem ®) sobre una oblea de silicio y se hace
girar para generar una capa 50 um de espesor, programando un equipo spin coater de la siguiente
forma; 1.1) 10 s a una rotacion de 500 RPM 1.2) 30 s a una rotacion de 2000 RPM. 2) Se transfiere
el patron del microchip desde la fotoméascara hasta la superficie de la oblea de silicio con la resina
exponiéndola a la luz UV durante 45 s. 3) Calentamiento de la oblea a 95 °C por 15 min ( Post-Bake).
4) El molde maestro se revela con acetato de 1-metoxi-2-propilo, agitandose durante 15 min para
después hacer enjuages con alcohol isopropilico. 5) Relleno del molde con PDMS: agente curante
(10: 0.9). 6) Polimerizacion del molde sometido a calentamiento en el horno a 60 °C, durante 1 noche.
7) EI molde de PDMS se corta con ayuda de un bisturi y se perforan entradas y salidas. 8) Pegado del
microchip de PDMS a un portaobjetos de vidrio haciendo uso de una pistola efecto corona Tesla (1
minuto maximo). 9) El microchip se cubre con cinta adhesiva, se introduce dentro del horno a 60 °C
durante 1 dia, después de este tiempo el microchip estara listo para usarse.

Cada uno de los pasos se explican de manera detallada a continuacion. En todos los casos se
utilizé una oblea de silicio (Silicon Valley Microelectronics, E.U) de 75 mm de didmetro y
381 pm de espesor, ademas de la resina foto sensible SU8-3035 (MicroChem ®) 8,
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11.1.3. Proceso de fabricacion del molde maestro

Primero, se centro la oblea de silicio en un equipo spin coater modelo modelo WS-650MZ-
23NPPB WS-650MZ-23NPPB (Laurell Technologies Corporation ®) y se hizo girar
mientras se agregaba isopropanol para limpiarla. Enseguida, se deshidrato la oblea
colocandola sobre una parrilla de calentamiento a una temperatura de 210 °C por 15 min'y
luego a 95 °C por 10 min. Se dejo enfriar hasta temperatura ambiente y se colocd nuevamente
en el spin coater.

Después, se agregaron 3 mL de la resina SU8-3035 y se hizo rotar con el siguiente programa
para generar una capa de 50 um de altura sobre la superficie de la oblea:

Paso 1: 10 s a una rotacion de 500 RPM (revoluciones por minuto) y una acelaracion de 100
RPM/s.

Paso 2: 30 s a una rotacion de 2,000 RPM y una aceleracion de 300 RPM/s.

Después del programa de rotacion, la oblea se lleva a calentamiento a una temperatura de
105 °C durante 15 min (Pre-Bake). La oblea se vuelve a alinear en el spinner y se agrega otra
capa de SUS repitiendo el mismo programa para alcanzar los 100 um de altura. Posterior a
la segunda capa, se colocd nuevamente la oblea en la parrilla de calentamiento a una
temperatura de 95 °C durante 45 min (Hard-Bake).

La siguiente etapa consistio en transferir el patron del microchip desde la fotoméascara hasta
la superficie de la oblea de silicio donde se encontraba depositada la resina. Para ello, se
coloco la fotomascara encima de la oblea y para asegurar un buen contacto, se coloco una
placa de vidrio (6 mm) encima de ellas. Todo esto se puso debajo de una lampara de mercurio
de 100 W de alta intensidad, modelo B-100AP, marca UVP, durante 45 s. Tras pasar ese
tiempo, se quita la iluminacién y la fotomascara se retira de la oblea para que esta Gltima se
someta a calentamiento, primero a 75 °C durante 1 minuto y para evitar choques térmicos,
luego se eleva la temperatura a 105 °C durante 15 min (Post-Bake).

Posteriormente, la oblea se sumergié en una caja Petri la cual contenia el revelador (acetato
de 1-metoxi-2-propilo), agitandose durante 15 min, para después enjuagarla con alcohol
isopropilico, limpiando asi los restos de la resina. Este procedimiento se repite las veces
necesarias hasta que se deje de observar un liquido lechoso producto de la resina. Si el
procedimiento se llevo a cabo de forma correcta, se podra ver claramente el disefio del patron
de la fotomascara grabado en la placa de silicio.

Finalmente, la placa se escurre y se seca con aire, para luego calentarla lentamente por 15
min en intervalos de 30 °C desde temperatura ambiente hasta 200 °C, dejandola enfriar y
almacenandola en un horno de calentamiento (Heating Incubator ®, modelo DHP-9032) a
una temperatura de 60 °C durante una noche para fijar de forma permanente la impresion de
los canales.
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11.1.4. Relleno del molde maestro con PDMS y agente curante

El procedimiento descrito a continuacion aplica a cualquier disefio de microchip utilizado en
este proyecto, por lo que una vez que se ha fabricado el molde, el siguiente paso fue
rellenarlo, haciendo lo indicado a continuacion:

Después de sacar el molde del horno de calentamiento, se aplico aire a presion para remover
la mayor cantidad de particulas posible. Enseguida, se tomd un vaso y una cuchara de plastico
desechables, a los que igualmente se les aplicé aire a presion, para luego pesarlos y tararlos
en una balanza analitica de la marca OHAUS. Después, se agrego una cantidad suficiente (30
g para un molde nuevo) de polidimetilsiloxano (PDMS) (kit Sylgard 184, Dow Corning ®)
y agente curante al 9% en masa (2.7 g), es decir. en una proporcién de 10:0.9 (PDMS: agente
curante) 2. Todo se mezcla de forma manual y continua durante aproximadamente 5 min,
hasta obtener una mezcla homogénea observando una apariencia lechosa indicando una gran
cantidad de burbujas.

A continuacion, la mezcla se vacia en la caja Petri que contiene el molde, observando la
formacion de burbujas de aire. Para extraerlas, el molde se coloca dentro de un desecador
con vacio durante aproximadamente 1 hora. Al sacarlo, se corrobora que no queden burbujas
de aire antes de introducirlo en el horno de calentamiento (Figura 22). EI molde ya rellenado
requiere introducirse al horno a 60 °C por al menos 4 horas para pasar a la siguiente etapa.

Figura 22. Representacion de un molde maestro rellenado con PDMS y agente curante en una
proporcion 10:0.9.
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11.1.5. Pegado del microchip de PDMS a la superficie de vidrio

Una vez que ha polimerizado por completo la mezcla de PDMS y agente curante, se saco la
caja Petri del horno y se dej6 enfriar hasta alcanzar la temperatura ambiente. Posteriormente,
y con ayuda de un bisturi (Hergom), se cortd cuidadosamente el trozo de PDMS con el disefio,
poniendo atencidn en no rayar la placa de silicio que se tenia como base, para no afectar los
disefios plasmados (Figura 23), de esta forma se puede volver a rellenar el molde siempre y
cuando los microcanales sigan visualmente bien definidos, sin haberse borrado alguna pista
que afecte el uso del microchip.

LV

Figura 23. Corte con bisturi (Hergom) del microchip de microfluidica fabricado de PDMS.

Después, con ayuda de un oradador de la marca WellTech Rapid-Core-0.75 mm, se
perforaron las entradas y salidas del microchip. Los orificios se hicieron sobre la cara del
microchip donde se aprecia el relieve del patrén grabado.

Los microchips se adhieron a un portaobjetos de vidrio cuyas dimensiones dependian del
disefio experimental y haciendo uso de una pistola de efecto corona Tesla, de la marca
Electro-Technic Products, Inc. ® Modelo BD-20AC, se cre6 un arco eléctrico ionizando el
aire circundante lo cual activa la superficie de vidrio, asi como la superficie del PDMS. Cabe
resaltar que se debe tener precaucion en la superficie donde se maneja la pistola, ya que si
esta se activa directamente sobre una superficie metélica, el arco eléctrico se puede reflejar,
haciendo que el equipo se descomponga. Al encender el corona, se pasa a lo largo de la
superficie de vidrio donde sera pegado el microchip activandolo durante 50 s, para después
pasarlo durante 35 s sobre la superficie del PDMS del lado del relieve. Tampoco es
recomendable un tiempo de exposicidon prolongado, debido a que es posible dafar la
superficie de PDMS, modificando de forma notable el pegado de los microcanales.
Inmediatamente después de exponer las superficies, se coloco el microchip de PDMS sobre
la superficie de vidrio, ejerciciendo una ligera presion durante algunos segundos, adhiriendo
el microchip al vidrio (Figura 24). A continuacion, se cubri6 el microchip con cinta adhesiva
y este se introdujo dentro del horno a 60 °C durante 1 dia, después de este tiempo el microchip
estara listo para usarse.
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Figura 24. Pegado del microchip fabricado con PDMS usando una descarga de plasma de oxigeno
sobre: A) portaobjetos de vidrio, durante 50 s, B) microchip de microfluidica, durante 35 s. y C)
adhesion del microchip a la superficie de vidrio.
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11.2. Sintesis de nanoparticulas de Au por el método de Turkevich
11.2.1. Materiales y reactivos

Se requirid preparar dos disoluciones acuosas para llevar a cabo la sintesis de las
nanoparticulas de oro. La primera fue la del precursor de oro: el acido tetracloroaudrico
trihidratado (HAUCIl43H.0, > 99.99 %) y la segunda fue la del reductor: citrato de sodio
dihidratado (Na3CsHsO72H20, > 99 %). Ambos reactivos fueron adquiridos en Sigma-
Aldrich ® y usados sin ningun proceso de purificacion adicional. Ambos reactivos se
disolvieron en agua desionizada (R=18.2 MQ) proveniente de un equipo Millipore de la
marca Merck ®.

Se prepararon 100 mL de una disolucion madre de la sal de oro 0.526 mM (pH=3) y 50 mL
de una solucion de citrato de sodio 34 mM (pH= 9), respectivamente. La disolucion
precursora de oro es fotosensible, por lo que se almacend y refrigerd en frasco &ambar durante
un periodo no mayor a tres meses para su uso. La disolucion de citrato de sodio, fue
almacenada en un recipiente de vidrio sellado con papel Parafilm ® y al igual que la
disolucion de oro, su uso debe hacerse en un periodo no mayor a 3 meses.

La sintesis se llevd a cabo en un vaso de precipitados de 200 mL, dentro del que se colocd
un agitador magnético de teflén, mientras que para el calentamiento de la disolucion
precursora de oro, se utlizd una parilla de calentamiento con agitacién de la marca Cole
Parmer ® (Figura 25).

disolucion precursora de oro m
(0.526 mM pH=3) 2

disolucion de citrato de sodio
(34 mM pH=9). A

Figura 25. Preparacién de disoluciones: precursora de oro (0.526 mM pH= 3) y citrato de sodio (34
mM pH=9). Calentamiento de la disolucién precursora de oro en un vaso de precipitado que contenia
un agitador magnético utilizando una parilla de calentamiento.
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11.2.2. Desarrollo experimental de las AuNPs sintetizadas en macroescala
por el método de Turkevich

Para el método en bulto o macro escala, se utilizaron 99 mL de la disolucion precursora de
oro (0.526 mM). Se calentaron alrededor de 20 min hasta alcanzar la ebullicion (90 °C).
Posteriormente, se agrego 1 mL de la disolucion de citrato de sodio (34 mM) por goteo y de
forma simultanea inicié la agitacion. Después de aproximadamente 30 s, la dispersion
presento diversos cambios de coloracion, hasta completar la reduccion del HAuUCIs (5 min)
mostrando un tono rojo borgofia que indicaba la formacion de nanoparticulas. En este caso,
se observo que prolongar el calentamiento o la adicion extra de citrato no produce cambios
significativos en la dispersion coloidal, después de ese periodo de tiempo. Finalmente, se
detuvo el calentamiento y la dispersion se dejo enfriar hasta llegar a temperatura ambiente.

El volumen de la disolucion resultante, tras mezclar la disolucién de oro y de citrato, fue
estimado en 100 mL. Con este dato fue posible calcular las concentraciones molares en la
mezcla de reaccion.
Para el caso del oro:

(Cinicial )(Vinicial ) = (Cfinal )(Vfinal )(2)

(0.526 mM)(99 mL) = (Cfypq14,0)(100 mL)

_ (0.526 mM)(99 mL)

C.. - = 0.520 mM
final (100 mL) m

Cfinal ~ 0.52mM
Para el caso del citrato de sodio:
(Ciniciajcitrato) ) Viniciatcitrato)) = (Crinat(citrato) Vemaiicitrato))---(3)
(34 mM)(5 mL) = (Crinaicitrato)) (100 mL)

(34 mM)(5mL)
Crinaljcitrato] = (100 mL) =170 mM

Por lo tanto, la relacion molar citrato/oro es igual a:

Cfinal[citrato] __ 1.70 mM
= =3.27 = 3.3 (4)
Ctinal 0.52 mM

Una relacion muy cercana a ésta se utilizo durante el resto de los experimentos realizados en
esta tesis en macro y microescala. Este valor deberia generar nanoparticulas de oro pequefias
y monodispersas de entre 14 y 22 nm de diametro 1°.
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11.2.3. Desarrollo experimental de las AuNPs sintetizadas en miliescala

Después de realizar los experimentos en macroescala (100 mL), el siguiente reto fue disefar
pruebas adaptando las condiciones que serian manejadas en los dispositivos de microfluidica,
Ilevando a cabo pruebas en miliescala (1mL).

En 4 tubos Eppendorf ® (a), (b), (c) y (d) de 1.5 mL cada uno, se afiadieron 500 pL de la
disolucién precursora de oro 1.08 mM, seguido de 500 pL de disolucion de citrato de sodio
3.4 mM ([citrato]/[Au]=3.14). Al momento de agregar la disolucion reductora, el tubo se
cerraba y era sumergido simultanemente en un bafio de agua a temperatura controlada de: 50,
60, 70 y 80 °C, respectivamente. El tiempo durante el cual las muestras se mantuvieron en

calentamiento fue de 20 min (Figura 26).
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Figura 26. Representacion esquematica de la prueba en miliescala (1.0 mL), mezclando 500 L de
una disolucién precursora de oro 1.08 mM y 500 pL de una disolucion reductora de citrato de sodio
3.4 mM ([citrato]/[Au]=3.15), dentro de tubos Eppendorf ® de 1.5 mL. Los tubos (a), (b), (¢) y (d),
se calentaron a 50, 60, 70 y 80 °C, respectivamente.

Esta prueba sirvid para determinar si existia algtin cambio drastico, de tipo cualitativo en la
dispersion coloidal formada conforme el aumento de la temperatura a un tiempo constante,
pudiendo delimitar el minimo y maximo de temperatura en la que podia llevarse a cabo la
reaccion. El tiempo que se manejo (20 min) se consideré como un tiempo razonable para
disefiar los experimentos dentro de los canales del microchip de microfluidica.

Posterior a esa prueba, se disefid otra mas con otros 4 tubos Eppendorf ® (e), (f), (g), (h). Se
volvié a colocar 500 pL de la solucién precursora de oro 1.08 mM y posteriormente 500 pL
de la solucion de citrato de sodio 3.4 mM. Esta vez, los 4 tubos fueron sumergidos
simultanenamente en un vaso de precipitados con agua a una temperatura de 60 °C (Figura
27). Al momento de agregar la solucién reductora en cada uno de los tubos, con ayuda de un
cronometro se contaba el tiempo y al pasar 5, 10, 15y 20 min, respectivamente, se sacaban
uno a uno los tubos, monitoreando los cambios ocurridos.
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Figura 27. Representacion esquematica de la prueba en miliescala (1.0 mL), mezclando 500 pL de
una disolucién precursora de oro 1.08 mM y 500 pL de una disolucion reductora de citrato de sodio
3.4 mM ([citrato]/[Au]=3.15), dentro de tubos Eppendorf ® de 1.5 mL. Los tubos (e), (f), (g) y (h),
se calentaron durante 5, 10, 15 y 20, respectivamente, a T= 60 °C.

Este experimento sirvio para definir el tiempo minimo y méximo aproximado en que se
presentaba algin cambio significativo en la reaccién, de tal forma que se pudiera optimizar
el proceso al llevarlo a cabo dentro de los microchips de microfluidica.

Una vez que se analizaron los resultados de estas pruebas, se disefiaron diferentes
experimentos para sintetizar nanoparticulas de oro en canales de microfluidica usando
diferentes métodos; a) flujo continuo en una sola fase, b) flujo continuo en una sola fase con
cavitacion, c) flujo segmentado en dos fases (nanoemulsiones).
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11.3. Método de flujo continuo en una sola fase en microfluidica
11.3.1. Materiales y reactivos

Para realizar los experimentos de flujo continuo en una sola fase, se prepararon 25 mL de una
disolucion precursora de oro (HAuCI4#3H20) 1.08 mM y 15 mL de una disolucién madre de
citrato de sodio dihidratado (NasCeHs072H20) 3.4 mM ([Citrato]/[Au]=3.14), utilizando
agua desionizada como disolvente.

El tipo de jeringas utilizadas son estériles desechables de plastico de 1 mL de volumen y
didmetro interno igual a 4.699 mm marca BD Plastipak ®, asi como agujas hipodérmicas de
un solo uso marca BD PrecisionGlide ® para introducir los liquidos correspondientes. Se
emplearon tuberias fabricadas de politetrafluoroetileno (PTFE) #24 de la marca Cole Parmer
® para conectar entradas y salidas del microchip.

Estos materiales se manejaron junto con bombas programables para microfluidica modelo
NE-1002X de la marca New Era Pump Systems, Inc. ® para dispensar un flujo especifico en
pL/h, también se utilizéd una parrilla de calentamiento sin agitacion, de la marca Thermo
Scientific ® para mantener la temperatura constante del serpentin de salida del microchip.

11.3.2. Dispositivo microfluidico Al

Para aplicar el método de flujo continuo en una sola fase se utiliz6 el Dispositivo Al cuyo
disefio (Figura 28) estd constituido por canales rectangulares y codos en forma de
semicirculos. Las cuatro entradas identificadas como i1, i2, i3, e i4, se separan de forma
simétrica, con la finalidad de dividir los flujos que contienen la disolucidn precursora de oro
y la disolucion precursora de citrato, ademéas de poder modificar facilmente la relacién de
flujos entre ellos. Seguido del punto central de convergencia de los canales de entrada, se
afiadié un serpentin cuya longitud total (770 mm) permite que los fluidos se mantengan
dentro de los microcanales durante un mayor tiempo de residencia, dando seguimiento a la
reaccion hasta llegar al punto de salida sefialado como (s), donde se recolecta y
posteriormente caracteriza la dispersion correspondiente. El ancho de los microcanales fue
igual a 350 um por 100 um de altura. Con estas dimensiones, se calculd el volumen del
serpentin, siendo equivalente a 28 L.
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V=28 uL
i1Yi2

Figura 28. Dispositivo de microfluidica Al disefiado para efectuar la sintesis de AuNPs aplicando el
método de flujo continuo en una sola fase. Entradas del microchip sefialadas como (i1, i2, i3 e i4) y
salida indicada como (s). Volumen del serpentin igual a 28 pL.

11.3.3. Desarrollo experimental con el Dispositivo Al

Para llevar a cabo la sintesis de las nanoparticulas de oro en flujo continuo en una sola fase
utilizando el Dispositivo Al se ejecutd el siguiente protocolo:

Las disoluciones de citrato y del precursor de oro se introdujeron de forma separada al
microchip utilizando dos jeringas de 1 mL para cada reactivo (Figura 29). Se purgaron todas
las burbujas sobresalientes de aire, para minimizar la fluctuacion contundente del flujo a la
entrada de los canales del microchip. Posteriormente, se programaron las bombas de las
jeringas para que cada una dispensara el mismo flujo de las soluciones. Se disefiaron dos
experimentos: en el primero cada bomba tenia un flujo de 43.09 pL/h, lo que corresponde a
un flujo total de 172.34 pL/h y un tiempo de residencia de 10 min. En el segundo, el flujo de
cada bomba fue de 86.21 pL/h, correspondiente a un flujo total de 344.82 uL/h para 5 min
de tiempo de residencia. Una vez que se conectaron las entradas y salida del microchip, el
dispositivo se colocd encima de una parrilla a temperatura constante. Se realizaron pruebas
a temperaturas constantes entre los 25 y los 80 °C. El paso del liquido en los microcanales se
monitored en tiempo real, haciendo uso de un microscopio y/o una camara Canon ® que
permite observar el comportamiento de los reactivos antes, durante y después de mezclarse,
para tener evidencia del experimento.
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disoluciones de citrato de sodio
3.4 mM

disoluciones de sal precursora de qro
1.08 mM 2

Flujo Total 1= 172.34 uL/h (43.09 uL/h cada bomba)

Flujo Total 2= 344.82 uL/h (86.21 uL/h cada bomba)

Figura 29. Disefio experimental de la sintesis de AuNPs en canales de microfluidica (Dispositivo
Al) por el método de flujo continuo en una sola fase usando disoluciones precursoras de oro (1.08
mM) vy disoluciones de citrato (3.4 mM) trabajando a dos diferentes flujos totales: 1) 172.34 uL/h
(43.09 pL/h cada bomba) y 2) 344.82 uL/h (86.21 pL/h cada bomba), aplicando calentamiento directo
sobre el dispositivo en un intervalo de 25 a 80 °C.

11.3.4. Dispositivo microfluidico B1

Posteriormente, se trabajé con el Dispositivo B1 (Figura 30). Este chip tiene dos entradas
(i1; i2). El liquido que entra por il (disolucion de citrato de sodio) se divide en dos y se
intersecta con el fluido que entre por i2 (disolucién de HAuCI4) para hacer un enfoque
hidrodinamico.

2.5 mm

Figura 30. Dispositivo de microfluidica B1 utilizado para efectuar la sintesis de AuNPs aplicando el
método de flujo continuo en una sola fase con enfoque hidrodinamico. Entradas del microchip
sefialadas como (il e i2), punto de convergencia (m) y salida indicada como (s). Volumen del
serpentin igual a 2.5 pL.

34



En este caso, la longitud del serpentin (5 mm) que se afiadio posterior a la interseccion de las
dos corrientes (m), se disefid con la intencién de disminuir el tiempo de residencia de los
fluidos dentro del microchip para evitar el deposito de AuNPs en las paredes de PDMS. En
este caso, el ancho de los microcanales fue igual a 300 pum por 100 pm de altura,
correspondiente a un volumen del serpentin igual a 2.5 L.

11.3.5. Desarrollo experimental con el Dispositivo B1
En el caso del Dispositivo B1, las concentraciones iniciales en las jeringas tanto de la
disolucién precursora de oro, como de citrato se establecieron para un flujo idéntico de cada
reactivo: 500 pL/h en un primer caso o 250 pL/h en un segundo caso (flujo total = 1000 pL/h
0 500 pL/h respectivamente).

Para la disolucidn precursora de oro:
(Cinicial )(Finicial ) = (Cfinal )(Ffinal )(5)
L L
(1.08mM) (500 "/, = (Crinaanne) (1000 ¥/, )

(108 mM) (500 */,.)
f00 77y

Crinauine = 0.54mM

= 1.08 mM

Cf inal

Mientras que para la disolucion de citrato de sodio:
(Cinicial[citrato )(Finicial[citrato]) = (Cfinal[citraw])(Ffinal[citrato])---(6)
L L
3.4mM) (500 M/, ) = (Crmatjcieracer) (1000 M7/, )

(3.4 mM) (500 Hby )

(1000 uL/hr)

Por lo tanto, la relacién molar citrato/oro, es igual a:

= 1.70 mM

Cfinal[citrato] =

Crinal[citrato] __ 1.70 mM
0.54 mM

~ 3.15...(7)

Crinal

Esta relacion ([citrato]/[Au]=3.15), se mantuvo en todos los experimentos con este chip.
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Debido a que el tiempo de residencia de los reactivos a estos flujos (1,000 pL/h y 500 pL/h)
en el Dispositivo B1 seria de solo de 29 segundos, se coloc6 un serpentin o tubo, fabricado
de politetrafluoroetileno con una longitud de 100 cm, un diametro interno igual 0.056 cm a
manejando un volumen igual 245 pL. Este se sumergid en un vaso de precipitados, el cual se
mantuvo simultdneamente en la parrilla de calentamiento a una temperatura de 90° C. El
liquido producido a la salida de este serpentin fue recolectado en un vial, para su posterior
caracterizacion.

Cabe resaltar que el tiempo durante el cual la reaccion se mantuvo en calentamiento dentro
del serpentin, se calculé tomando en cuenta los siguientes datos:

e Longitud del tubo de salida (serpentin): 100 cm
e Diametro interno del tubo: 0.056 cm

e Flujo total: 1000 "/,

mxd?+L

Vinterno = T (8)

Donde:
Vinterno = Volumen interno [cm3]
d = Didmetro interno del tubo [cm]

L = Longitud del tubo [cm]

Sustituyendo datos en la ecuacion (8):

_ m*(0.056 cm)? * (100 cm)

V. =
interno
4

= 0.245 cm?3

Se realizaron las siguientes conversiones para facilitar los célculos:
0.245 cm® = 0.245 mL
.

0.245 L|1000“ = 245 4l
Rl TV B

t==..(9)

Donde:

t = Tiempo de residencia (min)
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v = Volumen de reactivos dentro del microchip (uL)
_ . uL
F = Flujo total ( /h)

Sustituyendo datos en la ecuacion (9)

245ul
t=—— " =0245h

- I
100077/,

60 min
1h

0.245 h| | = 14.7 min = 15 min

Este tiempo corresponde al tiempo de residencia en la cual los reactivos permanecen dentro
del tubo.

El montaje del experimento de flujo continuo en una sola fase con enfoque hidrodindmico
usando el Dispositivo B1 se muestra en la Figura 31.

%?V

disolucion precursora de oro disolucion de citrato de sodio

1.08 mM . . 3.4 mM
15-30 min “‘E _‘Iz,(

Flujo Total 1= 500 pL/h (250 pL/h cada bomba)* go"ﬁc )

Flujo Total 2= 1000 pL/h (500 pL/h cada bomba)

Figura 31. Disefio experimental de las AuNPs en canales de microfluidica (Dispositivo B1) por el
método de flujo continuo en una sola fase con enfoque hidrodindmico usando disoluciones
precursoras de oro (1.08 mM) y disoluciones de citrato (3.4 mM) trabajando a dos diferentes flujos
totales: 1) 500 pL/h (250 pL/h cada bomba) y 2) 1000 pL/h (500 pL/h cada bomba) aplicando
calentamiento directo sobre el dispositivo en un intervalo de 25 a 80 °C. Colocando un serpentin a la
salida del microchip sumergido en un vaso de precipitados a una temperatura de 90° C.




11.4. Método de flujo continuo en una sola fase con cavitacion
11.4.1. Materiales y equipos

Para este experimento se disefid el Dispositivo C1 de microfluidica en PDMS (Figura 32)
A diferencia de los dispositivos anteriores, se pegd un piezoeléctrico tipo Langevine con
frecuencia de resonancia a 61 kHz (modelo SMLTF60W?25, Steminc) al mismo portaobjetos
donde se adhirio el chip. El transductor piezoeléctrico se fijo al portaobjetos con ayuda de un
adhesivo epdxico transparente, marca fusion EPOXY ®. La sefial eléctrica sinusoidal que
alimentd al piezoeléctrico fue producida en un generador de onda de la marca UNIT-T ®
modelo UTG 9005C (+ 0.95 V; 61 kHz), y fue amplificada (+ 70 V) en un equipo PZD700A
M/S de la marca TREK ® y monitoreada con un osciloscopio UTD 2062CE, de la marca
UNIT-T ®. Cuando se energiza el elemento piezoeléctrico, la energia eléctrica se transforma
en energia mecanica, generando vibraciones a través del vidrio donde se encuentra adherido.
Al propagarse estas vibraciones, los fluidos que se encuentran dentro de los microcanales
comienzan a presentar cavitacion, dando lugar a un mezclado rapido y homogéneo de los
reactivos y un aumento de la temperatura en el interior de los canales del microchip.

piezoeléctrico tipo Langevine

Figura 32. Representacion esquematica de la plataforma microfluidica disefiada para el método de
flujo continuo en una sola fase con cavitacion. EI microchip fabricado de PDMS y el transductor
piezoeléctrico tipo Langevin se adhieren al mismo portaobjetos de vidrio. Figura hecha por Erick
Nieves (2018).

El piezoeléctrico tipo Langevin fue centrado a la mitad del eje “x” del portaobjetos y a 1.0
cm aproximadamente respecto del origen del eje “y”. Las entradas del microchip etiquetadas
como i1, i2, i3 e i4 estan orientadas hacia el piezoeléctrico, y la salida apunta en sentido
opuesto al transductor (Figura 32).
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11.4.2. Dispositivo microfluidico C1

Para desarrollar los experimentos de flujo continuo en una sola fase con cavitacion (caso 1)
y flujo segmentado en dos fases (caso 2, el cual se detallard méas adelante), se empled el
disefio Dispositivo C1 (Figura 33). Las dimensiones del microchip (300 um de ancho por
100 um de altura) permitian ademas colocar en el mismo portaobjetos un piezoeléctrico tipo
Langevine para generar cavitacion con los fluidos dentro de los microcanales.

2.5 mm

Figura 33. Dispositivo de microfluidica C1 utilizado para efectuar la sintesis de AuNPs aplicando el
método de flujo continuo en una sola fase con cavitacion y flujo segmentado en dos fases. Entradas
del microchip sefialadas como (i1, i2, i3 e i4), punto de convergencia (m) y salida indicada como (s).
Volumen del serpentin igual a 2.5 pL.

11.4.3. Desarrollo experimental con el Dispositivo C1 de PDMS con
cavitacion

Para llevar a cabo la sintesis de las nanoparticulas de oro por el método de flujo continuo en
una sola fase con cavitacion, se trabajé con la disolucién precursora de oro (HAuUCls3H20)
1.08 mM y la disolucion de citrato de sodio dihidratado (NazCsHs07:2H20) 3.4 mM. En dos
entradas (i1, i2), se introdujo la disolucién precursora de oro programando las bombas con
un flujo de 250 pL/h cada una, mientras que en las entradas i3 e i4 se inyectd disolucion de
citrato de sodio con un flujo de 250 pL/h cada una, dando un flujo total de 1000 pL/h.

A la salida del microchip, se colocé un serpentin de PTFE con una longitud de 100 cm
manejando un volumen igual 245 pL. Este se sumergid en un vaso de precipitados, el cual se
mantuvo simultaneamente en la parrilla de calentamiento a una temperatura de 90° C. El
liquido producido a la salida de este serpentin fue recolectado en un vial, para su posterior
caracterizacion.

Durante todo el experimento el piezoeléctrico fue accionado a una frecuencia de 61 KHz de
frecuencia, observando cavitacion en los microcanales.
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El montaje del experimento de flujo continuo en una sola fase con cavitacion se muestra en

la Figura 34.

= volaic. Amplificador

cable coaxial

it AAA
Generador de onda
61 KHz v

L — e cHI* ” ,
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e cH2¢

*Atcnuados

disolucionesde citrato

de sodio

3.4mM

disoluciones de sal
precursorade oro

Flujo Total = 1000 pL/h (250 uL/h cada bomba)

Figura 34. Representacién esquematica del disefio experimental de la sintesis de AuNPs oro en
canales de microfluidica por el método de flujo continuo en una sola fase con cavitacion usando
disoluciones precursoras de oro 1.08 mM y disoluciones de citrato 3.4 mM mezcladas en una relacion
de flujo 1:1. Uso de piezoeléctrico tipo Langevin, el cual opera a una frecuencia de 61 KHz. La figura
del piezoeléctrico pegada al chip fue elaborada por Erick Nieves (2018).
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11.5. Flujo segmentado en dos fases: nanoemulsiones
11.5.1. Materiales y equipos

Los materiales y equipos utilizados para efectuar estos experimentos fueron los mismos que
en el caso de flujo continuo en una sola fase con cavitacion, pero ademas fueron necesarios
hexadecano (CH3(CH2)14CHz) y un tensoactivo no ionico, span 80 (C24H4406), comprados
en Sigma-Aldrich ®. En este caso, también se empleo el Dispositivo C1, donde las 4 entradas
identificadas como i1, i2, i3 e i4, se disefiaron con el objetivo de introducir ambas fases de la
emulsion constituida por la fase acuosa (disolucion precursora de oro y disolucion de citrato
de sodio), y la fase oleosa ( hexadecano puro y hexadecano con tensoactivo (span 80)).

11.5.2. Desarrollo experimental con el Dispositivo C1 de PDMS para flujo
segmentado en dos fases

Para realizar la sintesis de las nanoparticulas de oro en flujo segmentado en dos fases, se uso
la disolucion precursora de oro (0.5 mM) y la disolucién de citrato (1.7 mM), mientras que,
para la fase oleosa, se emple6 hexadecano puro y hexadecano mezclado con un tensoactivo
no ionico (span 80 al 0.1 % m/m.) Cada uno de los reactivos fue introducido de forma
separada, a diferentes flujos (uL/h) y manteniendo una relacion de 9 partes de aceite por cada
parte de agua. En las entradas il e i2, se introdujo la fase acuosa correspondiente a la
disolucién precursora de oro (40 uL/h) y la disolucion de citrato de sodio (60 uL/h),
respectivamente, mientras que las entradas i3 e i4 se asignaron para la fase oleosa, constituida
por hexadecano (450 pL/h) y hexadecano mezclado con span 80 al 0.1% (450 uL/h), dando
un flujo total de 1000 pL/h. El piezoeléctrico fue accionado en las mismas condiciones
mencionadas y en este caso la presencia del hexadecano y tensoactivo generd una emulsion
que se recolectd directamente a la salida del microchip, sin el uso del serpentin de PTFE.

A la salida del microchip se disefiaron dos distintos tipos de experimentos:
a) La emulsion generada en el microchip recolectada directamente en un tubo Eppendorf ®.
b) La emulsion generada en el microchip fue recolectada en un tubo Eppendorf ® que fue

sumergido simultdneamente en un vaso de precipitado donde se mantenia en calentamiento
constante (90 °C).
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El montaje del experimento del método de flujo segmentado en dos fases se muestra en la
Figura 35.
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Figura 35. Representacion esquematica del disefio experimental, caso b) de la sintesis de
nanoparticulas de oro en canales de microfluidica por el método de flujo segmentado en dos fases
usando una disolucién precursora de oro 0.5 mM y una disolucién de citrato 1.7 mM para la fase
acuosa, mientras que, para la fase oleosa, se utilizaron 1 mL de hexadecano puro y hexadecano
mezclado con span 80 al 0.1 %. La relacién aceite:agua fue de 9:1. La figura del piezoeléctrico pegada
al chip fue elaborada por Erick Nieves (2018).
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11.6. Caracterizacion de los microchips de microfluidica

El procedimiento que se explica a continuacion es el mismo para todos los casos. Aqui se
presenta la caracterizacion del Dispositivo Al. Para ello, se utilizd un microscopio digital
(Dino Lite AM4515ZTL) que sirvid para inspeccionar el microchip antes de realizar los
cortes transversales correspondientes a las réplicas de PDMS. Una vez realizado lo anterior,
se utilizé una camara de alta velocidad (Phantom Micro M-110, Ametek ®, USA) acoplada
a un microscopio optico para tomar fotografias de los microcanales (Figura 36).

Foto tomada con la cdmara de
alia  velocidad  (Phantom
Micro M-110, Ametek, USA)
usando el objetivo 20x

Inspeccion de la réplica de PDMS
del Dispositivo Al con un
microscopio digital

Figura 36. Diagrama del proceso de corte del microchip (Dispositivo Al) para su posterior
caracterizacion. Se observan cortes transversales (primer y segundo corte) de los microcanales
observados con la cdmara Phantom ®, usando el objetivo 20x.

A continuacién, se tomo una fotografia de la reticula microscépica (PYSER-SGI ®, Reino
Unido) de 5 mm (Figura 37) correspondiente al objetivo 20x y se realiz6 una calibracion con

el programa Scope ®.

Figura 37. Imagen tomada con la camara Phantom ® de la reticula microscépica (5 mm) empleada
para la caracterizacion de los microchips (objetivo 20x).
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Posterior a la calibracion, se pudo determinar la altura real de los microcanales, siendo igual
a 105.69 + 3.18 um, asi como la anchura real que correspondio a 351.28 + 2.37 um (Figura
38), estos valores fueron muy similares a los que se establecieron de forma tedrica (350 pm
de ancho y 100 um de altura), lo cual indicé que el tiempo de exposicion de la oblea de silicio
a la luz UV (descrito en la seccion 11.1.2) fue el éptimo.

B

A

Figura 38. Caracterizacion del microchip (Dispositivo Al), medidas representativas de: A) canal
serpentin exhibiendo la anchura de los microcanales. B) corte transversal donde se muestran las
alturas de los microcanales.

Ademas, fue posible medir la longitud total del serpentin tomando en cuenta los codos como
si tuvieran forma de semicirculos, dando como resultado una longitud total real igual a 773.67
mm, es decir 0.48% mayor de lo esperado, lo cual tampoco fue significativo al momento de
realizar los experimentos.

11.7. Caracterizacion de las nanoparticulas de oro

11.7.1. Preparacion de muestras para analizar espectros electrénicos de
absorcion en el espectrofotometro en la region UV-Vis

Los espectros electronicos de absorcién de las nanoparticulas de oro fueron medidos en un
espectrofotémetro en la region UV-Vis (Varian Cary 50 ®) por triplicado en un intervalo de
350-650 nm. Las dispersiones coloidales que contenian a las nanoparticulas de oro fueron
preparadas a diferentes diluciones usando agua desionizada como disolvente. Se utilizaron
celdas de cuarzo (Innovative Lab Supply ®). En algunos casos, donde no se logré recolectar
el suficiente volumen de liquido, se utilizaron celdas de plastico de volumen reducido usando
solo 600 pL de liquido.
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11.7.2. Preparacibn de muestras para caracterizar el tamafio y
polidispersidad de las nanoparticulas de oro en un equipo de dispersion
dinamica de luz (DLS)

Para conocer la distribucion de tamafios de los diametros hidrodinamicos de las
nanoparticulas de oro, se realizaron mediciones en un equipo de dispersion dinamica de luz
(DLS, por sus siglas en inglés) modelo Zetasizer Nano ZS de la marca Malvern Instruments®.
Este equipo estéd equipado con un laser rojo (633 nm, 4 mW) y un angulo de deteccion de
173 °.

Para realizar las mediciones, se tomaron como referencia el intervalo de concentraciones
donde se encontr6 una relacién lineal entre la absorbancia y la concentracion de las AUNPs
(1.53x10° M — 1.68x101% M). Cada muestra se evalué por triplicado, recolectando los datos
en el software Zetasizer version 7.11 el cual utiliza el método de cumulantes para el &nalisis.

En todos los casos, los resultados obtenidos se expresaron en funcion de la distribucién de la
intensidad de tamafios de particula, de acuerdo con las sugerencias hechas por Zheng y
colaboradores *°.

11.7.3. Preparacién de muestras para caracterizar el tamafio y la
morfologia de las nanoparticulas de oro en un microscopio electronico de
transmision (TEM)

Para conocer la morfologia, asi como el tamafio de las nanoparticulas se llevaron a cabo
analisis en un microscopio electronico de transmision (TEM) 2010 JEOL ® operando a 200
kV (USAII, Facultad de Quimica, UNAM). Todas las muestras fueron preparadas usando el
mismo protocolo, donde se colocé una sola gota de la dispersion acuosa a analizar sobre una
malla de cobre Formvar (200 mesh) dejando evaporar el disolvente (agua desionizada)
durante al menos 30 min. Para el andlisis de las micrografias, se utilizo el software Gatan
Microscopy Suite version 3.31.2360.0.

11.7.4. Construccidn de los histogramas a partir de las micrografias usando
el software Image J

Una vez que se obtuvieron las micrografias obtenidas por microscopia electrénica de
transmision (TEM) referentes a las nanoparticulas de oro sintetizadas por diferentes métodos,
se establecié en el laboratorio una metodologia para analizar las imagenes utilizando el
software Image J recolectando informacidon de entre 60 y 100 nanoparticulas por cada método
para construir un histograma en cada caso haciendo lo siguiente:

1) De todos los archivos de Gatan Microscopy Suite se seleccionan las micrografias a analizar
guardando los archivos en formato .jpg.

2) Se abre el programa ImageJ. Exe y se llama al archivo previamente guardado.
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3) Se duplica la imagen para poder compararla con la micrografia original y se selecciona el
area a analizar. Image >> Duplicate.// Edit >> Clear Outside.
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4) Se convierte laimagen duplicada a 8 Bits convirtiéndola a formato binario. Image >> Type
>> 8 bits.
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5) Para procesar la imagen se va a Process >> FFT >> Bandpassfilter y ahi se seleccionan
los intervalos de tamafio de particulas en pixeles que seran detectados por el programa, sobre
todo cuando en la imagen existen estructuras cuyos tamafios o formas sean anémalos o salgan
de los limites estipulados. Para establecer los limites, se requirié primero medir la escala a la
que fueron tomadas cada una de las imagenes que se analizaron y asi conocer la equivalencia
entre un pixel y el tamafo correspondiente a esa escala en nanémetros. Lo anterior se realiza
seleccionando la herramienta I? la cual permite dibujar lineas 0 medir segmentos.

4 gempio 1.png (300%) { w— : -
fm:m omsés.ﬂo.e.isﬁ;!.( 3 = File Eq‘l Image Process. Analyze Plugins Window Help ' .
e Y o 2 A:- X Fllo.a_lgg % I°‘|0|D] Q'D“Clllé[ﬁ'l I =]

—

Como se muestra en la imagen anterior, cuando se coloca la linea sobre el segmento
correspondiente a la escala de 100 nm, las medidas “x” (largo) y “y” (alto) se relacionan con
los pixeles equivalentes a la medicion, de ahi que en el ejemplo sefialado 100 nm sean
equivalentes a 144 pixeles. Gracias a lo anterior, se pudo delimitar la seleccion entre
estructuras menores a 144 pixeles (100 nm) y mayores a 3 pixeles (2.08 nm), ya que
tedricamente, las nanoparticulas sintetizadas en todos los casos se esperaban tuvieran
tamafios aproximados entre 14 y 22 nm de diametro.
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Tras aplicar el filtro, la imagen quedard borrosa con las figuras difuminadas, como se muestra
a continuacion.

4 Eemplo-1,pg (1667 - o
02x402 pixels; 32-bit; 631K

6) Nuevamente nos vamos a la parte de ajustes y aplicamos la herramienta “Threshold”. Al
seguir correctamente los pasos, el area que pertenece a las nanoparticulas de oro se vuelve
negra, mientras que el exterior es blanco. Incluso se puede definir con mayor precision las
formas de interés al explorar los matices entre los tonos blanco y negro, expuestos en el area
bajo la curva que se muestra en el recuadro de la izquierda.
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En el caso en el que se observen muchos aglomerados o una distribucion poco definida de
nanoparticulas, se puede aplicar la herramienta de “Watershed”. Adjust >> Process >>

Binary >> MakeBinary >> Watershed.

7) Para conocer los tamafios correspondientes de las nanoparticulas seleccionamos en el
mend Analyse >> Analyse Particles. A continuacién, aparecera un recuadro donde se
delimitan los tamafios de areas (pixeles?) que seran medidas colocando un limite inferior y
superior, sefialado en la siguiente imagen en un cuadro amarillo con la letra A. Al darle clic
en “ok”, aparecera un archivo que enlista las estructuras que se tomaron en cuenta
asignandoles un numero el cual debe corresponder a su area, perimetro, asi como diametro
mayor y menor, en caso de que las estructuras fueran elipticas. Lo anterior se observa en el
cuadro azul con la letra B de la proxima figura. Por ultimo, aparecera un resumen de los datos
obtenidos (cuadro rojo, letra C) contabilizando el nimero de datos obtenidos, el area total,
asi como los promedios de los datos registrados en la tabla de la imagen B. Todas las unidades
se encuentran en pixeles.

4 Ejemplo-1jpg (308%)
3444210 pivels: 8-bit (nvering LUT: 71K
——— T

] b ] .
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8) Para transformar los datos de pixeles a nandmetros, estos se copian en una tabla en Excel
para ser tratados. Se parte del supuesto de que las estructuras observadas son circulares en su
mayoria, por lo que se despejan los diametros de las estructuras partiendo ya sea del area o
del perimetro de un circulo. Una vez que se conocen los diametros en pixeles, el cambio de
unidades es por medio de la conversién entre una referencia que es la escala (100 nm - 144
pixeles) a la cual se tomd la micrografia y su equivalencia en nanémetros.

Autoguardado (@ ) 3~ =  Histogramas nanoparticulas microscopias - Excel £ Buscar ENRIQUE BERMAL FRANCO

Archivo Inicio Insertar Disposicién de pagina Férmulas Datos Revisar Vista Ayuda

& Calibri Ji AN === e B ajustartete General - el @ E"j ez = N
EB - = == &=3= F o, «0 00 Formato Dar formato Estilos de EEMmmar i i
i< D5 2-A-|===|== Combinary centrar ~ $ - %o G4 condicional v comotabla~ celda~ e Formato &~

Portapapeles N Fuente E] Alineacién ] Nimero 5] Estilos Celdas

N18 - I
A B E o} 3 F G H I

1 Area Perimetro Didmetro mayor Didmetro menor Didmetro en funcién del drea Didmetro en funcién del perimetro Didmetro en funcién del srea  Didmetro en funcién del perimetro

2 pixeles pixeles pixeles pixeles pixeles pixeles nandmetros nanémetros

3 1 515 92.669 34.753 18.868 25.607 25.497 17.783 20.484

+ 2 599 122.024 41.451 30.686 35.665 38.841 24.767 26.973

5 3 696  116.468 40.782 21.729 29.769 37.073 20.673 25.745

3 4 793 142711 42.552 23.728 3L775 45.426 22.066 31546

T 5 357 78.569 23.702 19.177 21.320 25.009 14.806 17.368

2 6 564 105.397 28.306 25.370 26.798 33.549 18.609 23.298

] 7 944 119.296 41.720 28.810 34.669 37.973 24.076 26.370

10 8 715 120.610 41.521 21.925 30.172 38.391 20.953 26.661

n 9 594 94.426 30.418 24.864 27.501 30.057 15.098 20.873

2 10 227 63.841 19.282 14.989 17.001 20.321 11.806 14.112

7 11 834 119.882 42.727 24.853 32.587 38.160 22.630 26.500

" 12 140 44.284 14.942 11.930 13.351 14.096 9.272 9.789

5 13 451 84.083 27.633 21.242 24.227 26.764 16.825 18.586

1® 14 509 87.841 27.062 23.947 25.457 27.961 17.679 19.417

Los histogramas correspondientes se muestran la parte de Resultados de este trabajo de
investigacion, y las tablas para construir los histogramas, en la parte de los Anexos.
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1. RESULTADOS
I11.1. Sintesis y caracterizacion de nanoparticulas de oro

111.1.1. Método en batch o método de Turkevich convencional sintetizadas
en macroescala

Al realizar la sintesis de las nanoparticulas de oro por el método de Turkevich se pudieron
visualizar la siguiente gama de colores a lo largo de la reaccion (Figura 39):

-

4 - A/” z .
Tiempo (s) 0 25 45 75 105 180

Figura 39. Cambios de coloracion presentes en la sintesis de nanoparticulas de oro por el método de
Turkevich en macroescala (100 mL) y dispersion coloidal color rojo borgofia que contiene AuNPs.

Tiempo (seq) Cambios visibles

0-25 La disolucion que originalmente era ligeramente amarilla transparente, se torna incolora.
25-45  |Se aprecian tonalidades obscuras, desde negro hasta azuladas.
45-75  |Se observan tonos entre morados y vino.
75-105  [Se presentan tonos rojizos, parecidos a rojo cereza.
105-180 |Los tonos rojizos se vuelven mas obscuros.
180-300 |La ahora dispersidn coloidal presenta tonos color rojo borgofia.
Toda la gama de colores observados en la reaccién dio como resultado una dispersion
coloidal de nanoparticulas de oro (AuNPs) color rojo borgofia. Lo anterior, puede ser
explicado gracias al fenémeno de resonancia de plasmon superficial (SPR, por sus siglas en
inglés), en cuyo caso, para nanoparticulas de oro, esféricas y monodispersas de tamafios
inferiores a 30 nm, la luz se absorbe en la regidn verde-azulada del visible (470-520 nm),
mientras que la luz roja (620-680 nm) es reflejada.

Posteriormente, se tomd una muestra representativa de las nanoparticulas de oro, para poder
analizarla mediante diferentes técnicas que fueron:

¢ Espectroscopia de absorcion electronica en la region del UV-Visible.
+¢+ Dispersion dinamica de Luz (DLS) para determinar el didmetro hidrodinamico
promedio (Z-average) e indice de polidispersidad (PDI).

¢+ Microscopia electronica de transmision (TEM).
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111.1.2. Espectros de absorcion electronica en la region del visible de las
AUNPs sintetizadas en macroescala por el método de Turkevich

La grafica que se muestra en la Figura 40, representa el promedio de una muestra de la
dispersion coloidal analizada por triplicado, asi como de sus respectivas diluciones,
sintetizada por el método de Turkevich en macroescala, a un volumen de 100 mL.

—— DIl 0.5

1.51 -
E\ D?l 0.2
= —— Dil 0.1
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'S 1.0 —— Dil 0.03
=
4+
<
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< =N\

0.0

400 500 600 700 800
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Figura 40. Espectros de absorcidn electronica en la region del visible tomados de una muestra de
AUNPs fabricadas por el método de Turkevich en macroescala (100 mL) a diferentes diluciones.

Se observa que para todas las diluciones la longitud de onda del maximo de absorcién de la
resonancia del plasmoén superficial (SPR) muestra un valor de 523 nm y valores de
absorbancia entre 1.713 y 0.132 u.a dependiendo de la dilucion (Tabla 3).

Tabla 3. Resumen de resultados correspondientes a los espectros de absorcidn obtenidos por el
método de Turkevich en macroescala a diferentes diluciones.

Muestra Dilucién Aspr (NM) Abss2s (u.a)
1 0.5 523 1.6886
2 0.2 523 0.6814
3 0.1 523 0.3785
4 0.05 523 0.1754
5 0.03 523 0.1078

Con estos datos, se correlacion6 la absorbancia y la concentracion relativa de las muestras
sintetizadas por el método de Turkevich:
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Figura 41. Correlacion entre la absorbancia (523 nm) y la concentracion relativa de muestras de
AUNPs fabricadas por el método de Turkevich en macroescala a diferentes diluciones.

La absorbancia y la concentracion relativa de las nanoparticulas de oro se encuentra
directamente relacionada para un intervalo de concentraciones relativas desde 0.5 hasta 0.03,
lo que sugiere que los coloides de AuNPs son estables al ser diluidos en agua desionizada en
las proporciones indicadas (Figura 41).

111.1.3. Estimaciéon de la concentracion de las AuNPs sintetizadas en
macroescala por el método de Turkevich a diferentes diluciones

Una forma sencilla de estimar la concentracion de nanoparticulas en una suspensién es por
medio de su absorbancia en espectroscopia de absorcion electrénica en la region visible. Para
ello se tomd como referencia el trabajo publicado por Haiss y colaboradores . En dicho
articulo, se hace patente que el coeficiente de absortividad (¢) de las AuNPs depende de su
tamafio, por lo que primero se debe estimar el didmetro de las nanoparticulas. Dichos autores
recabaron los espectros de absorcion electrénica en la regién visible de nanoparticulas de oro
sintetizadas por ellos mismos, asi como de AuNPs comerciales y realizaron estimaciones
para determinar la posicion de la sefial del pico de resonancia de plasmon superficial (Aspr)
en funcion del diametro de particula (d/nm), presentando la siguiente informacion:
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Figura 42. Posicion de la sefial del pico de resonancia de plasmon superficial (Aspr) €n funcion del ¢
de particula de las AuNPs en dispersion coloidal: Calculadas (circulo); experimentalmente medidas
(triangulo hacia abajo), AuNPs comerciales (triangulo hacia arriba). Se realiz6 un ajuste exponencial
para los datos calculados (linea punteada) y experimentales (linea continua) para d >25 nm ©°.

En la grafica de la Figura 42, se pueden observar nanoparticulas cuyos diametros van desde
los 5 hasta los 110 nm, asi como sus respectivos valores de Aspr. Se hace énfasis, sefialando
en un cuadro rojo aquellos datos que corresponden a nanoparticulas con didmetros menores
a 35 nm, ya que estos tamarios corresponden a las AuNPs sintetizadas en esta tesis. Para
calcular los valores de coeficiente de absortividad para AuNPs esféricas menores a 35 nm, el
articulo propone un método que consiste en relacionar primeramente los valores de
absorbancia a diferentes longitudes de onda para determinar el tamafio de particula .
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Figura 43. (a) Relacién de valores de absorbancia de AuNPs esféricas en dependencia con su
didmetro (nm). (b) Cociente de la absorbancia de las AuNPs referente al plasmon superficial (Aspr) Y
el valor del pico méximo de absorbancia a 450 nm (Auso) en dependencia con el logaritmo natural del
didmetro de particula: Valores calculados (esferas) vs. valores experimentales (tridngulos). Ajuste de
los datos calculados (linea punteada) y de los datos experimentales (linea sélida) .
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Las relaciones de absorbancia que se muestran en la grafica (a) de la Figura 43 son
dependientes del diametro de particula, donde el calculo del didmetro se determiné
primeramente usando un modelo que ajusta mejor para particulas cuyos diametros son
mayores a 35 nm. Para d < 35 nm el valor de la absorbancia en la sefial de resonancia de
plasmon superficial (Aspr) disminuye significativamente en comparacion a la absorbancia
medida a otras longitudes de onda, por lo que el cociente de la absorbancia a diferentes
longitudes de onda puede ser usado para determinar el didmetro de particula sin conocer su
concentracion . De entre todos los cocientes, se encontrd que la mejor relacion entre A1/A;
para nanoparticulas menores a 20 nm, como es nuestro caso (ver seccion 11.2.2) fue igual a:
A1=Aspr Y A>=Auso (cuadro rojo Figura 43). Ademas, se muestra la relacion lineal que existe
entre el cociente de las absorbancias y el logaritmo natural de los didmetros (Figura 43-b).

Para las nanoparticulas de oro sintetizadas en este trabajo por el método de Turkevich en
macroescala, el cociente se calculd relacionando los valores de las absorbancias Ai1=Asz3 y
A2=Auso, encontrando los valores que se muestran en la Tabla 4.

Tabla 4. Relacion de absorbancias Aszs/Aaso correspondientes a los de resultados obtenidos por el
método de Turkevich en macroescala a diferentes diluciones.

Muestra  Dilucion Aspr Abss23 450 Abssiso  Asza/Adso
1 0.5 523 1.6886 450 0.9658 1.75
2 0.2 523 0.6814 450 0.3842 1.77
3 0.1 523 0.3785 450 0.2077 1.82
4 0.05 523 0.1754 450 0.0513 3.42
5 0.03 523 0.1078 450 0.0510 2.11

Una vez determinados los valores del cociente Asza/Asso, Se sustituyd este valor en la
siguiente ecuacion:

d =exp (31 jsm - BZ)...(10)

450

Donde:

d: Didmetro de particula (nm)

Aspr= Absorbancia medida en la sefial de resonancia de plasmon superficial
Auso= Absorbancia medida a 450 nm

B1= Inversa de la pendiente (m) del ajuste lineal realizado en la Figura 43-(b)

B>= Bo/m donde Bo es correspondiente al punto de intercepcion
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Tabla 5. Relacion de valores de absorbancias Aszs/Auso en funcion de los didmetros de particula
calculados a partir de la ecuacion 10, usando los parametros de ajuste para los resultados
experimentales reportados en el articulo de Haiss y colaboradores .

Muestra  Dilucién  Asy3/Assg d.nm

1

2
3
4
5

0.5 1.75 21
0.2 1.77 23
0.1 1.82 26
0.05 3.42 3157
0.03 211 63

En el caso de las muestras 1, 2 y 3 los didmetros de particula estimados son congruentes entre
si, considerando que este modelo presenta hasta un 11% de error %, y la ligera tendencia de
crecimiento en el tamafio para cada dilucion podria ser debido a la dilucion del agente

estabilizante. Sin embargo,

en los casos de las muestras 4 y 5 se presentan tamafios de

particula mucho mayores a lo esperado. Esto podria deberse a que las absorbancias de estas
dos muestras a 450 nm son pequefias (menores a 0.2) y el equipo de absorcidn electronica en
la region del UV-Vis ya no mide con la misma exactitud. Especificamente la gréafica de
absorbancia a 450 nm vs. concentracion relativa, indica que la absorbancia de la muestra 4,
cuya dilucion corresponde a 0.05 (Figura 44) esta muy por debajo de la tendencia observada

para las otras diluciones.

Método de Turkevich
Absorbancia a 450 nm

7y =1.9693x - 0.0147
R? =0.9969

0.1 0.2 0.3 04 0.5 0.6
Concentracion relativa

Figura 44. Correlacion entre la absorbancia (450 nm) y la concentracion relativa de muestras de
nanoparticulas de oro (AuNPs) fabricadas por el método de Turkevich en macroescala a diferentes

diluciones.

56



Seguido de esto, se utilizo el coeficiente de extincion molar M cm™ a una longitud de onda
de 450 nm (e4s0) propuesto por Haiss y colaboradores (Tabla 6) ! para los tres datos de
tamarios obtenidos.

Tabla 6. Coeficientes de extincion molar (g) a A=450 nm para nanoparticulas de oro en dispersion
coloidal para diametros de particula desde 2 hasta 64 nm ©Z.

d €450 d €450 d €450 d €450 d €450 d €450 d €450
Miem®  m M'em m MPem® m o Mtem m MEem® m mtem m Mtem?

=]
3

4.25E+05 11 8.27E+07 20 5.41E+08 29 1.76E+09 38 4.18E+09 a7 8.18E+09 56 141E+10
1.49E+06 12 1.09E+08 21 6.31E+08 30 1.96E+09 39 4 54E+08 48 8.74E+09 57 1.48E+10
3.62E+06 13 1.39E+08 22 7.31E+08 31 2.18E+09 40 4.92E+09 49 9.32E+09 58 1.57E+10
7.20E+06 14 1.76E+08 23 8.42E+08 32 2.41E+09 41 5.32E+09 50 9.92E+09 59 1.65E+10
1.26E+07 15 2.18E+08 24 9.64E+08 33 2.66E+09 42 5.7T4E+09 51 1.06E+10 60 1.73E+10
2.03E+07 16 2.67E+08 25 1.10E+09 34 2.93E+09 43 6.18E+09 52 1.12E+10 61 1.82E+10
3.07E+07 17 3.24E+08 26 1.24E+09 35 3.21E+09 44 6.65E+09 53 1.19E+10 62 1.91E+09
4.43E+07 18 3.87E+08 27 1.40E+09 36 3.52E+09 45 7.13E+09 54 1.26E+10 63 2.00E+10
6.15E+07 19 4.60E+08 28 1.58E+09 37 3.84E+09 46 7.65E+09 55 1.33E+10 64 2.10E+10

© o N oUW N

=
o

De acuerdo con los datos, al aumentar el tamafio de las particulas su coeficiente de extincion
molar aumenta. Los valores correspondientes de € a A=450 nm para las nanoparticulas de oro
correspondientes a las muestras 1 (color naranja), 2 (color verde) y 3 (color rosa) se
encuentran respectivamente sombreados.

Con estos datos, fue posible calcular la concentracion en mol/L tomando en cuenta los valores
de absorbancia, medidos a 450 nm (Auso) para una celda estandar con una longitud de 1 cm.

A
Caunps = ﬁ -(11)

Al sustituir los valores correspondientes en la ecuacion 11, se determinaron las
concentraciones correspondientes de las nanoparticulas de oro sintetizadas por el método de
Turkevich en macroescala, a diferentes diluciones.

Tabla 7. Resumen de resultados correspondientes a la concentracion de las AuNPs en mol/L para
valores de coeficiente de extincion molar () a A=450 nm y absorbancias medidas a 450 nm (Auso).

d €450 Caunp Cauns
Muestra  Dilucion  Agps/Aso  Auso N Sindiluir
nm M7t em? mol/L mol/L
1 0.5 1.75 0.97 21 6.31x10® 1.53x10° 3.06x10°
2 0.2 1.77 0.38 23 8.42 x10® 456 x107*° 2.28 x10°°
3 0.1 1.82 0.21 26 1.24x10° 1.68x10%° 1.68x10°

El intervalo de concentraciones de las nanoparticulas de oro sintetizadas por el metodo de
Turkevich se estimé entre 1.7 y 3.1 nM, de acuerdo con los valores obtenidos en la Tabla 7.
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I11.1.4. Caracterizacion del tamafio, distribucion del tamafio vy
polidispersidad de AuNPs

Cada una de las distintas técnicas de caracterizacion que se presentan a continuacion, aporta
informacion complementaria referente al tamafio y su distribucion, asi como de la
polidispersidad y morfologia de las nanoparticulas de oro. Cabe aclarar, que las técnicas no
son directamente comparables entre ellas, ya que estas miden diferentes propiedades de las
muestras bajo distintas condiciones.

En el caso del DLS, el equipo detecta las fluctuaciones de la intensidad de luz dispersada
causadas por el movimiento Browniano de particulas suspendidas en un liquido. Esta técnica
es sensible a los cambios presentes en la dispersion con respecto al tiempo, como puede ser
la aglomeracion de las nanoparticulas. Ademés de la determinacion de los tamafios
hidrodinamicos, un parametro numérico que se obtiene por DLS es el indice de
polidispersidad (PDI), el cual es un parametro adimensional y se refiere a la medida de la
amplitud de la dispersion de tamafios detectados. Si se tiene una muestra con un valor de PDI
< 0.1, se dice que la muestra es monodispersa y su distribucion de tamafios es estrecha. Por
el contrario, cuando se tienen valores de PDI > 0.7, se consideran muestras muy polidispersas
y poco aptas para ser analizadas por DLS. Ademas, otra de las limitaciones del equipo, son
las posibles interferencias que pueden alterar la muestra, por ejemplo, la presencia de
contaminantes ambientales, como el polvo. Debido a esto es de esperarse tamafios o
distribuciones de tamafios mayores en comparacion con las micrografias obtenidas por
microscopia electronica de transmision (TEM) 62,

Por otro lado, la técnica de TEM requiere que la muestra esté seca para su analisis. Al
evaporar el disolvente, la caracterizacion de la muestra puede verse afectada si ésta contiene
altas cantidades de sal o moléculas de buffer, también por la formacion de cristales que
enmascaren las nanoparticulas mas pequefias, sin embargo, para este trabajo de investigacion,
dicha técnica fue la méas adecuada, no solo por la capacidad del equipo para recolectar un
namero representativo de imagenes de las nanoparticulas en un corto periodo de tiempo
(minutos), sino ademas gracias a la resolucidn y precision de la técnica, pudiendo distinguir
entre los tamafios pequefios de particula obtenidos por los diferentes métodos de sintesis.

Los histogramas graficados donde se presentan los nimeros de particulas vs. el didmetro
indican las diferentes poblaciones de nanoparticulas observadas en las micrografias
electronicas de transmision (TEM).
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111.1.5. Distribucién de la intensidad del tamafio de AuNPSs sintetizadas en
macroescala por el método de Turkevich utilizando DLS

Para conocer la distribucion de tamafios de las nanoparticulas de oro, se empleo un equipo
dispersor dinamico de luz (DLS). La gréafica siguiente (Figura 45) representa la distribucion
de la intensidad del tamafio de particula, asi como el indice de polidispersidad (PDI) de una
dispersion de nanoparticulas de oro, sintetizada por el método de Turkevich en macroescala,
medida por esta técnica.

10 ' PDI: 0.299

% Intensidad

1 10 100 1000
Diametro hidrodinadmico (nm)

Figura 45. Distribucién de la intensidad del tamafio de particula e indice de polidispersidad (PDI) de
AuNPs sintetizadas por el método de Turkevich en macroescala, correspondiente a la muestra 3
(dilucion 0.1) analizadas en un equipo dispersor dindmico de luz (DLS). La gréfica representa el
promedio de tres mediciones de la misma muestra.

La Figura 45 muestra la existencia de dos principales poblaciones de nanoparticulas. La
primera familia de izquierda a derecha con un didmetro hidrodindmico promedio de 12 + 4
nm, mientras que la segunda familia presenta un tamafio promedio de 33 = 9 nm. El indice
de polidispersidad (PDI) es igual a 0.299. Este valor no es alto comparado con muestras muy
polidispersas cuyo PDI= 0.7, la presencia de dos familias de nanoparticulas confiere un area
de oportunidad para optimizar propiedades como la monodispersidad, asi como el control
sobre los tamafios y estabilidad de las nanoparticulas metalicas.

I11.1.6. Micrografias obtenidas por microscopia electronica de
transmision (TEM) de las AuNPs sintetizadas en macroescala por el
método de Turkevich

Las micrografias que se muestran a continuacion, corresponden a los resultados de dos
muestras sintetizadas por el método de Turkevich en macroescala (muestra 1 y muestra 3).
Todas las muestras se analizaron en un microscopio electronico de transmision (TEM),
siguiendo los protocolos ya mencionados.
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Muestra 1

Figura 46. Micrografias obtenidas por microscopia electronica de transmisién (TEM)
correspondientes a una muestra diluida (muestra 1) de la dispersion coloidal de AuNPs, sintetizada
por el método de Turkevich en macroescala.

Las tres micrografias obtenidas a partir de microscopia electronica de transmision (TEM)
(Figura 46) corresponden a la muestra 1, la cual estaba diluida a la mitad respecto a la
solucion final de la reaccidn, presentando una absorbancia igual a 1.689 asi como una sefial
de resonancia de plasmon superficial Aspr= 523 nm. La concentracion de las nanoparticulas
de oro es alta, apreciando gran aglomeracion entre ellas, sobre todo en aquellas zonas donde
se aprecian regiones cada vez mas obscuras. Tanto en la escala de 100 nm, como en la de 200
nm, se visualiza la polidispersidad de tamafios y formas de las nanoparticulas, siendo

semiesféricas en su mayoria.
o

50.nm LA NES Sl )

Muestra 3

Figura 47. Micrografias obtenidas por microscopia electronica de transmisién (TEM)
correspondientes a una muestra diluida (muestra 3) de la dispersién coloidal de nanoparticulas de oro,
sintetizada por el método de Turkevich en macroescala.

En la Figura 47, las micrografias corresponden a la muestra 3, cuya dilucion es diez veces
con respecto a la dispersion final obtenida, presentando una sefial de resonancia de plasmén
superficial también en Aspr= 523 nm y una absorbancia igual a 0.403, es decir, esta muestra
era menos concentrada en comparacion con la anterior. Gracias a esto, se observa una menor
aglomeracion de las AuNPs, asi como formas mejor definidas, sin embargo, las
polidispersidad que hay en los tamafios de las nanoparticulas de oro, fue uno de los retos a
mejorar.

60



111.1.7. Histograma de tamaiios de las AUNPs sintetizadas en macroescala
por el método de Turkevich

Las imagenes adquiridas con el microscopio electronico fueron analizadas usando el software
Image J (seccion 11.7.4), tomando en cuenta un minimo de 60 AuNPs para realizar un
muestreo estadistico referente a la distribucion de tamafos obteniendo la siguiente
informacion:

18
16- <D= =156 + 4.4

—_ = =
Lo S =Y

# de particulas

ﬁ 8 10 12 14 16 18 20 22 24

Tamarno de particula (d. nm)

Figura 48. Histograma de la distribucion de diametros de las AuNPs sintetizadas por el método de
Turkevich en macroescala tomando una muestra representativa de 60 AuNPs de la muestra 3, con un
didmetro promedio igual a 15.6 + 4.4 nm.

El histograma de la Figura 48 permitié visualizar con mayor claridad la dispersion de los
tamafios de las nanoparticulas de oro observando familias desde 9 nm hasta 23 nm. Las
poblaciones de AuNPs con mayor frecuencia se encontraron entre 11y 15 nm. Al calcular la
media aritmética de todos los tamafios de particulas se obtuvo el didmetro promedio
correspondiente a 15.6 + 4.4 nm, obteniendo diametros menores a los esperados (entre 21y
23 nm), lo cual puede atribuirse al porcentaje de error presente en el modelo de estimacion.
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I11.2. Sintesis de nanoparticulas de oro en miliescala

I11.2.1. Analisis cualitativo de las nanoparticulas de oro sintetizadas en
miliescala

Una vez que fueron determinadas las caracteristicas de las nanoparticulas, se realizd la
sintesis de las AuUNPs en miliescala a un volumen de 1 mL usando como referencia el método
de Turkevich ya descrito, modificando tanto la temperatura como el tiempo de reaccion
(su evaluacion fue relevante al momento de disefiar los experimentos dentro de los canales
de microfluidica). En el primer caso, la sintesis, se llevé a cabo a diferentes temperaturas
fijas entre 50 y 80 °C manejando un mismo tiempo de reaccion (20 min) (Figura 49).

Figura 49. Dispersiones coloidales de AuNPs sintetizadas en miliescala a 4 diferentes temperaturas:
a) 50 °C, b) 60 °C, c) 70 °C, d) 80 °C para un mismo tiempo de reaccién (20 min).

En los casos donde la reaccion se mantuvo a 50 y 60 °C (Figura 49-a y b), las dispersiones
coloidales presentaron tonos morados, mientras que la dispersién obtenida a 70 °C presenta
un color purpura obscuro, lo que podria indicar mayores tamafios de particula. Al llevar la
reaccion a temperaturas mayores como lo fue 80 °C, las nanoparticulas correspondientes a la
dispersion color parpura obscuro comienzan a precipitar, quedando el producto en las paredes
del tubo Eppendorf ®. Las muestras fueron monitoreadas durante varios dias, observando
que la dispersion b, correspondiente a 60 °C fue mas estable en comparacién con las otras
muestras, es decir, se visualizé menor cantidad de producto precipitado en el fondo del tubo.

Una vez obtenido el valor de temperatura 6ptimo (60 °C), se exploraron diferentes tiempos
de reaccion, entre 5y 20 min, a esa temperatura. Cuando el tiempo de reaccion fue menor (5
min), se observo un tono gris transltcido, lo que podria sefialar que la reaccion apenas
comenzaba, indicando asi que ese tiempo de reaccion no da lugar a que se desarrolle de
manera completa (Figura 50). Para los tiempos de 10, 15y 20 min se observo el mismo color
morado en el producto de la reaccion.
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Figura 50. Dispersiones coloidales de nanoparticulas de oro sintetizadas en miliescala a 4 diferentes
tiempos: €) 5 min, f) 10 min, g) 15 min, h) 20 min. Sintetizadas a una misma temperatura de reaccion
(60 °C).

Para corroborar lo visto de forma cualitativa, se realizaron analisis de las muestras tanto por
espectroscopia de absorcion electronica en la region del UV-Vis como en el equipo dispersor
dinamico de luz (DLS).

111.2.2. Espectros de absorcion electronica en la region visible para
pruebas en miliescala a diferentes temperaturas

Para realizar el analisis de las muestras sintetizadas a diferentes temperaturas manejando un
mismo tiempo de reaccion, se hicieron diluciones a 0.1 y 0.01 respecto a su concentracion
relativa inicial en la mezcla de reaccion. Cada medicion fue hecha por triplicado, en un
intervalo de longitud de onda desde 350 hasta 650 nm (Figura 51).
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Figura 51. Espectros de absorcion electronica en la region visible de AuNPs sintetizadas en
miliescala a diferentes temperaturas: a) 50 °C, b) 60 °C, c¢) 70 °C, d) 80 °C para un mismo tiempo de
reaccion (20 min), analizadas a diferentes diluciones.
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Como se muestra en la Figura 51, no existe variacion significativa en el desplazamiento de
la longitud de onda maxima, entre cada una de las diferentes muestras sintetizadas a
diferentes temperaturas. En el caso de las dispersiones coloidales a y b, se encontraron
valores de longitud de onda méxima de entre 530 y 531 nm, respectivamente, mientras que,
encyd, lalongitud de onda maxima se encuentra entre 528 y 527 nm. En todos los casos, la
longitud de onda méxima de las muestras diluidas diez veces fue igual al de las muestras sin
diluir. EI espectro de absorcion de la muestra d, sintetizada a 80 °C para un tiempo de
reaccion de 20 min presenta una sefial en 527 nm, unas 6.5 veces menor en la intensidad de
absorbancia que la reaccion llevada a cabo a 60 °C, asi como el aumento de absorbancias
mayores a 540 nm que podrian indicar la presencia de AuNPs de mayor tamafio. Esto es
consistente con la sedimentacion de las nanoparticulas en las paredes del tubo que las
contenia casi de forma inmediata, conforme transcurria el tiempo de reaccion. La magnitud
de la absorbancia en la Aspr asi como a 450 nm, indican que la muestra con mayor rendimiento
(concentracion de nanoparticulas) corresponden a la reaccion efectuada a 60 °C.

111.2.3. Espectros de absorcion electronica en la region visible para
pruebas en miliescala a diferentes tiempos de reaccion

Posteriormente, se determinaron los espectros de absorcion para los experimentos realizados
a una temperatura de 60 °C, variando el tiempo de reaccion en un intervalo desde 5 hasta 20
min. Cada medicion se hizo por triplicado, en un intervalo de longitud de onda desde 350
hasta 650 nm.
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Figura 52. Espectros de absorcion electronica en la region visible de AuNPs sintetizadas en
miliescala a diferentes tiempos de reaccién: a) 5 min, b) 10 min, ¢) 15 min, d) 60 min para una misma
temperatura (60 °C), analizadas a diferentes diluciones.
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Los espectros de absorcion de las dispersiones coloidales sin diluir presentan el mismo valor
de Aspr=531 nm excepto en el caso de la muestra e (5 min), donde su desplazamiento fue de
Aspr=542 nm (Figura 52-linea naranja). Este ultimo resultado y el color gris transltcido de
la dispersion, podrian sugerir la presencia de nanoparticulas de mayor tamafio, ya que
conforme el tamafio de particula es mas grande, la longitud de onda del plasmon de
resonancia superficial (Aspr) se desplaza hacia la derecha del espectro electromagnético. La
luz roja es absorbida y la luz azul reflejada, obteniendo dispersiones de diferentes
tonalidades, desde azul palido hasta moradas. Conforme el tamafio de particula continGa
creciendo hasta llegar casi al limite con el tamafio de una particula de oro en bulto, la sefial
del SPR se desplaza hacia la porcion del infrarrojo y longitudes de onda mas visibles son
reflejadas, dando nanoparticulas incoloras o de color transltcidas . Sin embargo, esto no es
consistente con un tiempo de reaccion corto (5 min) como lo fue en la muestra e, donde de
acuerdo con el grupo de investigacion de Wuithschick y colaboradores *°, se demostré que
al inicio de la reaccion de Turkevich algunas especies intermediarias de oro tienen esta
tonalidad gris, y son particulas con diametros muy pequefios de alrededor de 1.5 nm de
didmetro, por lo que en nuestro caso podria ser debido a una reaccion incompleta para ese
tiempo de reaccion.

Al llevar a cabo la sintesis de las nanoparticulas de oro a una temperatura de 60 °C, los
valores de absorbancia de las muestras g y h (tiempos de reaccion de 15y 20 min) sin diluir
fueron los mayores (1.55 y 1.57, respectivamente). Sin embargo, en todos los casos, al diluir
en agua las dispersiones diez y cien veces se observo una disminucion proporcionalmente
mayor de la absorbancia, asi como desplazamientos de hasta £3 nm en las muestras f, g y h.
En el caso de la muestra e, su Aspr. Se desplazé hacia la izquierda a 533 nm al diluir diez veces
la muestra y 524 nm al diluirla cien veces. Esto sugiere que, en la sintesis de dispersiones
coloidales de oro a esta escala (1.0 mL) pueden ocurrir fenébmenos de agregacioén o
separacién, que no se observaron al menos en un lapso razonable (1 semana) en el método
tradicional en macroescala (100 mL).
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I111.2.4. Distribucién de la intensidad del tamafio de AuNPs para
experimentos en miliescala a diferentes temperaturas utilizando DLS

Al igual que las nanoparticulas de oro sintetizadas por el método de Turkevich en
macroescala, se caracterizaron las dispersiones coloidales a, b, c, d, e, f, g y h. Se utilizd un
equipo dispersor dinamico de luz (DLS) para analizar por triplicado las muestras sintetizadas
a diferentes temperaturas, tomando un mismo tiempo de reaccion, como se muestra
enseguida.
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Figura 53. Distribucién de la intensidad del tamafio de particula e indice de polidispersidad (PDI) de
AUNPs sintetizadas en miliescala a diferentes temperaturas: a) 50 °C b) 60 °C ¢) 70 °C d) 80 °C para
un mismo tiempo de reaccion (20 min) analizadas en un equipo dispersor dindmico de luz (DLS).

Las distribuciones de la intensidad del tamafio de particula (Figura 53) indican la existencia
de diferentes familias de nanoparticulas de oro en todos los casos. Las muestras b y d indican
dos familias de nanoparticulas, para b, la primera familia de izquierda a derecha tiene un
didmetro hidrodinamico promedio de 11 + 4 nmy la segunda familia abarca didametros desde
25 hasta 44 nm. Para d, la primera poblacion presenta valores de didmetros hidrodinamicos
(¢) desde 32 hasta 80 nm, en cuanto a la segunda poblacidn, esta abarca diametros en un
intervalo entre 142 y 396 nm. A pesar de que el valor de PDI fue menor para esta muestra,
los tamafios de diametro hidrodindmico son muy grandes. Esto concuerda con el resultado
cualitativo correspondiente al experimento d, donde a pesar de manejar una temperatura mas
alta (80 °C), visualmente se observo precipitado en las paredes del tubo que contiene la
dispersion. Lo anterior también es consistente con los datos de absorbancia, en donde se
encontré un aumento de absorbancia a longitudes de onda mayores, correspondientes a
tamafios mas grandes de particulas.
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En el caso de las muestras a y c, sintetizadas a dos diferentes temperaturas (50 °C y 70 °C,
respectivamente), se observan mas de dos poblaciones, todas menores a 100 nm. Sin
embargo, sus indices de polidispersidad presentaron los valores mas altos, lo que podria
deberse a una de las limitaciones del DLS, donde se ha demostrado que la técnica no es la
mas recomendable para analizar muestras heterogéneas o muy polidispersas compuestas por
nanoparticulas de diferentes tamafios °2.

I111.2.5. Distribucion de la intensidad del tamafio de AuNPs para
experimentos en miliescala a diferentes tiempos de reaccion utilizando
DLS

De acuerdo con el anélisis anterior, se establecié 60 °C como la temperatura de reaccion a la
que serian efectuadas las pruebas a diferentes tiempos, observando lo siguiente:
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Figura 54. Distribucidn de la intensidad del tamafio de particula e indice de polidispersidad (PDI) de
AUNPs sintetizadas en miliescala a diferentes tiempos de reaccién: €) 5 min f) 10 min g) 15 min h)
20 min a una misma temperatura (60 °C) analizadas en un equipo dispersor dindmico de luz (DLS).
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Las distribuciones de la intensidad del tamafio de particula (Figura 54) indican la existencia
de dos principales poblaciones de AuNPs. Sin embargo, en este caso, se logro disminuir la
polidispersidad de las dispersiones coloidales, en comparacién con los experimentos
anteriores. Al analizar las muestras e, g y h, con tiempos de reaccion de 5, 15 y 20 min de
reaccion, respectivamente, se observa una gran similitud entre las familias de nanoparticulas
presentes. Por ejemplo, para la muestra e, la primera familia de izquierda a derecha, tiene un
diametro hidrodinamico promedio de 11 + 4 nm, mientras que la segunda familia abarca
didmetros desde 25 hasta 40 nm, mientras que para la muestra h, la primera familia también
presenta un diametro hidrodinamico promedio de 11 + 4 nm pero la segunda familia es
ligeramente més polidispersa y abarca diametros desde 25 hasta 44 nm, por lo que su valor
de PDI: 0.615 es mayor en comparacion de la muestra e.

En cuanto a la muestra g, la primera poblacion tiene un diametro hidrodinamico promedio
de 11 £ 4 nmy su segunda poblacion con un tamafio promedio de 31 + 7 nm. Cabe resaltar
que el valor de PDI de la muestra g, fue el menor de las cuatro muestras sintetizadas a una
temperatura de 60 °C. Al compararlo con los resultados cualitativos, las muestras g y h
parecieran tener la misma tonalidad e incluso valores muy similares de absorbancia, no
obstante, hubo una disminucion de la polidispersidad al mantener el tiempo de reaccion a 15
min en lugar de 20 min.

Por otra parte, la muestra f, donde el tiempo de reaccion fue de 10 min, presenté mas de dos
sefiales, en diferentes grados de intensidad, con didmetros inferiores a 100 nm, y a pesar de
que su indice de polidispersidad promedio fue el mismo que el de la muestra e, se observo
que la distribucién de tamarfios fue menos homogenea.

Al comparar los resultados obtenidos para e y f con los andlisis cualitativos previamente
obtenidos, se tenia la hipdtesis de que en la muestra e, los didmetros hidrodinamicos serian
mayores debido a la coloracion de la dispersion, y que la muestra f, seria muy similar a lo
obtenido en tamarios para g y h, por lo que posteriormente para corroborar o descartar estas
condiciones experimentales, se realizaron pruebas usando estos tiempos de reaccién (5y 10
min), sobre todo al momento de optimizar tiempos de reaccion dentro del microchip de
microfluidica.

Gracias a los resultados obtenidos se pudieron establecer las condiciones de trabajo
adecuadas para los disefios experimentales en los microchips de microfluidica, no sin antes
analizar una de las muestras usando microscopia electronica de transmision (TEM).

I11.2.6. Micrografias obtenidas por microscopia electronica de
transmision (TEM) de las AuNPs sintetizadas en miliescala a diferentes
tiempos de reaccion

Se analiz6 una de las dispersiones de AuNPs sintetizadas en miliescala a un volumen de 1
mL, tomando la muestra d, donde la sintesis se llevo a cabo a 80 °C para un mismo tiempo
de reaccion (20 min). La muestra se diluyd a la mitad de su concentracién original, y se
observo lo siguiente (Figura 55).
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Figura 55. Micrografias obtenidas por microscopia electrénica de transmision (TEM)
correspondientes a una muestra diluida (muestra d) de una dispersién coloidal de AuNPs, sintetizadas
en miliescala a 80 °C y 20 min de reaccion.

Las micrografias obtenidas por microscopia electrénica de transmisién (TEM) para la
muestra d, sefialan la presencia de nanoparticulas esféricas y homogeéneas, algunas muy
pequefias incluso de 10 nm de didmetro y otras en su mayoria, alrededor de 20 nm. En la
micrografia cuya escala corresponde a 200 nm, se observé aglomeracién de las
nanoparticulas.

Los resultados aqui mostrados contrastan con las caracterizaciones hechas en DLS donde se
encontrd una segunda poblacion de nanoparticulas con diametros mucho mas grandes entre
142 y 396 nm, con un PDI relativamente bajo (PDI: 0.371). Lo anterior puede ser explicado
considerando que la dispersion de la luz en realidad mide los tamafios hidrodindmicos de las
particulas, lo que incluye no solo la particula en si, sino las capas ionicas y de disolvente
asociadas a ella en dispersion. Ademas, la técnica DLS al ser una medida dindmica, es capaz
de detectar los cambios referentes al comportamiento de las nanoparticulas en dispersién
asociados a su dispersién / agregacién. En contraste con TEM, donde la sefiales que recibe
el equipo proviene del nucleo metalico de las nanoparticulas, ignorando cualquier capa de
recubrimiento organico. Otra explicacion consistente con las diversas observaciones, es que
las nanoparticulas de oro de mayor tamafio detectadas por DLS comenzaron a precipitar al
paso de los dias hasta quedar adheridas en las paredes del tubo Eppendorf ® que las contenia.
Ademas, cuando se efectu6 el analisis con el microscopio electrénico de transmision, solo
lograron extraerse del liquido aquellas nanoparticulas de menor tamafio.
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111.3. Método de flujo continuo en una sola fase

Con los resultados obtenidos en los experimentos en macroescala (100 mL) y miliescala (1.0
mL), se disefiaron pruebas preliminares con colorantes para evaluar el funcionamiento de los
microchips de microfluidica a distintas temperaturas y con distintos tiempos de residencia de
los reactivos.

I11.3.1. Analisis cualitativo de experimentos con el microchip de
microfluidica (Dispositivo Al)

Se utilizaron las cuatro entradas del microchip, en dos de ellas se introdujo colorante azul, y
en las dos restantes se inyect6 colorante amarillo (Figura 56). Se programaron las bombas
para trabajar a dos diferentes flujos, primero a un flujo total de total de 172.34 uL/h y un
tiempo de residencia de 10 min dentro de los microcanales de microfluidica. En segundo
lugar, un flujo total de 344.82 uL/h y un tiempo de residencia de 5 min. El calentamiento del
dispositivo se hizo colocandolo directamente sobre una parrilla de calentamiento. Los
resultados obtenidos se muestran en la Tabla 8.

Tabla 8. Resumen de resultados correspondientes a dos pruebas experimentales realizadas dentro de
un microchip de microfluidica usando colorantes (azul y amarillo) introducidos a dos diferentes flujos
y tiempos de residencia aplicando calentamiento directo sobre el dispositivo en un intervalo de 25 °C
a 100 °C, usando el método de flujo continuo en una sola fase.

Flujo Total 1 Tiempo Temp. Flujo Total 2 Tiempo de Temp.
de residencia Observaciones residencia Observaciones

(pL/ hr) min. °C (uL/hr) min. °C
25 | 25 |
45 | 45 [}
50 ] 50 |
60 | 60 |

344.82 5 0 = 172.34 10 20 =
80 v 80 v
90 E3] 90
100 B 100 =

Donde:

™M El microchip de microfluidica trabaja de forma adecuada, no se presentan fugas y se observa
flujo continuo en una sola fase.

v'Algunos problemas se presentan dentro de los microcanales. Comienzan a introducirse
burbujas de aire o vapor de agua provocando fluctuaciones notables en el flujo.

XIEI microchip ya no trabaja de forma adecuada, se presentan fugas dentro de los microcanales,
comienza a evaporarse significativamente el disolvente.
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Acorde con la informacién resumida en la Tabla 8 no se observaron diferencias significativas al
cambiar los flujos y, por ende, los tiempos de residencia dentro de los microcanales. Sin embargo,
si se pudieron visualizar cambios importantes en funcion de la temperatura.

60 °C 80 °C 100 °C

-_— —

Figura 56. Pruebas experimentales con el Dispositivo Al, introduciendo colorantes dentro de un
microchip de microfluidica. En esta prueba se introdujo un flujo total de 172.34 pL/h para un tiempo
de 10 min de residencia dentro de los microcanales, sometiendo a calentamiento directo el dispositivo
de microfluidica.

Como se puede ver en la Figura 56, se presentan cambios en los flujos al aplicar calor en los
dispositivos de microfluidica. Al llegar a 60 °C el chip continGa trabajando de forma
adecuada. A partir de los 80 °C las fluctuaciones son significativas y esto puede ser debido
al aumento de la temperatura y presion dentro de los microcanales. Cuando se llega a los 100
°C el disolvente se evapora rapidamente.

Estas pruebas permitieron delimitar con mayor certeza el intervalo de temperaturas adecuado
para trabajar con los microchips de microfluidica, por lo que la siguiente etapa consistié en
ejecutar los experimentos con los reactivos correspondientes para efectuar la sintesis de las
nanoparticulas de oro dentro de los microcanales.

111.3.2. Analisis cualitativo de las AuNPs sintetizadas por el método de
flujo continuo en una sola fase (Dispositivo Al)

Para realizar estos experimentos, dos de las cuatro entradas del microchip contenian la
disolucion precursora de oro 1.08 mM, mientras las dos entradas restantes tenian la
disolucién reductora de citrato de sodio 3.4 mM, manteniendo una relacién de flujo 1:1 a la
entrada del microchip. Al igual que las pruebas con colorantes, se programaron las bombas
para trabajar a dos diferentes flujos (344.82 uL/h y 172.34 pL/h) correspondientes a dos
tiempos de residencia (5 y 10 min, respectivamente). El Dispositivo Al de microfluidica se
sometio a calentamiento directo sobre una parrilla en un intervalo desde 25 °C hasta 80 °C,
lo que se observo se resume en la Tabla 9.
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Tabla 9. Resultados cualitativos correspondientes a la sintesis de AuNPs fabricadas en el interior del
Dispositivo Al usando el método de flujo continuo en una sola fase, trabajando a dos diferentes flujos
(344.82 puL/h y 172.34 uL/h) y tiempos de residencia (5 y 10 min) aplicando calentamiento directo
sobre el dispositivo en un intervalo de 25 a 80 °C.

Flujo Tiempo de Coloracién Flujo Tiempo Coloracion
Total 1 residencia Temp. del liquido Total 2 de Temp. del liquido a
Observaciones a la salida residencia Observaciones la salida del
(uL/ hr) min. °C del (uL/hr) min. °C microchip
microchip
[} =]
25 Sin fugas, sin 25 Sin fugas, sin
cambios de cambios de
45 coloracion, posible 45 coloracion, posible
adsorcion en los adsorcion en los
canales de PDMS canales de PDMS
50 Incoloro 50 Incoloro
o [
Cambios mas Cambios mas
60 rapidos, coloracion 60 rapidos, coloracion
344 82 5 mas homogénea 172 ] 34 1 0 mas homogénea
v v
Sin fugas, va hay Sin fugas, ya hay
70 coloracion a la 70 coloracién a la
salida del sahda del
microchip microchip
80 = Morado 80 =
Fugas en el palido Fugas en el
microchip, microchip,
evaporacion del evaporacion del
disolvente, disolvente,
disolucion incolora disolucion incolora
a la salida a la salida
Donde:

M De forma cualitativa, al utilizar el dispositivo de microfluidica en un intervalo de
temperaturas desde 25 °C hasta 50 °C, éste trabajé de forma adecuada, los reactivos se
difundieron a través de los microcanales hasta mezclarse, sin embargo, no se apreciaron
cambios de coloracion en el liquido a la salida del microchip. Por el contrario, después de 20
min de estar funcionando el dispositivo, se notdé una coloracion obscura dentro de los
microcanales (Figuras 57-A y B) lo que sugiere que la reduccion del oro se esta efectuando
dentro de los mismos pero los productos se adsorben en los canales de PDMS.

¢ A partir de 60 °C, comenzaron a percibirse cambios méas notorios y rapidos como una
coloracién més homogénea dentro de los microcanales, siendo més evidente del lado donde
se introdujo la disolucion precursora de oro (Figura 57-C). Sin embargo, el liquido a la salida
del microchip aun permanecia incoloro.

v" Al elevar la temperatura a 70 °C, ya se observé color en el liquido que salia del microchip.
Al colectarlo en un tubo Eppendorf ®, se pudo visualizar una dispersién morada palida para
el caso donde el flujo fue igual a 344.82 pL/h (Figura 57-D) y rosa palido cuando se manejo
un flujo de 172.34 uL/h.
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Xl Al llegar a 80 °C y habiendo transcurrido 60 min de funcionamiento del microchip, se
presentaron problemas como fugas, evaporacion del disolvente, y de nueva cuenta
comenzaba a verse una disolucion incolora a la salida del microchip. Ademas, los
microcanales comenzaron a cambiar a color dorado como se muestra en las Figuras 57-E y
57-F, lo que sugiere que grandes cantidades de nanoparticulas se estaban depositando y
aglomerando, sobrepasando las dimensiones caracteristicas de un nanomaterial.

Figura 57. Sintesis de AuNPs por el método de flujo continuo en una sola fase, llevada a cabo dentro
de un microchip de microfluidica (Dispositivo Al) manejando un flujo total de 344.82 pL/h para un
tiempo de 5 min de residencia dentro de los microcanales. A) Cuando la temperatura se encuentra
entre los 25 — 50 °C, los microcanales de PDMS, que son originalmente transparentes, comienzan a
tomar una coloracion obscura después del paso constante de los reactivos (20 min). B) A partir de los
60 °C, conforme transcurre el tiempo (20 min aproximadamente) en el cual los reactivos contintan
difundiéndose dentro del microchip, la coloracion de los microcanales se hace mas evidente, sobre
todo del lado donde se introduce la disolucion precursora de oro. C) A una temperatura de 70 °C, el
fluido a la salida del microchip se colect6 y se observé una dispersién morada palida. D) y E) Cuando
la temperatura es de 80 °C, después de estar funcionando el microchip 60 min se empez6 a observar
la presencia de grandes dep6sitos de Au® en los microcanales de microfluidica. F) Al elevar la
temperatura (80 °C) el disolvente comienza a evaporarse, apreciandose la formacion de burbujas.

Se ha reportado el depoésito y agregacion de las nanoparticulas en las paredes de los
microcanales, sobre todo cuando se sintetizan dispersiones coloidales usando el método de
flujo continuo en una sola fase dentro de los microchips de PDMS, esto gracias a la activacion
de la superficie del polimero con plasma y su afinidad con las nanoparticulas de oro ©.
Dependiendo de la aplicacion que se esté buscando, esto puede o no ser una ventaja durante
el proceso. Algunos autores, han aplicado la integracion de nanoparticulas de oro en los
dispositivos de microfluidica para aplicaciones como biosensores “°, mientras que, en otros
casos, esto puede ser algo indeseado por lo que se ha propuesto la fabricacion de los
microchips con otros materiales diferentes al PDMS, asi como el uso de aditivos poliméricos
y la aplicacion de otras técnicas 5.
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Las dispersiones recolectadas que se muestran en la Figura 58 fueron analizadas en el
espectrofotometro de absorcion electronica en la region UV-Vis y caracterizadas por DLS
para su comparacion, como se explicara enseguida.

Figura 58. Dispersiones coloidales de AuNPs sintetizadas dentro de un microchip de microfluidica
(Dispositivo Al) usando el método de flujo continuo en una sola fase, trabajando a dos diferentes
flujos y tiempos de residencia: i) 344.82 pL/h con un tiempo de residencia de 5 min, j) 172.34 pL/h
con un tiempo de residencia de 10 min aplicando calentamiento directo sobre el dispositivo a 70 °C.

111.3.3. Espectros de absorcion electronica en la region visible de las
AuUNPs obtenidas por el método de flujo continuo en una sola fase
(Dispositivo Al)

Las graficas que se muestran a continuacion (Figura 59), representan el promedio de las
muestras i y j analizadas por triplicado, sintetizadas por el método de flujo continuo en una
sola fase dentro del Dispositivo Al, trabajando a dos diferentes flujos y tiempos de
residencia.
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Figura 59. Espectros de absorcion electronica en la region visible correspondientes a dispersiones
coloidales de AuNPs sintetizadas dentro de un microchip de microfluidica (Dispositivo Al), usando
el método de flujo continuo en una sola fase, trabajando a dos diferentes flujos y tiempos de
residencia: i) 344.82 pL/h con un tiempo de residencia de 5 min y j) 172.34 pL/h con un tiempo de
residencia de 10 min aplicando calentamiento directo sobre el dispositivo a 70 °C.
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Los espectros de absorcion electronica en la region visible de las dispersiones coloidales sin
diluir (Figura 59) presentan diferentes valores de Aspr, asi como diferentes valores de
absorbancia. En el caso de la muestra i, correspondiente a la dispersion morada, su valor de
Aspr=531 nm coincide con el valor de Aspr encontrado en las pruebas realizadas en miliescala
a 1 mL, usando una temperatura de 60 °C y diferentes tiempos de reaccion (f, g y h), sin
embargo, el valor de absorbancia disminuye cinco veces.

En cuanto a la muestra j (flujo total igual a 172.34 pL/h con un tiempo de residencia de 10
min), su valor de Aspr=535 nm, se observo ligeramente mas desplazado hacia la derecha en la
region visible del espectro, lo que sugiere que estas nanoparticulas son de mayor tamafio que
aquellas obtenidas a flujos mas altos (ver Figura 42). La absorbancia en esta longitud de
onda fue igual a 0.14, es decir 2.3 veces mas baja en comparacion con la muestra i.

La disminucion en los valores de absorbancia, determinados en las muestras i y j, en
comparacion con los obtenidos a macro o miliescala, son un indicativo de una menor
concentracion de nanoparticulas de oro contenidas en estas dispersiones, lo cual es muy

probable que sea una consecuencia de la deposicion de Au © en las paredes de PDMS del
microchip.

111.3.4. Distribucién de la intensidad del tamafio de AuNPs para
experimentos en Dispositivo Al utilizando DLS

Para complementar lo observado de forma cualitativa, y en el espectro de absorcion
electronica en la region visible, se realiz6 un andlisis por triplicado de las muestrasiy j en el
equipo DLS, obteniendo la siguiente informacion.
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Figura 60. Distribucion de la intensidad del tamafio de particula e indice de polidispersidad (PDI)
correspondientes a dispersiones coloidales de AuNPs sintetizadas dentro de un microchip de
microfluidica (Dispositivo Al) usando el método de flujo continuo en una sola fase. i) 344.82 pyL/h
con un tiempo de residencia de 5 min j) 172.34 uL/h con un tiempo de residencia de 10 min aplicando
calentamiento directo sobre el dispositivo a 70 °C.
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Las distribuciones de la intensidad en funcién del tamafio de particula para las muestras i y j
trabajando a dos diferentes flujos (Figura 60) indican, en ambos casos, la existencia de una
familia principal de nanoparticulas, ademas de la presencia de AuNPs de menores tamafos.
Para el flujo total de 344.82 uL/hy un tiempo de residencia de 5 min, la poblacién principal
abarcé didmetros desde 15 hasta 105 nm, con un ¢ promedio igual a 41.7 £ 15 nm junto con
la presencia de dos pequefios hombros con diametros menores a 15 nm, mientras que para el
flujo de 172.34 pL/h con un tiempo de residencia de 10 min se observa una sefial principal
cuya distribucion va desde 32 hasta 295 nm, con un didmetro hidrodinamico promedio igual
a 105.8 £ 38 nm junto con un pequefio hombro con diametros desde 9 hasta 31 nm.

Estos resultados son consistentes con los valores de Aspr Obtenidos para estas muestras, en los
que se observo que a menor flujo (172.34 pL/h), la Aspr de las AuNPs es mayor (535 nm) y
por lo tanto las particulas son méas grandes. En conjunto, los resultados de la sintesis con el
Dispositivo Al, muestran que, a mayor tiempo de residencia en el microchip, es decir a
menor flujo, las nanoparticulas son de mayor tamafio, debido probablemente a que una mayor
permanencia dentro del microchip aplicando calentamiento directo, favorece el crecimiento
de las nanoparticulas, tomando en cuenta que el area superficial donde se lleva a cabo la
reaccion es mas extensa en el interior de los microcanales, ademas de que la transferencia de
masa y de calor es mayor, en comparacion con las sintesis efectuada en macro o miliescala.

I11.3.5. Micrografias obtenidas por microscopia electrénica de
transmision (TEM) de las AuNPs sintetizadas dentro del Dispositivo Al

Las micrografias obtenidas por microscopia electronica de transmision (TEM), se refieren al
analisis de la muestra i, sintetizada dentro del microchip de microfluidica (Dispositivo Al)
utilizando un flujo total igual a 344.82 pL/h con un tiempo de residencia de 5 min, aplicando
calentamiento directo en el dispositivo a 70 °C (Figura 61).

Figura 61. Micrografias obtenidas por microscopia electrénica de transmision (TEM)
correspondientes a una muestra (muestra i) de una dispersion coloidal de AuNPs dentro de un
microchip de microfluidica (Dispositivo Al) para un flujo total igual a 344.82 puL/h y un tiempo de
residencia de 5 min.
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Las micrografias obtenidas por microscopia electronica de transmision (TEM) para la
muestra i (Figura 61) sefialan la presencia de nanoparticulas esféricas y algunas de ellas
ovaladas, cuyos tamafios estan alrededor de 20 nm, tal como se muestra en las dos primeras
micrografias de izquierda a derecha, mientras que la tercer micrografia exhibe la
aglomeracion de las mismas.

Estos resultados contrastan con lo observado por DLS, donde se encontraron diametros
hidrodindmicos mucho mayores, lo cual podria ser explicado por dos principales razones:
Una de ellas, es que el DLS es un equipo capaz de detectar la agregacion dinamica de la
muestra, por lo que minimos cambios pueden alterar la distribucion de tamafios. La segunda,
es que en la muestra analizada por TEM las AuNPs de mayor tamafio hayan quedado en el
tubo Eppendorf ® que contenia la dispersion.

De acuerdo con la informacion recabada por todas las técnicas de caracterizacion para las
muestras obtenidas utilizando el Dispositivo Al, se determind que fue viable la sintesis de
las AuNPs, obteniéndose nanoparticulas de mayor tamafio cuando el tiempo de residencia en
el dispositivo aumentd. A pesar de que los rendimientos de las reacciones, estimados con los
valores de absorbancia, fueron bajos, sobretodo a flujos menores como en el caso de la
muestra j, una de las razones principales pudo haber sido el depdsito de las AuNPs en los
canales de PDMS.

Esta deposicion, ya ha sido estudiada por He Huang y colaboradores “6, quienes analizaron
estos cambios de color en la superficie de los microcanales sugiriendo que, al inicio de la
reaccion, cuando se lleva a cabo la reduccion parcial del Au 3*, la coloracion obscura en los
canales evidencia los sitios de nucleacion y la adsorcion de los iones de oro alrededor de la
pared de los canales, posiblemente causada por la atraccidn electrostatica. Conforme la
reaccion avanza y disminuye la concentracion de los iones de oro, el color obscuro cambia a
rosa 0 morado, indicando la presencia de AuNPs cuya formacién se ve favorecida a
temperaturas mas altas, éstas se quedaran adheridas de forma irreversible a la pared de
PDMS, muy probablemente debido a fuerzas de Van der Waals.

Por estas razones, se formuld la hipotésis de aumentar el flujo dentro de los microcanales y
de esta forma, disminuir los tamafios y polidispersidad de las nanoparticulas de oro, buscando
aumentar el rendimiento de la reaccion. Para lograrlo, se propuso utilizar el Dispositivo B1,
cuya longitud del serpentin fabricado en PDMS era menor. A la salida del microchip se
colocé un tubo fabricado de un material diferente (politetrafluoroetileno, PTFE) sumergido
en agua con calentamiento constante (90°C), tomando como referencia la temperatura de
reaccion aplicada en la sintesis de Turkevich.
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111.3.6. Analisis cualitativo de las AuNPs sintetizadas por el método de
flujo continuo con enfoque hidrodinamico en una sola fase (Dispositivo
B1)

Los experimentos efectuados en el Dispositivo B1, se hicieron utilizando diferentes flujos
totales, primero a 500 pL/h y después a 1000 pL/h, manteniendo la relacion 1:1 respecto al
flujo de las disoluciones de citrato:oro. Este dispositivo utiliza ademas el principio de
enfoque hidrodindmico para el mezclado de los reactivos, el cual se lleva a cabo a temperatura
ambiente (22 °C). Después, el serpentin de PTFE, al final del microchip, calienta los reactivos
a 90 °C y aumenta el tiempo de residencia a 30 min para el primer flujo y 15 min cuando se
trabaja a 1000 pL/h (Figura 62).

V@ PR\ 7

Figura 62. Plataforma microfluidica utilizando Dispositivo B1, para efectuar la sintesis de AuNPs
aplicando el método de fujo continuo con enfoque hidrodindmico en una sola fase. Entradas del
microchip sefialadas como (il e i2) y salida indicada como (s). Serpentin fabricado de PTFE
sumergido en agua con calentamiento constante (90 °C).

Visualmente, se pudieron apreciar diferencias significativas entre las dispersiones coloidales
obtenidas a dos diferentes flujos (Figura 63). Por un lado, la muestra k (flujo total: 500 uL/h),
exhibe un color morado, similar al de la muestra i, pero de aspecto turbio, lo que pudiera
denotar tamafios mayores de nanoparticulas. En cambio, al duplicar el flujo, se obtuvo la
dispersion | (flujo total: 1000 uL/h), la cual tiene un color rojo transldcido, caracteristico de
AUNPs con tamafios menores. Cabe resaltar que, tras un seguimiento de varios dias (7 dias),
la muestra k, presenta la formacion de precipitado en el fondo del tubo Eppendorf ®, mientras
que la muestra I, no lo presento, al menos a simple vista.
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Figura 63. Dispersiones coloidales de AuNPs sintetizadas con el microchip de microfluidica
(Dispositivo B1) usando el método de flujo continuo con enfoque hidrodindmico para una sola fase,
trabajando a dos diferentes flujos y tiempos de residencia: k) 500 pL/h con un tiempo de residencia
de 30 min, I) 2000 uL/h con un tiempo de residencia de 15 min. Serpentin de PTFE a la salida del
microchip sumergido en agua con calentamiento constante (90 °C).

111.3.7. Espectros de absorcion electronica en la region visible de las
AUNPS obtenidas por el método de flujo continuo con enfoque
hidrodinamico en una sola fase (Dispositivo B1)

Posteriormente, se analizaron las muestras k y | por triplicado para conocer y comparar su
respectivo espectro de absorcion electrdonica en la region visible, observando lo siguiente:
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Figura 64. Espectros de absorcién electronica en la region visible correspondientes a dispersiones
coloidales de AuNPs sintetizadas con el microchip de microfluidica (Dispositivo B1) usando el
método de flujo continuo con enfoque hidrodindmico para una sola fase, trabajando a dos diferentes
flujos y tiempos de residencia: k) 500 pL/h con un tiempo de residencia de 30 min, 1) 2000 pL/h con
un tiempo de residencia de 15 min. Serpentin de PTFE a la salida del microchip sumergido en agua
con calentamiento constante (90 °C).

Los espectros de absorcion de las muestras k y | presentan diferencias (Figura 64). En el caso
de la muestra k, su valor de Aspr=530 nm es casi el mismo valor de Aspr Obtenido para la
dispersion i, lo cual coincidiria con sus resultados cualitativos, donde la coloracion de estas
dispersiones son similares entre si. Al duplicar el flujo total hasta llegar a 1000 pL/h (muestra
), la sefial del pico de resonancia de plasmén superficial fue igual a 522 nm, este
desplazamiento hacia la izquierda del espectro electromagnético en la region del visible
implicaria una reduccion del tamafio de las nanoparticulas.
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En ambos casos, el colocar el serpentin a la salida del microchip favorece el rendimiento de
la reaccion, dando un mayor tiempo de residencia a los reactivos, disminuyendo el depdsito
de las AuNPs en las paredes del serpentin de PTFE. Lo anterior, se puede ver reflejado en un
aumento de la absorbancia: 0.80 para la muestra k, y 1.08 para la muestra I, en comparacion
con las muestras obtenidas con el Dispositivo Al, cuyas muestras i y j, presentaron valores
de Aspr=0.32 y 0.14, respectivamente.

111.3.8. Distribucion de la intensidad del tamafio de AuNPs para
experimentos en Dispositivo B1 utilizando DLS

Al realizar un analisis por triplicado de las muestras k y | en el equipo DLS, se obtuvo la
siguiente informacion:
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Figura 65. Distribucion de la intensidad del tamafio de particula e indice de polidispersidad (PDI)
correspondientes a dispersiones coloidales de AuNPs sintetizadas con el microchip de microfluidica
(Dispositivo B1) usando el método de flujo continuo con enfoque hidrodindmico para una sola fase,
trabajando a dos diferentes flujos y tiempos de residencia: k) 500 pL/h con un tiempo de residencia
de 30 min, ) 1000 pL/h con un tiempo de residencia de 15 min. Serpentin de PTFE a la salida del
microchip sumergido en agua con calentamiento constante (90 °C).

La distribucion de la intensidad del tamafio de particula obtenido en la muestra k, sefiala la
existencia de dos poblaciones de nanoparticulas cuyas intensidades son similares entre si. La
primera poblacion, presenta diametros hidrodindmicos que se encuentran entre 16 y 60 nm,
mientras que la segunda poblacion tiene tamarfios desde 61 hasta 342 nm. Ademas, el valor
de PDI: 0.453 de esta muestra es menor en comparacion con la dispersion i (PDI: 0.575),
sintetizada esta ultima con un flujo total de 344.82 puL/h en el Dispositivo Al. Por otra parte,
al duplicar el flujo (muestra I) se observé una sola familia de nanoparticulas (monomodal),
con diametros hidrodindmicos en un intervalo de tamafios desde 30 hasta 106 nm cuyo valor
de PDI fue igual a 0.263 (Figura 65). Esto significé una reduccion considerable en la
polidispersidad de las AuNPs.

80



111.3.9. Micrografias obtenidas por microscopia electronica de
transmision (TEM) de las AuNPs sintetizadas dentro del Dispositivo B1

Las micrografias que se muestran en la Figura 66 se refieren al analisis de la muestra k sin
diluir de las AuNPs sintetizadas dentro del Dispositivo B1.

Muestra k

Figura 66. Micrografias obtenidas por microscopia electronica de transmisién (TEM)
correspondientes a una dispersion coloidal de AuNPs (muestra k) sintetizada con el microchip de
microfluidica (Dispositivo B1) usando el método de flujo continuo con enfoque hidrodinamico para
una sola fase, trabajando a 500 uL/h con un tiempo de residencia de 30 min. Serpentin de PTFE a la
salida del microchip sumergido en agua con calentamiento constante (90 °C).

En estas micrografias se observa que los tamafios de las nanoparticulas de oro son diversos
(entre 20 y 70 nm). Ademas, se presentan formas diferentes a las esféricas y/o semiesféricas
como son aquellas particulas que se encuentran circuladas, e incluso se observaron formas
triangulares (primera micrografia de izquierda a derecha). La aglomeracion de estas
nanoparticulas seria consistente con los tamafios mayores observados por DLS, asi como con
la polidispersidad de las poblaciones sefialadas. Aunque a simple vista no se observé la
formacion de precipitado, microscopicamente pudieron haberse aglomerado las
nanoparticulas, razén por la que existen diversos tamafios.

Las micrografias que corresponden a la muestra | (Figura 67) denotan una distribucion de
tamafios mucho mas homogénea, formas esféricas mejor definidas, asi como la disminucién
de la aglomeracién de las nanoparticulas. Incluso en la micrografia donde la escala
corresponde a 200 nm, la aglomeracion no es tan evidente en comparacion con las
dispersiones previamente sintetizadas.
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Muestra |

Figura 67. Micrografias obtenidas por microscopia electrénica de transmision (TEM)
correspondientes a una dispersion coloidal de AuNPs (muestra [) sintetizada con el microchip de
microfluidica (Dispositivo B1) usando el método de flujo continuo con enfoque hidrodindmico para
una sola fase, trabajando a 1000 pL/h con un tiempo de residencia de 15 min. Serpentin de PTFE a
la salida del microchip sumergido en agua con calentamiento constante (90 °C).

111.3.10. Histograma de tamarios de las AuNPs sintetizadas dentro del
Dispositivo B1

Las imagenes adquiridas con el microscopio electrénico fueron analizadas usando el software
Image J, tomando en cuenta un minimo de 60 NPs de oro para realizar un muestreo estadistico
referente a la distribucion de tamafios, obteniendo la siguiente informacion:
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Figura 68. Histograma de la distribucion de diametros de las AuNPs (muestra ) sintetizada con el
microchip de microfluidica (Dispositivo B1) usando el método de flujo continuo con enfoque
hidrodinamico para una sola fase, con un didmetro promedio igual a 16.6 + 2.4 nm.
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El histograma (Figura 68) de la muestra | permitid visualizar una baja polidispersidad de las
nanoparticulas de oro, asi como un intervalo estrecho de tamarfios que va desde 11 nm hasta
21 nm, calculando un didmetro promedio igual a 16.6 £ 2.4 nm. A pesar de que este tamafio
fue ligeramente mayor en comparacion con el ¢ promedio obtenido por el método de
Turkevich en macroescala (15.6 £ 4.4 nm), la sintesis de las AuNPs usando el Dispositivo
B1 bajo estas condiciones experimentales, demostr6 ser un buen método para fabricar
nanoparticulas estables y con menor polidispersidad.

Los mejores resultados obtenidos sintetizando AuNPs con el Dispositivo B1, en comparacion
con el Dispositivo A1, se pueden deber a varias razones, incluyendo: El disefio del microchip,
donde la aplicacion del enfoque hidrodinamico pudo haber contribuido a que la difusion de
los reactivos se efectuara de forma mas rapida, en comparacion con un mezclado mas lento
por difusién simple como fue en el caso de las muestras i y j, sintetizadas a flujos totales
menores (344.82 y 172.34 uL/h, respectivamente). Lo anterior, coincide con la literatura
donde se ha reportado que cuando una reaccion se encuentra confinada dentro de un enfoque
hidrodinadmico, la difusién de los reactivos es méas rapida y homogénea, sobre todo al utilizar
flujos altos, como fue el caso de la muestra | (flujo total igual a 1000 pL/h), promoviendo un
mezclado mas eficiente, favoreciendo asi la cantidad de producto obtenida por unidad de
tiempo (ver Figura 13) %8,

Otros factores, fueron la temperatura y los tiempos de residencia. Por una parte, durante los
experimentos desarrollados con el Dispositivo Al, se aplicé calentamiento directo al
microchip a una temperatura de 70 °C, manejando tiempos de residencia de 5y 10 minutos.
Sin embargo, después de 20 minutos, se observé el depdsito de Au en el interior de las
paredes de PDMS disminuyendo el rendimiento de la reaccion. Mientras que, con el
Dispositivo B1, se acortd la longitud del serpentin de PDMS y se mantuvo el chip a
temperatura ambiente, disminuyendo el depdsito de Au. En este ultimo caso, se aumentaron
los tiempos de residencia (entre 15y 30 min), colocando a la salida del chip un tubo de PTFE,
sumergido en agua a una temperatura de 90 °C, sin llegar a notar una deposicion significativa
de AuNPs.

Por lo tanto, la aplicacion de enfoque hidrodinamico dentro de los microcanales, el manejo
de flujos y temperaturas altas, puede ayudar a la formacién de un mayor nimero de semillas
en las etapas iniciales de la reaccién, dando lugar a particulas mas pequefias y homogéneas
15 haciendo notar que en el caso de la muestra k, a pesar de haber trabajado con la misma
plataforma microfluidica usando el Dispositivo Bl, la velocidad de flujo no fue lo
suficientemente alta como para producir un gran nimero de semillas, sintetizando particulas
mas grandes y polidispersas.
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111.4. Método de flujo continuo en una sola fase con cavitacion (Dispositivo C1)

Con el objetivo de optimizar la sintesis de nanoparticulas de oro, ademas de proponer un
método poco utilizado, se tomaron en cuenta las condiciones experimentales
correspondientes a la muestra | y se ejecuto la siguiente serie de experimentos donde se aplico
el método de flujo continuo una sola fase con cavitacion para generar un flujo turbulento
dentro de los microcanales propiciando la mezcla de los reactivos de forma rapida y
homogénea.

I111.4.1. Analisis cualitativo de las AuNPs sintetizadas por el método de
flujo continuo en una sola fase con cavitacion (Dispositivo C1)

El montaje experimental usando el Dispositivo C1 fue el siguiente (Figura 69). El
piezoeléctrico que se adherio junto al microchip trabajé a1 Vy 61 KHz generando cavitacion
dentro de los microcanales.

Figura 69. Plataforma microfluidica utilizando el Dispositivo C1, para efectuar la sintesis de AuNPs
aplicando el método de flujo continuo en una sola fase con cavitacion. Entradas del microchip
sefialadas como (i1, i2, i3 e i4) y salida indicada como (O). Serpentin fabricado de PTFE sumergido
en agua con calentamiento constante (90 °C).

La dispersion coloidal (Figura 70) corresponde al producto obtenido tras realizar la sintesis
de nanoparticulas de oro utilizando el Dispositivo C1, sin someter el microchip a
calentamiento directo, pero colocando un serpentin a la salida sumergido en agua con
calentamiento constante (90 °C). Se utiliz6 un flujo total igual a 1000 pL/h (tiempo de
residencia de 15 minutos), manteniendo la relacion 1:1 respecto al flujo de citrato:oro.
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Figura 70. Dispersidn coloidal de AuNPs sintetizadas con el microchip de microfluidica (Dispositivo
C1) usando el método de flujo continuo en una sola fase con cavitacién, trabajando a 1000 pL/h con
un tiempo de residencia de 15 min. Serpentin de PTFE a la salida del microchip sumergido en agua
con calentamiento constante (90 °C).

La muestra m, exhibe un color rosado, a diferencia de la muestra I, sintetizada bajo las mismas
condiciones, pero sin cavitacion. Esta ultima dispersion tiene un aspecto turbio, como en el
caso de la muestra k, donde se lograron apreciar formas diferentes a la esférica y distintos
tamafos de particula. Tras dar un seguimiento a la muestra, manteniéndola en observacion
durante una semana, se logro apreciar la rpida formacion de precipitado en el fondo del tubo
Eppendorf ® que contenia la muestra.

I11.4.2. Espectro de absorcion electronica en la region visible
correspondiente a la dispersion coloidal obtenida por el método de flujo
continuo en una sola fase con cavitacion (Dispositivo C1)

Se realizo el analisis de la muestra m. Cada medicién realizada en el espectrofotometro de
absorcion electronica en la region del visible fue hecha por triplicado, en un intervalo de
longitud de onda desde 350 hasta 650 nm (Figura 71).
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Figura 71. Espectro de absorcion electrénica en la region visible correspondientes a la dispersion
coloidal de AuNPs (muestra m) sintetizada con el microchip de microfluidica (Dispositivo C1)
usando el método de flujo continuo en una sola fase con cavitacién, trabajando a 1000 pL/h con un
tiempo de residencia de 15 min. Serpentin de PTFE a la salida del microchip sumergido en agua con
calentamiento constante (90 °C).
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El espectro de absorcion (Figura 71) de la dispersion coloidal de la muestra m (sin diluir)
presenta un valor de Aspr=522 nm, este valor coincide con la longitud de onda maxima en la
muestra I, lo que sugiere la formacion de AuNPs de tamafio similares. Sin embrago, en este
caso, la absorbancia (0.20) disminuy6 en un 80% en comparacion con dicha muestra, lo que
pudo haber sido causado por la rapida precipitacion de las AuNPs.

111.4.3. Distribucién de la intensidad del tamafio de AuNPs para
experimentos en Dispositivo C1 utilizando DLS

Los andlisis en el equipo de DLS de la muestra m se realizaron por triplicado, recabando la
siguiente informacion.
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Figura 72. Distribucion de la intensidad del tamafio de particula e indice de polidispersidad (PDI)
correspondiente a una dispersion coloidal de AuNPs (muestra m) sintetizada con el microchip de
microfluidica (Dispositivo C1) usando el método de flujo continuo en una sola fase con cavitacion,
trabajando a 1000 plL/h con un tiempo de residencia de 15 min. Serpentin de PTFE a la salida del
microchip sumergido en agua con calentamiento constante (90 °C).

La distribucién de la intensidad del tamafio de particula (Figura 72) correspondiente a la
muestra m sefiala la existencia de mas de una familia de nanoparticulas a comparacion de la
muestra |, sintetizada bajo las mismas condiciones experimentales, pero sin generar
cavitacion. En este caso, estan presentes una primera poblacién de izquierda a derecha, con
un didmetro hidrodinamico promedio igual a 4 £ 1 nm, una segunda poblacién que abarca
desde los 10 hasta los 24 nm y finalmente la tercera que tiene el pico més intenso y que va
desde los 25 hasta 106 nm. Las diversas familias podrian indicar la agregacion de la muestra,
y/o la mezcla de diferentes tamafios de particula, la cual es una desventaja al momento de
caracterizar este tipo de muestras por DLS. A pesar de esto, la muestra m, tiene la segunda

polidispersidad méas baja de todas las muestras estudiadas, solo ligeramente por encima de la
muestra |.
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I11.4.4. Micrografias obtenidas por microscopio electrénico de
transmision (TEM) de las AuNPs sintetizadas dentro del Dispositivo C1
con cavitacion

Las micrografias siguientes (Figura 73) se refieren al anélisis de la muestra m (sin diluir)

sintetizada con el Dispositivo C1.
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Figura 73. Micrografias obtenidas por microscopia electronica de transmision (TEM)
correspondientes a una dispersion coloidal de AuNPs (muestra m) sintetizada con el microchip de
microfluidica (Dispositivo C1) usando el método de flujo continuo en una sola fase con cavitacion,
trabajando a 1000 pL/h con un tiempo de residencia de 15 min. Serpentin de PTFE a la salida del
microchip sumergido en agua con calentamiento constante (90 °C).

Las micrografias muestran que las formas de las nanoparticulas en su mayoria son esféricas,
con algunas excepciones observando particulas en forma triangular, como se logra apreciar
en la segunda fotografia de izquierda a derecha. La distribucion de tamafios es mas
homogénea en comparacion con la muestra k, donde se distinguieron diferentes formas y una
variacion notable de tamafios. Tal como ocurrié con la muestra I, la aglomeracién de las
nanoparticulas es menor. Sin embargo, se lleg6 a observar la formacion de nanoparticulas de
mayor tamafio, como se muestra en la primera micrografia de derecha a izquierda.

En este caso, los mayores tamafios de particula pudieron haber sido causado por errores
experimentales donde el piezoeléctrico dejaba de generar cavitacion por algn periodo corto
de tiempo (segundos), provocando que la mezcla de los reactivos no se llevara a cabo de
forma homogénea. También pudo haber sido consecuencia de haber utilizado un disefio de
microchip que ya no tenia enfoque hidrodinamico.
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11.4.5. Histograma de tamafos de las AuNPs sintetizadas dentro del
Dispositivo C1 con cavitacion

Las imagenes adquiridas con el microscopio electronico fueron analizadas usando el software
Image J, tomando en cuenta un minimo de 60 AuNPs para realizar un muestreo estadistico
referente a la distribucion de tamafios obteniendo la siguiente informacion:

18
164 <D>=1722%34
14+
12+
10+
8.

# de particulas

= b2 o

6 8 10 12 14 16 18 20 22 24
Tamano de particula (d. nm)

Figura 74. Histograma de la distribucion de didmetros de las AuNPs (muestra m) sintetizada con el
microchip de microfluidica (Dispositivo C1) usando el método de flujo continuo en una sola fase con
cavitacion, con un didmetro promedio de 17.2 £+ 3.4 nm.

La distribucion de tamarfios de las nanoparticulas de oro que se muestran en el histograma
(Figura 74) indican intervalos de tamafios desde 9 nm hasta 23 nm, calculando un didmetro
promedio igual a 17.2 + 3.4 nm. Este tamafio es ligeramente mayor en comparacion con el
didmetro promedio obtenido para la muestra m (16.6 + 2.4 nm), sintetizada bajo las mismas
condiciones experimentales, pero sin generar cavitacion dentro de los microcanales.

En esta serie de experimentos, donde se aplico cavitacion para generar un flujo turbulento
dentro en interior de los microcanales, se logré llevar a cabo la sintesis de las AuNPs
obteniendo formas esféricas cuya distribucion de tamafios se asemeja a los resultados del
método por enfoque hidrodindmico (muestra I). Una de las ventajas de la cavitacion fue que
disminuy6 notablemente el dep6sito de Au en las paredes de PDMS y de PTFE, esto fue
posible constatarlo gracias a que la reaccion fue monitoreada en tiempo real utilizando una
camara digital Dino Lite ®. Sin embargo, el aspecto turbio de la dispersion final, atribuible
a la cavitacidon, disminuyd considerablemente el rendimiento de la reaccion (baja
absorbancia). Al usar las técnicas de DLS y TEM, el tamafio y la distribucion de las AuNPs
fueron muy semejantes a la muestra |. En resumen, el efecto de cavitacion no tuvo el impacto
que se esperaba.
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111.5. Método de flujo segmentado en dos fases (nanoemulsiones)

La sintesis de nanoparticulas de oro dentro de macroemulsiones (diametro de gota =~ 100um)
formadas en microchips de microfluidica ha presentado ciertas ventajas en cuanto a
optimizacion de propiedades °’. Sin embargo, la sintesis de AuNPs en nanoemulsiones
(didmetro de gota < 1000 nm) utilizando microfluidica, ain no se ha estudiado, razén por la
cual se desarrollaron la siguiente serie de experimentos.

111.5.1. Analisis cualitativo de las nanoparticulas de oro sintetizadas por el
método de flujo segmentado en dos fases (nanoemulsiones) utilizando el
Dispositivo C1

Los resultados que se muestran a continuacion corresponden a las hanoemulsiones (n y 0)
sintetizadas aplicando el método de flujo segmentado en dos fases. De primera instancia, se
propuso utilizar una relacion hexadecano:agua igual a 9:1 y un tensoactivo soluble en aceite
(span 80) para favorecer la formacion de una emulsién de agua en aceite. La mezcla de las
fases para generar nanoemulsiones se realizd utilizando el Dispositivo C1 aplicando
ultrasonido. La fase acuosa consistio en una mezcla formada in situ de HAuCls y citrato de
sodio para que se formaran las nanoparticulas de oro dentro de las nanogotas. Los siguientes
reactivos se introdujeron en las siguientes concentraciones y flujos: i1) solucién de citrato de
sodio (1.7 mM, 40 uL/h), i2) sal precursora de oro (0.5 mM, 60 pL/h), i3) hexadecano puro
(450 pL/ h), i4) hexadecano mezclado con span 80 al 0.1 %, (450 pL/h), sumando un flujo
total igual a 1000 uL/h (ver seccion 11.5.2 para mas detalles). Las dos nanoemulsiones
obtenidas se muestran en la Figura 75.

4

Figura 75. Emulsiones sintetizadas dentro de un microchip de microfluidica (Dispositivo C1),
aplicando el método de flujo segmentado en dos fases donde: n) La emulsién generada en el microchip
recolectada directamente en un tubo Eppendorf ® (22 °C). 0) La emulsion generada en el microchip
fue recolectada en un tubo Eppendorf ® que fue sumergido simultdneamente en un vaso de
precipitado donde se mantenia en calentamiento constante (90 °C).
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La emulsion n fue recolectada del microchip y se mantuvo a temperatura ambiente (22°C).
Su apariencia es blanca lechosa, caracteristica de las emulsiones (Figura 75). Sin embargo,
a simple vista no se logro distinguir coloracion alguna que diera indicios de la formacién de
nanoparticulas de oro.

En cuanto a la emulsion o, esta fue sometida a calentamiento a una temperatura constante de
90 °C durante 40 minutos siendo éste el tiempo que se mantuvo funcionando el microchip.
Su apariencia fisica es transldcida, mas parecida a una microemulsion, aunque de igual forma
no se logra apreciar algan color caracteristico que de indicios de la formacion de las AuNPs.

Ambas emulsiones (n y o) fueron monitoreadas de forma visual durante 4 semanas, tomando
en cuenta la posible separacion de fases o la precipitacion en dado caso de las nanoparticulas.
Sin embargo, las emulsiones permanecieron en una sola fase durante en el lapso en que se
mantuvieron en observacion.

111.5.2. Distribucion de la intensidad del tamafio de gota de las
nanoemulsiones para experimentos en Dispositivo C1, utilizando DLS

Para caracterizar el tamafio de las gotas de las nanoemulsiones formadas dentro del
Dispositivo C1, se utilizé el equipo de DLS (Figura 76). Cada una de las muestras (n y o)
se diluyd 10 veces con hexadecano y se analizo por triplicado para determinar su distribucion
de la intensidad del tamafio de gota e indice de polidispersidad (PDI) correspondientes.

y Emulsion dilucion (.1 p Emulsion con calentamiento dilucion 0.1
[f Flujo total: 1000 L/ hr © Flujo total: 1000 pL/hr
7 8
& 7 Py
= g PDI: 0.697 i PDI: 0.395
£ g4
23 2
= =3
w2 Fa
1 1
o0 — S 0 —— —=
1 10 100 1000 10000 1 10 100 1000 10000
Didimetro hidrodindmico (nm) Disimetro hidrodindmico (nm)

Figura 76. Distribucion de la intensidad del tamafio de particula e indice de polidispersidad (PDI)
correspondientes a las emulsiones sintetizadas dentro de un microchip de microfluidica (Dispositivo
C1), aplicando el método de flujo segmentado en dos fases, donde: n) La emulsién generada en el
microchip recolectada directamente en un tubo Eppendorf ® (25 °C). 0) La emulsion generada en el
microchip fue recolectada en un tubo Eppendorf ® que fue sumergido simultdneamente en un vaso
de precipitado donde se mantenia en calentamiento constante (90 °C) durante 40 minutos. Ambas
muestras diluidas con hexadecano 10 veces.
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Las distribuciones de la intensidad del tamafio de particula (Figura 76) son similares en
ambos casos e indican la existencia de nanogotas con una variedad de diametros
hidrodinamicos muy amplia que abarcan desde los 30 hasta los mas de 1000 nm de didmetro.
En el caso de la muestra n, (22 °C), se logra visualizar un hombro, mientras que para la
muestra o donde si se aplicO calentamiento, la distribucion de tamafios ya no sigue el
comportamiento de muestra bimodal, pero aun conserva ain una distribucion muy amplia,
con un indice de polidispersidad menor en comparacion con la muestra n. Una posible razon
por la que se obtuvo un PDI tan alto para la muestra n, pudo haber sido la alta concentracion
de la muestra. Para corroborarlo, esta emulsion se diluyé 10 veces mas y se determind
nuevamente su distribucién de la intensidad del tamafio de gota (Figura 77).

Emulsién dilueidon (.01

Eﬁj Flujo total: 1000 pL} hr
14
12
0 PDI: 0.290
2
= 8
a4
25
£
2
0 . |
1 10 100 1000 10000

Didmetro hidrodindmico (nm)

Figura 77. Distribucion de la intensidad del tamafio de gota e indice de polidispersidad (PDI)
correspondiente a una emulsion sintetizada dentro con un microchip de microfluidica (Dispositivo
C1), aplicando el método de flujo segmentado en dos fases donde: n) La emulsion generada en el
microchip recolectada directamente en un tubo Eppendorf ® (22 °C). La muestra fue diluida 100
veces con hexadecano.

La nueva dilucion de la muestra n permitié observar una distribucién de tamafios mas
estrecha, disminuyendo también el valor del PDI a poco mas de la mitad en comparacién con
la misma muestra diluida solo 10 veces en hexadecano.

Posteriormente, se repitieron las condiciones experimentales de la muestra o aplicando el
método de flujo segmentado en dos fases, cambiando la relacion aceite:agua (7:3) con
calentamiento. Al final del experimento se recolectaron 6 muestras en diferentes tubos
Eppendorf ® denominadas como: 1A, 2A, 3A, 4A, 5A, 6A. Las dos primeras muestras se
mantuvieron como control, mientras que el resto se les dio un tratamiento para romper la
emulsion y tratar de recuperar las posibles AuUNPS sintetizadas. Con este fin, las muestras
3A, 4A, 5A, 6A se centrifugaron durante 20 min a 1500 RPM a una temperatura de 20 °C.
Después de esto, se removio la fase organica superior y se agregaron 100 uL de hexadecano
para hacer los lavados y diluir el tensoactivo. Este procedimiento se repitio adicionando ahora
200 pL de hexadecano. Estos pasos se repitieron al menos 4 veces para cada una de las
muestras apreciando lo siguiente:
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Figura 78. Separacion de fases de emulsiones sintetizadas dentro de un microchip de microfluidica,
aplicando el método de flujo segmentado en dos fases. En la fotografia se observa el cuarto y ultimo
lavado con hexadecano para cada una de las muestras 3A, 4A, 5A 'y 6A.

La Figura 78 muestra la apariencia fisica de las dos fases separadas por centrifugacion
después de haber realizado 4 lavados. En el caso de la muestra 3A no se logro visualizar
algun precipitado colorido o algin producto que indique la formacion de las nanoparticulas
de oro. Sin embargo, en el caso de las muestras restantes, si se encontrdé un pequefio punto
colorido en la interfase (muestras 4A y 6A) o en el fondo del tubo Eppendorf ® (muestra
5A).

A pesar de que esta prueba podria ser concluyente para determinar la posible sintesis de las
nanoparticulas de oro dentro de la emulsion, el volumen de las muestras recolectadas no fue
suficiente para su posterior caracterizacion por lo que representa otra area de oportunidad
para perfeccionar el método en investigaciones futuras.
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111.6. Resumen de resultados para la sintesis de nanoparticulas de oro (AuNPS)

La siguiente tabla presenta los principales resultados obtenidos en este trabajo de investigacion.

Tabla 10. Resumen de resultados de sintesis de nanoparticulas de oro fabricadas en diferentes reactores.

A, de la by e la Diametro
Reactor utilizado Volumen del Flujo Total (uL/ | Temperatura del | . o . . r . promedio de las | Morfologia de las
. R dispersion coloidal |dispersién coloidal| PDI por DLS
en la sintesis reactor (uL) hr) reactor ( °C) . . AuNPs (nm) por AuUNPs
final (u.a) final (nm)
TEM

Vaso de
Precipitado 1x10° sin flujo 90 1.6886 523 0.209 156+ 4.4 esféricas
Método de
Turkevich
)';";”F‘:disloosmf’o 172.34 0.14 535 0.444

: Flujo continuo .

! 28 70 20+3 esféricas

en reactor de
PDMS 344.82 0.32 531 0.575
g"licgdisloosmf’o 500 0.8 530 0.453 es}ceri;:;;:ir;?elgares'

- Flujo continuo 245 90 16.6+2.4
en serpentin de
PTFE 1000 1.08 522 0.263 esféricas
Microdispositivo
C1: Flujo continuo
con cavitaciony 245 1000 90 0.2 522 0.298 17.2+34 esféricas

serpentin de
PTFE




CONCLUSIONES

El método de Turkevich es el método més utilizado hoy en dia para sintetizar nanoparticulas
de oro gracias a: la simplicidad de las condiciones de reaccion en el laboratorio, el relativo
bajo costo de los reactivos, ademas del tiempo requerido para efectuar la reaccion (5
minutos). Sin embargo, presenta limitaciones importantes, como es el control deficiente de
los pardmetros que definen el tamafio final, la morfologia y la polidispersidad de las
nanoparticulas. Por esta razon, persiste el interés por describir protocolos mas robustos v el
uso de técnicas alternativas como las aplicadas a microfluidica, que tomen en cuenta la
influencia de factores como la temperatura, la relacion molar [citrato]/[Au*] y cambios de
pH, entre otros, que definen el mecanismo de reaccidn en las diferentes etapas de la sintesis.

La concentracion de las AuNPs sintetizadas en macroescala (100 mL) fue estimada utilizando
el método de Haiss y colaboradores °, basandonos en el valor de sus absorbancias medidas
a las longitudes de onda de 450 y 523 nm. Al correlacionarlas, fue posible calcular los
diametros teoricos asociandolos con su coeficiente de extincion molar medido a una longitud
de onda de 450 nm (e4s50). Con esta informacion, se obtuvo la concentracion en mol/L de las
AUNPs calculadas entre 1.7 a 3.1 nM, correspondientes a didmetros de entre 21 y 26 nm, sin
embargo, con nuestro método experimental, al observar estas nanoparticulas por TEM, se
obtuvieron tamafios menores, de entre 9 y 23 nm, como se observa en el histograma de la
Figura 48, cuyo diametro promedio fue igual a 15.6 + 4.4 nm.

En este trabajo se emplearon cuatro diferentes disefios experimentales que involucraron
técnicas de microfluidica para fabricar nanoparticulas de oro: a) mezclado por difusion
simple en una sola fase, b) mezclado por difusion con enfoque hidrodindmico para una sola
fase, ¢) mezclado turbulento en una sola fase con cavitacion y d) flujo segmentado en dos
fases (nanoemulsiones).

En el caso a), utilizando el Dispositivo Al, se desarrollé el método de flujo continuo en una
sola fase aplicando calentamiento directo al microchip (70 °C). Debido a la afinidad de las
AUNPs con el PDMS hubo una disminucion en el rendimiento de las reacciones comparadas
con la técnica a macroescala. Esto conforme a los valores de absorbancia de las muestras iy
J (Aspr= 0.32 y 0.14). Ademas, se observaron sefiales del pico de resonancia de plasmon
superficial ligeramente desplazadas hacia la derecha (Aspr: 531 y 535 nm) en comparacién
con las AuNPs sintetizadas por el método de Turkevich en macroescala, indicando la
formacién de nanoparticulas ligeramente mas grandes. Asi mismo, los indices de
polidispersidad (PDI= 0.575 y 0.444) indicaron la existencia de poblaciones de
nanoparticulas méas diversas y la posible agregacion de estas. Por otro lado, al analizar la
muestra i por microscopia electrénica de transmision, se observaron AuNPs en su mayoria
esféricas, con algunas formas ovaladas y aglomeradas entre si, con didmetro promedio igual
a 20 nm.
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En resumen, los resultados con el Dispositivo Al, fueron relevantes para deducir que es
posible fabricar AUNPs de mayor tamario cuando el flujo al interior de los microcanales es
menor. Esto debido a que el mezclado por difusion simple de los reactivos es mas lento
cuando se ocupa un menor flujo, impidiendo el desplazamiento répido de los iones de oro
[AuCl4] hacia las especies menos reactivas [AuCls-x(OH)1+x], tras la agregacion del citrato
de sodio. En consecuencia, el niumero de semillas formadas en las etapas iniciales de la
reaccion es bajo, generando particulas polidispersas conforme la reaccion de nucleacion se
efectia de manera poco uniforme *>2¢.

Los mejores resultados se obtuvieron aplicando la técnica b) usando el Dispositivo B1, donde
se llevo a cabo el método de flujo continuo con enfoque hidrodindmico para una sola fase
trabajando a dos diferentes flujos totales de 500 y 1000 uL/h, correspondientes a las muestras
Kk y I, respectivamente. En comparacion con la técnica a), hubo un incremento en los valores
de absorbancia (Aspr= 0.8 y 1.08), ademas del desplazamiento hacia la izquierda de las
sefiales del pico maximo referente al SPR (Aspr: 530 y 522 nm), lo que implic6 un mayor
rendimiento y AuNPs mas pequefias. Las distribuciones de la intensidad del tamafio de
particula e indice de polidispersidad (PDI= 0.473 y 0.263) contrastan entre si. Para la
muestra k, se observan dos familias de nanoparticulas, una de ellas con diametros
hidrodindmicos mayores a 100 nm, mientras que al duplicar el flujo (muestra I), la
distribucion de tamafios exhibe una sola familia, logrando disminuir hasta 12% la
polidispersidad de las AuNPs en comparacién con aquellas sintetizadas por el método de
Turkevich en macroescala. Las micrografias obtenidas por TEM para la muestra k, sefialan
la presencia de nanoparticulas con diferentes tamafios y de formas esféricas, triangulares y
hexagonales. Mientras que para la muestra I, la morfologia de las nanoparticulas fueron
formas esféricas bien definidas, con una distribucion de tamafios mas homogénea y diametros
promedios de 16.6 £+ 2.4 nm, sin la presencia significativa de aglomerados. Comparada con
la muestra obtenida por el método a macroescala (15.6 + 4.4 nm). Al calcular el coeficiente
de variacion (desviacion estandar), la polidispersidad de la AuNPs se redujo hasta un 50%.
Esta optimizacion de resultados ocurrié por varias razones, entre ellas: el uso del enfoque
hidrodindmico, trabajar a flujos altos y mantener la reaccion a una temperatura de 90°C. Estos
factores reducen el tiempo de mezclado, lo que a su vez podria mejorar la velocidad de
nucleacion en el interior de las paredes de los microcanales, promoviendo la formacion de
una mayor cantidad de semillas en las etapas iniciales de la reaccion, resultando en
nanoparticulas esféricas mas pequefias con una distribucion de tamafios mas homogénea y
menos polidispersas.

Al aplicar el método de flujo continuo en una sola fase con cavitacion (caso ¢, Dispositivo
C1), manteniendo el flujo total a 1000 pL/h y 15 min de tiempo de residencia, las
nanoparticulas de oro también presentaron formas esféricas bien definidas, algunas de mayor
tamafio con didmetros promedios de 17.2 £ 3.4 nm. Sin embargo, la absorbancia de la
muestra m disminuy0, contrario a lo que se esperaba, lo que significd un menor rendimiento.
Gracias a los analisis realizados en el DLS, fue posible determinar la existencia de diversas
familias de nanoparticulas con didmetros hidrodindmicos incluso mas pequefios en
comparacion con aquellos experimentos donde no se aplico cavitacion.
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El valor de indice de polidispersidad ligeramente mas alto en comparacion con la muestra [,
podria ser atribuido a problemas con el piezoeléctrico que por algun periodo corto de tiempo
(segundos) dejaba de generar cavitacion, provocando que la mezcla de los reactivos no se
Ilevara a cabo de forma homogénea, ademas del disefio de microchip que ya no tenia enfoque
hidrodinamico. Sin embargo, una de las ventajas de la cavitacion fue la minima deposicion
de AuNPs en las paredes de los microcanales, posiblemente a que todo el sistema vibra a una
alta frecuencia. Por lo que se propone disefar una plataforma microfluidica aplicando
cavitacion, pero con un disefio que aplique enfoque hidrodinamico.

Para el caso d) se efectuaron los experimentos referentes al método de flujo segmentado en
dos fases (nanoemulsiones) usando el Dispositivo C1. Al romper la nanoemulsion, se pudo
observar una pequefia cantidad de nanoparticulas de oro (Figura 78), sin embargo, la
cantidad de muestra no fue suficiente para poder ser caracterizada, por lo que se propone
cambiar la formulacion de la nanoemulsion para mejorar el rendimiento y la concentracion
de AuNPs presentes en las nanoemulsiones.

Como se pudo constatar, al realizar las caracterizaciones para las nanoparticulas de oro, no
es lo mas recomendable comparar de forma directa las diferentes técnicas, ya que cada una
proporciona diferente informacidon, como en el caso del espectro de absorcion electronica en
la region del visible, donde se determind tanto la longitud de onda como el valor de la
absorbancia medidas en el pico méximo referente al plasmon superficial (Aspr, Aspr), logrando
estimar la concentracion de las AuNPs. Mientras que el equipo dispersor dinamico de luz fue
capaz de revelar detalles de los cambios dindmicos y de la estabilidad de las nanoparticulas
en dispersion, lo cual no es posible conocer usando otras técnicas. Sin embargo, su uso es
limitado al medir muestras muy polidispersas o heterogéneas. Por otro lado, para conocer la
morfologia, asi como el tamafio de las AuNPs, las técnicas microscdpicas como microscopia
electronica de transmision donde la muestra se analiza, sin tomar en cuenta las capas idnicas
y de disolvente asociadas a ella en dispersion.

El uso de plataformas de microfluidica para efectuar la sintesis de nanoparticulas de oro
permite tener control sobre variables relevantes en la reaccion como son: Temperatura,
velocidad de flujo y tiempos de reaccion. Ademas de una considerable reduccion en el
volumen minimo requerido de reactivos (< 1 mL) a comparacién de los experimentos
efectuados en macroescala (100 mL). Lo que resulto en la disminucién de residuos y una
importante reduccion de costos. También fue posible reutilizar los dispositivos de
microfluidica en los casos donde no se observé deposicion sustancial de AuNPs, como fue
en los experimentos donde se generd cavitacion. Cabe destacar que todos los experimentos
pudieron ser monitoreados en tiempo real, gracias al uso de microchips fabricados con un
material dpticamente transparente, dando seguimiento a la reaccion usando camaras digitales
lo que permitid observar el desarrollo de la reaccién al interior de los microcanales.
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PERSPECTIVAS

Considerando las conclusiones a las que se llego tras realizar este trabajo de investigacion,
se proponen los siguientes puntos:

» Como se observo, el deposito de oro en las paredes de PDMS puede llegar a ser una
limitante al momento de sintetizar nanoparticulas de oro por lo que se plantea la
fabricacion de los dispositivos haciendo usos de otros materiales, por ejemplo, vidrio
o acrilico (Poli (metil 2-metilpropenoato) 6 PMMA). También se podria recubrir o
dar un tratamiento quimico a las paredes de PDMS para evitar la integracion de las
nanoparticulas.

» Caracterizar los microchips donde se observa a simple vista la deposicién de oro, para
conocer la forma en que se estan depositando las nanoparticulas, asi como su
distribucion espacial ya que, de ser posible, esto podria ser aprovechado para
aplicaciones futuras como biosensores opticos o electrodos.

» Realizar un estudio sistematico de la relacion que existe entre los cambios de flujo y
los tiempos de residencia, con el tamafio y polidispersidad de las nanoparticulas,
utilizando diferentes relaciones molares citrato/Au.

» Repetir los experimentos del método de flujo segmentado en dos fases utilizando otros
disolventes organicos y otros tensoactivos (tween 20, sodio dodecil sulfato (SDS),
polivinilpirrolidina (PVP) disuelto en dimetilformamida (DMF), quitosan).




ANEXOS

Al. Tablas correspondientes a la elaboracién de los histogramas de los tamafios de las AUNPs
Tabla Al.1 Datos correspondientes a la distribucion de tamafios de AuNPs sintetizadas por el método de Turkevich en macroescala.

Miétodo de Turkevich en macroescala

Area  Dismetro en fancién del area  THametro em fancion del srea Area  Dismetroen fancion del frea  Dismetro en fumcicn del drea
plxeles pixeles B G S rixeles pixeles B e s

515 25407 L7783 202 16037 11.137
2490 33400638 24,767 11 21,587 14,9491
a4 20,760 06T 247 18,438 12,804
493 .97 2200 241 17.517 12,142
34T 21320 L4808 Jal 10,577 13,592
S 26,708 L8060 240 18,193 12,658
Q44 A ann 24,074 193 13,476 10,886
715 a7 20,955 T 21908 15212
594 27501 Lo0eE 213 16,542 11,490
a7 17,0010 L1804 254 17,261 11,987
B34 31,587 210630 A 21,308 15,554
140 13,351 2.172 280 18,851 13112
44l 24,227 16825 253 17,948 12,444
L1 1] 25 457 L7679 310 10 BGT 13797
245 15,360 12,755 443 24,280 15,841
253 17.94E 12464 320 20467 14213
253 17945 12464 3580 21.575 15052
504 25532 17.502 aaz 33.BED 23554
320 20,185 L4.0L7 547 265010 18327
124 15717 1ooL4 S5 20 TER 20.573
156 14,093 9787 1894 15717 10.914
2an 18511 13,550 al1E 341EE 23,742
209 16.513 11328 128 30.445% 21.143
251 17.877 L2415 513 25 557 17,748
303 186842 L3640 286 12083 15252
174 14,884 L0336 240 18,193 12,658
B34 33078 P Le BOa 33,073 1327
126 12,466 8.7 T 20,090 13952
i 2L.BED 13,195 A6 20,373 14,148

i 15,087 L0484 a58 5408 242584



Tabla Al.2 Datos correspondientes a la distribucion de tamafios de AuNPs sintetizadas por el método de flujo continuo con enfoque
hidrodinamico para una sola fase (Dispositivo B1).

Método de Mlujo continuo en una sola fase (Dispositivo Bl)

Area  Dismetro em fumcicn del frea  Didmetre en fancién del drea Ares Diimetro en funcién del srea Dismetro en fmncion del dres
plxeles plxeles Nandm etros pixeles pixeles Nandm etras
G535 16.000 I5.115 218 16,4460 LLE70
394 21 A0E 15234 207 16,23% 11.274
436 23,3061 146,362 598 27,593 12162
334 I0.E12 14.321 2348 17.554 12.038
407 12764 I5.808 383 22083 15335
334 Al 14,102 258 19,149 13,208
2B8 12145 153108 478 24.470 17.132
415 IIDET 15.053 491 25003 17.363
430 23,359 16, 245 ] 2579 17872
433 23480 Ld, 306 513 20,542 L4126
453 14016 14678 345 20,959 1d4.555%
=1 o507 0,554 417 23.042 L6001
90 20760 X1 6T 244 17,451 12139
496 15130 I7.452 145 13.587 94348
547 16301 18.327 553 26535 I18.427
280 24,722 17,168 a5s 2E857 FARRVER
57 JE631 15 4% 551 21,144 14581
544 16318 IB.276 405 22,708 15770
557 213230 14,8006 547 21419 14357
a1 AT012 19,382 02 23282 17,357
S90 17408 19.033 417 23.042 L&.00L
54l 16716 IE.SG0 a4 20074 10192
430 23,359 16,245 92 2T 458 [RER RN
ain 18514 19 208 437 231 588 16381
S5ES 17.202 I16.053 552 26.511 L8410
) 20436 14.1%2 202 22424 14711
503 23337 L7.60% 512 23,332 17.731
5721 I6.0ET I5.741 ail 28345 L1268

a7 18771 13730 539 26.197 lE.122




Tabla Al.3 Datos correspondientes a la distribucion de tamafios de AuNPs sintetizadas por el método de flujo continuo en una sola fase
con cavitacion (Dispositivo C1).

Meéitodo de flujo continuo en una sola fase con cavitacion (Dispositive C1)

Aren Didmwetro en Tuecidn del frean  Didmeiro en Tuncide del drea Aren  Difnetro en fumcldn del dren  Didmetro en Toncidn del drea
MEeles pixeles M din ef oS pixeles pixeles Mandin efros
a5l 18790 L2993 158 18472 L2 B2E
sl 25,257 17.53% EE] | 0808 21,186
SLE 15531 L7800 501 25157 L7550
215 14.54% 11490 (1] 2TEED 2553
e 19,833 13,774 TS 2T D3R L&, 0
-1 19,14% L3298 T2 148 21431
234 L7.26G1 L1987 42 31.742 12738
216 la.584 11.516& 360 21409 14 848
173 14927 L, 546 30E 2703 19,142
425 13261 148154 470 24 463 1§ 9EE
375 11.851 15174 449 23.91d laa04
410 28300 19453 431 23424 14 2488
538 21,350 14,826 Gl2 2TE1E 19,583
G53E 15.173 18175 1R 15149 13298
83 31574 21927 T2 J0,320 21052
a3l 34,410 25000 T 21703 15073
440 13910 laa04 360 21675 L5052
544 148318 IE2T6 104 10348 13 A36
AT 24418 L7 056 343 26,104 L& 240
aEl 19 446 1] 440 450 24 078 17 546
4§13 1E.164 19550 740 30605 11316
1TE .83 15174 DiaT ERNIbL 24347
381 23023 L5293 405 23103 17434
115 12101 B.403 715 30403 11114
SG0 15916 1§ 592 G52 2EEL2 10 005
236 28,124 18,142 347 21019 14.597
477 24444 17.114 164 18334 12752
5316 158.114 15.142 7E4 31505 11841
477 24,844 17.114 13 20,279 14083

428 23344 14211
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