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RESUMEN

El desarrollo de la nanotecnologia ha favorecido el estudio de la fisica del estado sélido
a escala nanométrica y ha potenciado las aplicaciones en: catdlisis, electrdnica,
optoelectrénica, éptica, medicina, desarrollo de sensores, aumento de sensibilidad en
técnicas espectroscépicas como la espectroscopia Raman, entre otras. Dentro de los
nanomateriales mas estudiados se encuentran las nanoparticulas de oro (AuNPs) debido a sus
propiedades dpticas y cataliticas, asi como su biocompatibilidad (a escalas de decenas de

nanémetros o mas).

Numero de publicaciones por ano
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Figura I. Grafica del nimero de publicaciones al afio sobre nanoparticulas de oro. Datos tomados de
Scopus.

En afios recientes se ha acrecentado el interés sobre las nanoparticulas de oro (ver
Figura I) debido a que tienen un gran nimero de aplicaciones, por ejemplo, el desarrollo de
sensores o aplicaciones médicas. Un gran numero de estas aplicaciones requieren que las
nanoparticulas sean funcionalizadas, es decir, agregar una molécula o sustancia quimica a la
superficie de la nanoparticula para facilitar una tarea especifica. El grupo funcional mds usado
para estos fines es el grupo tiol SH, dada su afinidad por el oro tanto en bulto como en

nanoescala. Se ha reportado que la mayoria de las aplicaciones de nanoparticulas que usan
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tioles son aquellas sintetizadas por métodos quimicos, en donde la superficie se encuentra
recubierta, tipicamente con citrato de sodio. Sin embargo, también existen sintesis de
nanoparticulas producidas con métodos fisicos cuya superficie no se encuentra recubierta y
los d&tomos de oro de la superficie quedan completamente expuestos al ambiente. Dadas las
diferencias entre la superficie de las nanoparticulas sintetizadas por métodos quimicos vy
fisicos, se plantea que la funcionalizacién con tioles puede presentar disimilitudes
significativas que afecten las propiedades dpticas de las nanoparticulas, y en caso de que las
nanoparticulas estudiadas sean coloides, su estabilidad coloidal. En esta tesis se llevara a cabo
el estudio de la tiolacion de nanoparticulas sintetizadas por reduccion quimica y mediante
ablacion laser en liquidos al usar un LASER pulsado en nanosegundos, esto con el objetivo de
conocer sus diferencias en cuanto al tamafio, forma y estabilidad. La tiolacién se llevara a cabo
mediante un tiol debido a que los tioles se unen fuertemente a las proteinas, en este caso se

trabajara con el compuesto que posee el grupo SH: el d4cido mercaptopropidénico (AMP).

Es importante introducir al lector y hablar sobre los antecedentes de los experimentos,
es por eso que la presente tesis estd dividida en 3 partes. Durante el primer capitulo se
introducira al lector sobre lo que son las nanoparticulas de oro y sus caracteristicas principales,
asi mismo la importancia que tiene en la actualidad su estudio y algunas de las aplicaciones.
Otro punto del que se hablard en este capitulo es de las diversas maneras de obtener coloides
de oro por los métodos fisicos y quimicos, teniendo en cuenta que durante el experimento se
utilizardn dos de esos métodos: reduccidn quimica de una sal de oro y ablacién laser sobre un
solido de oro. Ademas se explicaran algunos métodos de caracterizacidn para conocer la
geometria, tamano y estabilidad coloidal, asi como, una breve explicacién de como operan
fisicamente los instrumentos utilizados para estas caracterizaciones. Al final, se presentara
informacién acerca de la tiolacién en sistemas coloidales, en especial usando el acido

mercaptopropiodnico.

Mientras que, en el segundo capitulo se mostrard a detalle sobre lo que se hizo
experimentalmente para la obtencién de coloides de nanoparticulas de oro producidas por el
método Turkevich (quimico) y por ablacién laser en liquidos (fisico), asi como los instrumentos

utilizados a lo largo del experimento y el tiempo de duracién para cada sintesis, dando como
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resultado una notable diferencia debido a que con el primer método mencionado el tiempo
de la sintesis fue de 2 horas, mientras que, la duracion para el segundo fue de 10 minutos. Del
mismo modo, para los coloides fabricados por cada método, se funcionalizaron con acido
mercaptopropidnico a distintas concentraciones: 0, 0.005, 0.01, 0.02, 0.04, 0.06, 0.08 y 0.10
mM. Por ultimo, se presentan las mediciones de cada caracterizacidn realizada a los coloides
usando un microscopio electrénico de transmisién, TEM, para obtener la geometria y
distribucién de tamafos de las nanoparticulas sintetizadas por los diferentes métodos,
espectroscopia UV-Vis para conocer su banda de absorbancia, relacionada con el efecto
plasmdnico, presente en nanoparticulas metalicas. El analisis de la estabilidad coloidal se llevd
a cabo con analizador de tamafio para el radio hidrodindmico de la nanoparticula (DLS) y
medicion de potencial £. Asi mismo, se mencionaran los laboratorios en donde se realizaron
las mediciones, asi como el modelo de los instrumentos utilizados y el programa donde fueron

analizados los resultados.

Finalmente, en el tercer capitulo se mostraran los resultados de las caracterizaciones
realizadas para los coloides obtenidas con ambos métodos de sintesis. El tamafio promedio
del diametro de nanoparticula para las fabricadas por el método quimico fue mas pequefio

gue con el de ablacién laser en liquidos, de 6 y 16.3 nm, respectivamente.

Todo esto para los dos métodos de fabricacidn realizados en la presente tesis, asi como
una tabla comparativa de las caracterizaciones de los coloides obtenidos por los dos métodos

de sintesis.

La primera diferencia entre ambos coloides fue la técnica utilizada para su obtencion
y con esto el tiempo de sintesis. Al hacer un coloide por ablacién laser se tomd 7 minutos y
medio y se obtuvieron 14 mL; sin embargo para la sintesis quimica se tomé 2 horas completas
para 10 mL. En ambos casos no se tomod en cuenta él tiempo de alineacién del LASER en el
montaje experimental, ni la preparacion de las soluciones previas al método Turkevich, Esto
puede ser una ventaja para el coloide de ablacidn, si es que se requieren pocos mililitros de

coloide.
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Después, sintetizados ambos coloides, otra diferencia fisicamente notable fue el color,
las particulas producidas por vias fisicas mostraron un color mas lila que las quimicas. Esto
corresponde con el tamano de las nanoparticulas, un color mas cercano al rojo tiende a tener
particulas mds pequefas cercanas a los 5 nm; mientras que, si el color es mas cercano al azul

corresponde a nanoparticulas mas grandes.

Durante el proceso de funcionalizacién no hubo gran diferencia, pues para ambos
coloides se hizo el mismo procedimiento, ambas nanoparticulas se sometieron al AMP vy
fisicamente no se encontrd diferencia. Sin embargo, es importante considerar que la
superficie de los coloides difiere ya que en el caso de los coloides fabricados por ablacidn l[aser
en liquidos no tiene recubrimiento y a simple vista no se observaron cambios notables en la
coloracién del coloide. El procedimiento para llevar a cabo la caracterizacién fue analogo al
gue se utilizo para los coloides después de su fabricacidn, por ultimo las principales diferencias

durante la tiolacion entre los coloides fabricados.
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INTRODUCCION

El oro en bulto es un elemento estable que se puede encontrar en la naturaleza en
forma sélida, este es un metal ductil, maleable, no se oxida y es buen conductor eléctrico [1].
Por otro lado, la palabra nanoparticula estda compuesta del latin nano ‘enano’ y particula
‘parte’, respectivamente [2]. De manera que una nanoparticula es un material cuyo tamano

se encuentra entre 1y 100 nm, donde el prefijo nano (n) equivale a 107° [3], [4].

Las nanoparticulas tienen distintas propiedades a las del material en bulto, materiales
de mayor escala, estas propiedades estan determinadas por la estructura, tamafio y forma de
la particula [5], [6] y tienen influencia del medio que las rodea. La principal diferencia de un
material en bulto a una nanoparticula es que si se tiene la misma cantidad de volumen, el drea

superficial aumenta significativamente (ver Figura Il).

3999 53338;
2955 333833
5008 323532

Figura Il. Representacion visual del drea en un material. En un mismo volumen, el area superficial
aumenta al disminuir el tamafio. Imagen tomada de [7]

Una de las propiedades de mayor interés de las nanoparticulas de oro es la presencia
del fendmeno de resonancia de plasmén de superficie, esto es debido a que confiere
propiedades dpticas y de campo cercano de interés a nivel de ciencia basica y aplicaciones a

las nanoparticulas metalicas como las de oro.
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Debido a las propiedades mencionadas, las nanoparticulas de oro son también usadas
en biomedicina como detectores de enfermedades, farmacos, terapias fototérmicas,

fotodindmicas, hipertermias, administracién de proteinas, entre otros mas [8]—-[11].

Para la sintesis de nanoparticulas se utilizan distintos métodos existiendo diferencias
en cuanto a la técnica durante el proceso , por lo regular, pueden dividirse en métodos
quimicos vy fisicos. Una diferencia fundamental entre estas dos sintesis ademas del modo de
crecimiento de la nanoparticula, el costo de fabricacidon y el rango de tamafios de la particula,
es la superficie de la nanoparticula. Las nanoparticulas de oro sintetizadas por métodos
guimicos estan usualmente rodeadas de alguno de los reactivos, o subproductos, mientras
que la superficie de las fisicas queda descubierta, es decir, sin ningln recubrimiento. Debido
a ello con frecuencia cuando se encuentran en forma coloidal tienden a coalescer. Para evitar
esto muchas veces se requiere agregar un surfactante o modificar la superficie para mejorar

la estabilidad coloidal.

La diferencia de la superficie entre las nanoparticulas obtenidas por sintesis quimica y
por métodos fisicos puede modificar la forma en la que interactian con otras moléculas o
elementos. Como una forma de estudiar estas diferencias en esta tesis se estudid la
funcionalizacién de nanoparticulas de oro obtenidas por reduccién quimica y por un método
fisico, ablacion laser en liquidos, con un agente quimico que contiene el grupo tiol. La molécula

elegida para la funcionalizacién es el 4&cido mercaptopropidnico.

El grupo funcional tiol tiene una alta energia de quimisorcidon para adsorberse a la
superficie del oro, es por ello que la funcionalizacién de las nanoparticulas mejora la superficie
de las nanoparticulas de oro y da pie a la investigacion que ha servido para aplicaciones de
biosensores, los cuales se usan como dispositivo de diagndstico para la deteccion de proteinas,

virus o bacterias [12].
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HIPOTESIS

Existen diferencias significativas en el tamafio y estabilidad en las nanoparticulas de oro
coloidales fabricadas por un método fisico, como la ablacidn laser en liquidos, con respecto a
las sintetizadas por el método de reduccidn quimica, que afectaran el comportamiento de las

nanoparticulas de oro después de su funcionalizacién con un compuesto tiolado.
OBJETIVO GENERAL

Estudiar las diferencias en las propiedades Opticas y de estabilidad de coloides de
nanoparticulas de oro fabricados mediante el método quimico de reduccion de una sal de oro
y la ablacién ldser en liquidos, antes y después de ser funcionalizados con 4cido

mercaptopropioénico.
OBJETIVOS PARTICULARES

1. Sintetizar nanoparticulas de oro producidas mediante reduccion quimica y por

ablacién laser en liquidos (ALL).

2. Funcionalizar las nanoparticulas de oro con diferentes concentraciones: 0, 0.005,
0.010, 0.020, 0.040, 0.060, 0.080 y 0.100 mM, de un compuesto tiolado (acido

mercaptopropidnico).

3. Caracterizar los coloides obtenidos antes y después de estar en contacto con el
compuesto tiolado, mediante microscopia TEM, DLS, Potencial {y UV-Vis para estudiar
sus propiedades de tamano, estabilidad coloidal y espectro de absorcion,

respectivamente.
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1 Marco tedrico

1.1 Nanoparticulas de oro: caracteristicas e importancia

Las nanoparticulas se clasifican de diversas maneras, una de ellas las divide en orgénicas
(poliméricas y basadas en biomoléculas) e inorganicas (semiconductoras, cerdmicas y
metadlicas) [13]. Entre las nanoparticulas metalicas, sobresalen las nanoparticulas de oro, por
sus propiedades dpticas y de superficie. Las nanoparticulas de oro se pueden presentar en

distintas formas (ver Figura 1.1), tal como esferas, cilindros, estrellas, tridngulos, cuadrados,

rectangulos, pentagonos; en tamanos que pueden variar desde 1 a 100 nm [9].

,. "q

4
v _ae 49

Figura 1.1 Se muestra una imagen con nanoparticulas de oro con formas distintas. A) Mixtas (triangulo,
pentagono, hexagono, etc.), B) triangulares, C) hexagonales, D) pentagonales y E) nano placas con
forma de estrellas. Imagen tomada de [14].

La presente investigacion estd enfocada en las nanoparticulas esféricas, debido a que

se pretende comparar las propiedades Opticas y fisicoquimicas de las nanoparticulas
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sintetizadas por reduccién quimica y ablacidn laser, y este ultimo método tiene la limitacidon

de obtener particulas con forma esférica [15].

10 nm = —> 100 nm

Figura 1.2 Variacién del color de las nanoparticulas de oro en funcién de su tamafio. Imagen tomada
de [16].

Otra de las principales caracteristicas de las nanoparticulas de oro es su color, pues
este depende del tamafio que tiene la nanoparticula. Las particulas coloidales mas pequefias
se apreciaran con un rojo mas intenso, si el tamafio va aumentando, éstas se notaran con un
color mas purpura (ver Figura 1.2) [17]. Por otro lado, para mantenerlas estables por mayor
tiempo se suelen usar surfactantes o bien funcionalizar. La funcionalizacién, ademas, favorece

la especificidad de ciertas aplicaciones, como el desarrollo de biosensores.

Entre las propiedades mas sobresalientes de las nanoparticulas de oro es la presencia
del fendmeno de resonancia de plasmoén de superficie localizado , que se describe en la

siguiente seccion.
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1.2 Fendmeno de resonancia de plasmon de superficie

En el Universo, el estado de la materia mas abundante es el plasma, el cual se define
como gas ionizado compuesto de electrones libres, iones positivos y atomos [18]. La
resonancia de plasmones son las oscilaciones colectivas de carga eléctrica, las cuales se
pueden presentar dentro del material (plasmodn de bulto) o entre la superficie del material y

un medio dieléctrico (plasmodn de superficie) [19].

En la superficie de la nanoparticula de metal existe una nube de electrones que se
encuentran localizados. Cuando éstos interactian con ondas electromagnéticas a través de la
nube comenzaran a oscilar debido a su interaccion con el campo eléctrico de la onda. Este
fendmeno de oscilacién se conoce como plasmén de superficie localizado [20]. Un esquema
de la interaccion de electrones con una onda electromagnética plana se muestra en la Figura

1.3.

Figura 1.3 Representacion esquemadtica de una nanoparticula de metal cuando interactda con una
onda electromagnética, dando lugar al fendmeno de resonancia plasmodnica localizada. En este
esquema se representa el campo eléctrico de una onda plana interactuando con una nanoparticula
esférica. Adaptado de [13], [21].
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1.3 Meétodos de sintesis de nanoparticulas de oro

En la actualidad se han investigado distintas maneras de sintetizar nanoparticulas de
oro, cada técnica se ha desarrollado con el fin de poder tener el control de la estructura,

forma, tamafio o estabilidad (en caso de las nanoparticulas coloidales) [22].

Las sintesis de nanoparticulas de oro se pueden clasificar por dos procedimientos,
ascendente (“de abajo hacia arriba” o “bottom-up”) y descendente (“de arriba hacia abajo” o
“top-down”) [23], como se muestra en la Figura 1.4. La diferencia entre estos procesos, es que
el primero se basa en la sintesis de ensambles a través de atomos individuales, en cambio, el

segundo se encarga en reducir particulas a partir de un material en bulto [24].

Otra manera de clasificar las sintesis es por la técnica utilizada, por ejemplo, los métodos
guimicos o fisicos. Dentro de los procesos quimicos se encuentra, la reduccion quimica de una
sal que tenga oro como el tetracloruro aurico mientras que para los fisicos esta la ablacion
laser, el debaste idnico, pulverizacidn catddica, la evaporacién térmica, tratamiento térmico

de pelicula delgada, molienda, entre otros [25],[26].

“Método fisico” “Método quimico”
L]
¢ o
® ° .
L] °
Agregacién Atomos Percursor
Metal Nanoparticulas metlicos

T

Figura 1.4 Métodos de sintesis “top-down” y “bottom-up”. Adaptado de [23].
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En esta tesis se propone el uso de dos técnicas de sintesis de nanoparticulas de oro,
las cuales son: método de reduccién quimica de una sal de oro y el método de ablacién laser

sobre un sélido de oro. A continuacion, se presentan sus caracteristicas principales.

1.3.1 Método quimico

Entre las técnicas quimicas mads utilizadas para la sintesis de nanoparticulas se
encuentra el método de Turkevich, el cual consiste en la reduccidén quimica de una sal de oro
y consta de dos etapas: la reduccion y la estabilizacion [27]. Durante la primera etapa, se
reducen los iones de oro de Au3* a Au® al aceptar los electrones de los agentes reductores,
mientras que la segunda es para la formacién, crecimiento y estabilizacion de las
nanoparticulas [28]. En esta técnica las nanoparticulas de oro que se van acumulando se

guedan suspendidas en una solucién coloidal.

Reduccién Crecimiento
Audt Au® Au® ! Au®  AuU®
A0 Au® AP Au®
Aud+ AuP Au- Au Au® Au®
Audt Au? Au® Au’
\j Nanoparticulas
Nucleacion

Figura 1.5 Esquema del proceso de la reduccidn, nucleacidn y crecimiento de la nanoparticula
durante la sintesis [31].

La investigacion sobre la sintesis de nanoparticulas de oro utilizando el método

Turkevich fue publicada por primera vez en 1951 [29]. En la actualidad, el método ha sufrido
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varios cambios debido a que se pueden encontrar distintos agentes reductores vy
estabilizadores como lo son los clorohidruros, el citrato trisédico, polimeros, borohidruro de

sodio, polioles, entre otros [30].

Parte de este trabajo se enfocd en la sintesis quimica por este método para la
fabricacion de las nanoparticulas, por lo que, en la Figura 1.5, se muestra el proceso del oro
durante la formacién de nanoparticulas. Primero se reduce la sal de oro al atomo cero
covalente, después entra a la fase de nucleacién en la cual se crean nucleos estables y
finalmente entra a la etapa de crecimiento donde se solidifican los atomos formando
estructuras cristalinas. Como agentes reductores y estabilizadores se utilizaron el citrato de

sodio (Na3CsHs07) y el borohidruro de sodio (NaBH,).

Los principales propiedades que involucran este método son la variacién en el tamaiio,
la forma de la nanoparticula y la distribucidn de tamafios [32]. Este método a diferencia de
otros empleados es que es un método sencillo ya que no necesitamos instrumentos
sofisticados para la sintesis, es reproducible, se tiene un buen control durante el proceso, se
consiguen tamafos de particulas mas pequeiias las cuales estan entre 15 y 50 nm y menos
polidispersas en cuanto al tamafio aunque esto depende del agente reductor utilizado con la
desventaja de que las nanoparticulas no son puras pues tienen un recubrimiento de estos

agentes [30].

1.3.2 Método fisico: Ablacién laser en liquidos

La palabra ablacién proviene del latin ablatio, que significa accion y efecto de
separar cortando [33]; mientras que LASER es un acrénimo del inglés Light Amplification by
Stimulated Emission of Radiation (amplificacién de luz mediante emision estimulada de
radiacion) [34]. La ablacion laser consiste en la remocion de material de un substrato sélido

de tamafio mayor por medio de radiacién laser [35].

La ablacidn laser permite la formacidon de peliculas delgadas nanoestructuradas o

soluciones coloidales de nanoparticulas metalicas, esto ocurre dependiendo del medio en
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donde se coloque el blanco. Para el primero, se coloca un substrato en el cual se va a depositar
el material obteniendo la pelicula delgada; mientras que, para el segundo, el blanco se coloca
inmerso en un liquido que contiene el material que esta siendo extraido formando los coloides
[36], como se muestra en la Figura 1.6. Cuando la ablacidn sucede en un medio liquido se le

conoce como ablacién laser en liquidos.

Por lo que, para las sintesis de nanoparticulas, la ablacion laser nos sirve como un
método fisico debido a que se obtienen nanoparticulas al incidir pulsos laser hacia un blanco.
En nuestro caso, el blanco seria oro en bulto, con el fin de obtener nanoparticulas de oro en
agua [37]. La ablacidn laser permite obtener nanoparticulas libres de ligandos [38], lo cual

resulta atractivo para obtener nanoparticulas de alta pureza, en un sistema coloidal.

Blanco de oro

agua

Particulas de oro

+«—— Lente

Haz del laser

Figura 1.6 Esquema del proceso de la ablacion laser sobre un blanco de oro en agua. Adaptado de
[39], [40].

Durante la sintesis de nanoparticulas de oro, se irradia el blanco de oro con una luz
Iaser pulsada, la cual es una luz monocromatica, coherente y direccional [41]. Cuando esta luz
interactua con la superficie del blanco de oro se crea un plasma y producira una burbuja de
cavitacidon que, al implosionar, el plasma formara las nanoparticulas de oro dentro de la

burbuja que posteriormente pasardn al liquido donde se encuentra suspendido el blanco [38],
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(ver Figura 1.7). El tamano de las nanoparticulas dependerd de la densidad de la energia y

longitud de onda del Iaser, la duracidn que tienen los pulsos [35].

Existen varios parametros en la sintesis de ablacidn laser en liquidos, verbigracia, el
metal a irradiar, el tipo del liquido en el que se irradia, el volumen de la solucidn, el area de
enfoque, la energia del pulso laser, la fluencia (cantidad de energia en una unidad de

superficie), la longitud de onda del laser, la frecuencia de repeticién y el nUmero de pulsos.

C——
Blanco Blanco Blanco Blanco
@ it
Onda de Burbuja de 3 st e
. .. . L] . .
choaue cavitacion ‘ c e,
q Burbuja de t . °
cavitacion

Nanoparticulas

Laser

Figura 1.7 Representacion del proceso de sintesis de nanoparticulas de oro con ablacién laser. Adaptado de
[42].

La ventaja principal en el uso de ablaciéon laser en liquidos es que las nanoparticulas
fabricadas estan descubiertas, es decir, tienen una superficie limpia debido a que se pueden
sintetizar directamente a partir de diversos materiales ya sean metales o semiconductores en
poco tiempo. Mientras que una desventaja al utilizar este método es que aun ajustando
pardametros del LASER como la energia, tienen un amplio rango de tamafos debido a que son

muy polidispersas.

Actualmente en el pais existen varios grupos que trabajan con ablacidn Iaser entre ellos
se encuentra Centro de Investigacion Cientifica y de Educaciéon Superior, Ensenada, Baja

California.
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1.4 Meétodos de caracterizacion de nanoparticulas de oro coloidales

Existen diferentes técnicas de caracterizacion dependiendo de la propiedad que se
desee medir. En este trabajo se llevara a cabo la caracterizacion de la estabilidad coloidal, la
geometria y la respuesta Optica de absorbancia de los coloides, para cada método y su
posterior funcionalizacién [13]. A continuacidn se describen las técnicas de caracterizacidn

usadas.

1.4.1 Espectroscopia UV-Vis

El espectro electromagnético se divide en distintas regiones conforme a la longitud de
onda, dentro del rango 195-400 nm se encuentra el Ultravioleta (UV) y en el 400-780 nm el
visible (Vis) [43], (ver Figura 1.8). Estas mediciones se realizan con un espectrofotémetro el
cual se compone por una fuente de luz continua (en la mayoria se usan lamparas de deuterio
para el UV y tungsteno para el visible), un monocromador (rendijas y prismas de difraccién),
el compartimento para la celda, un detector de radiacién y el sistema de procesamiento

(amplifica y convierte sefiales luminosas a eléctricas para registrar la lectura de datos) [43].

uv uv uv uv
EXTREMO LEJANO MEDIO CERCANO LUZ VISIBLE
10 95nmm 200nm| 300mm 400 nm 750 nm
RAYOS X INFRARROJOS
< —
10nm | 180nm 280| 3150 400 nm 750 nm

ULTRAVIOLETA UV-C UV-B UV-A
DE VACIO

Figura 1.8 Parte del espectro electromagnético, mostrando la region Ultravioleta (UV)- visible (Vis).
Imagen tomada de [44].
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Figura 1.9 Esquema general de las partes de un espectrofotometro. Imagen tomada de [43].

-

Asi mismo, la espectroscopia UV-Vis se fundamenta con la energia de Bohr-Einstein,
que relaciona los estados discretos de la energia E; con la energia del foton, la cual es el
producto de la constante de Planck h y su frecuencia v, mientras que la frecuencia estd

relacionada como el cociente de la velocidad de la luz ¢ entre la longitud de onda h [45].

hc
AE = EZ_El:hV:T

El espectrofotdmetro se constituye generalmente por la fuente de radiacién, un
monocromador y un fotodetector [46]. De modo que, al hacer incidir perpendicularmente la
luz sobre una muestra, la luz transmitida (I;) sera menor que la incidente (I,) debido a que
una parte serd absorbida por la muestra (I,), de modo que la incidente es igual a la suma de

la absorbida y transmitida [47].

[, =1+
La transmitancia T se define como el cociente entre la luz transmitida entre la incidente

[43]:
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Mientras que la medida del grado en que la radiacién es absorbida se denomina
absorbancia Ay se determina como el logaritmo del inverso de la transmitancia [43], [48] y va
de acuerdo con la ley de Lambert-Beer. Esta ley relaciona la longitud de la celda L. en donde
se encuentra la solucién ya que es proporcional a la distancia que atraviesa la radiacién a lo
largo del coloide (paso 6ptico), la concentracidn de la solucidn Cg y la absortividad molar a,

[13], [49]:

1 |
A =log (f) = log (I_O> = LCsap
t

Esta absorcidn depende de las moléculas y es distinta para cada sustancia quimica, por
esa razon es importante caracterizar esta banda de absorcién debido a que la longitud de onda

del maximo de absorcidn se relaciona con las nanoparticulas[46].

Y Nanoesfera Nanoestrella Nanotubo

NN/

Absorbancia

200 400 600 800
Longitud de onda (nm)

Figura 1.10 Representacién de las curvas de absorbancia para tres tipos de coloides con diferente
forma, consecuencia del plasmén de superficie. El pico maximo para las nanoparticulas esféricas se
encuentra a los 520 nm, mientras que a los 670 y 730 se encuentran las nano estrellas y los nanotubos
respectivamente. Tomado de [50].
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Como se menciond en el capitulo 1.2, el fendmeno de resonancia del plasmdn de la
superficie en la nanoparticula de oro es debido a la presencia de electrones libres en la
superficie metalica, pues al recibir una luz se produce una excitacién colectiva, y como
consecuencia, una oscilacion coherente de los electrones en la interfaz metal dieléctrico. La
resonancia del plasmén de superficie se manifiesta diferente a ciertas frecuencias de la luz
incidente y transmitidas las cuales estan asociadas a un determinado color. Por ejemplo, para
las nanoparticulas esféricas de oro con un didmetro de 10 nm, el maximo de absorcién se

encuentra a los 520 nm [13], (ver Figura 1.10).

1.4.2 Microscopia TEM

Con el microscopio electrénico de transmisidon (TEM) se pueden obtener imagenes
para muestras menores a 100 nm de grosor [46], estas deben ser delgadas debido a que esta
técnica utiliza los electrones transmitidos [51], es decir, la imagen recibida sobre la morfologia
interna es resultado de los electrones que atraviesan la muestra [52]. El diametro de la
particula que se obtiene a partir de estas imdagenes se le conoce como diametro de Feret[53],

[54].

Este microscopio, es un instrumento formado principalmente por un sistema dptico,
uno electrdnico, una fuente de electrones y detectores [55]. Los electrones provenientes de
la fuente son acelerados por una diferencia de potencial entre 80-300 kV [56], los cuales
pasaran primero por las lentes condensadoras, lentes intermedias y proyectoras de
electrones [55], lentes condensadores y objetivo, bobinas de escaneado, portamuestra,

detectores y sistema de vacio [57] (ver Figura 1.11).
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Figura 1.11 Esquema de las partes del microscopio electréonico de transmisidn. Imagen tomada de
[56], [58] .

1.5 Dispersion dindmica de la luz (DLS)

El radio hidrodindmico de la particula, que es el tamafio desde el centro de Ia
nanoparticula recubierta hasta su capa de ligando, se puede calcular por medio de la
dispersidn dinamica de la luz. Este tamafio depende de muchas variables como son el tipo de

material, su concentracidn, la carga superficial, el pH y la temperatura [59].

El tamafio del radio hidrodindmico puede calcularse mediante el uso de un equipo de
dispersion dinamico de la luz (DLS, por sus siglas en inglés). El equipo manda un laser

polarizado a traves de la muestra en soluciéon que posteriormente dispersara la luz. Al pasar
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por la muestra, la cual estard en movimiento Browniano, la luz formard un patrén con una
densidad de fotones por lo que habra interferencias en diferentes partes del area y por lo

tanto no serd homogénea. Las particulas mas chicas se difunden mas rapido que las grandes.

kyT

6mnRy

La ecuacién anterior es conocida como la ecuacién de Stokes-Einstein, donde D es la
constante de difusién (mTZ), kg es la constante de Boltzman (é), T la temperatura (k), n la
viscosidad del solvente (Pa s), y Ry el radio equivalente de la esfera (m). Debido a que la
ecuacién de correlacién utilizada para calcular el didmetro requiere de algunos parametros
experimentales antes descritos como la viscosidad y la temperatura del liquido, éstos se deben

ingresarse en el equipo de medicién [53], [54].
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Figura 1.12 El equipo para medicion DLS generalmente se compone por un laser, la muestra y los
detectores que van a un procesador de correlacién. Imagen tomada de [60].

El equipo Zetasizer es un instrumento comun para la medicién de tamafios en coloides,

sin embargo para muestras polidispersas aumentara el error en la medida. Asi mismo, como
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el equipo toma mediciones de dispersion de luz, se recomienda que las muestras no estén

muy concentradas ni sean de alta absorbancia [53], [54].

1.6 Potencial

Las nanoparticulas en suspencion estan cargadas eléctricamente en su superficie y la
medida del potencial { resulta importante debido a que proporciona informacién sobre su
estabilidad [61]. La naturaleza de los coloides no es estable para la longitud de onda del LASER
utilizado debido a que tienden a aglomerarse, esto ocurre si las interacciones de Van der
Waals favorecen la coalescencia, debido a que la repulsién no es suficiente para evitarla.
Ambas interacciones dependen mucho de la carga superficial de la nanoparticula y del medio

que la rodea [53], [54], [62].
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Figura 1.13 Representacion del potencial {. Diferencia de potencial entre el plano de
deslizamiento y la carga superficial. Imagen tomada de [63].

El potencial ( es el potencial eléctrico que delimita la parte fija de doble capa idnica de

la parte movil, siendo proporcional a la carga de las particulas [61] (ver Figura 1.13). El
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potencial electrocinético se mide indirectamente para varios tipos de interfaces, entre estos
se encuentra el sélido-acuoso, siendo mas facil la medicién para materiales poco solubles. El
fendmeno fisico a partir de esta medicidn es el electrocinético en el cual, el sélido (aislante)
se mueve con respecto a la solucién (con conductividad idnica) en direccion tangencial y a
partir de la relacién entre la fuerza y el flujo se determina el potencial. Este movimiento no es
el mismo para todas las particulas debido a que las mas grandes serdn mas rapidas aun

teniendo el mismo potencial [64].

La adsorcién depende de la capa superficial de la molécula, por lo que la medicién
corresponde a la particula con una capa de solucién; por un lado, las particulas no deben ser
muy chicas debido a que no dispersaran suficiente luz o las impurezas en la solucién podrian
ser las medidas en vez de las propias particulas, pero por el otro, no deben ser demasiado
grandes para poder evitar la sedimentacidon. De manera similar, la dispersidn no solo depende
del tamafio, sino también de la concentracién de particulas, por lo que al haber una gran
concentracion de particulas no habrd una gran dispersion de la luz, asi que, es recomendable
que la concentracién sea baja. Ademads, se sugiere realizar mediciones para particulas
monodispersas debido a que el potencial no puede calcularse en dispersiones para particulas
con una forma irregular y mas si son de diferentes tamanos [64].

v
H=E

La electroforésis es una técnica adecuada para particulas de didmetros menores a 1
micrometro y el rango tipico para solventes acuosos generalmente esta entre -150 mV y +150
mV, pero un potencial cercano a cero indicaria la aglomeracion maxima de las nanoparticulas
[61]. Los electrodos funcionan de tal manera que al existir un campo eléctrico E, la particula
se mueve al electrodo (con carga opuesta) con una velocidad v dependiente del mismo campo
eléctrico. Mientras que el campo eléctrico es un cociente entre el voltaje aplicado y la distancia

entre los electrodos [64].

Por lo tanto, el potencial es una propiedad de la interfaz y dependera de la naturaleza
de las particulas y de la solucién. En nuestro caso, esto es importante mencionarlo debido que
al realizar una funcionalizacion se debe hacer una dilucién con AMP, lo que ocasionara un
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cambio en el potencial a causa de que este potencial depende no solo de la particula de oro

sino también del medio acuoso [64].

La tasa de agregacion depende de la naturaleza, tamafio y potencial de las
particulas. Si el potencial es inferior a 10 mV en valor absoluto, se puede decir que los coloides
son muy inestables. Como una solucidn a la agregacion es el tratamiento ultrasénico porque

éste redispersa las nanoparticulas [61], [64].

Por ultimo, la celda esta especialmente disefiada para minimizar la polarizacién del
electrodo y permitird realizar mediciones en soluciones de baja conductividad; sin embargo,
los restos de sustancias de muestras medidas anteriormente en las celdas afectan el valor del
potencial, asi como una mala preparacién de la muestra o bien, el vidrio o plastico donde se

guarda la muestra[64].

Detector

Cell

Intensity of
scattered
light

Time

Figura 1.14 a) Celda para medir potencial {, en ella se muestran ambos electrodos y el capilar. b) Haz
incidente pasando por la muestra y dispersandolo. Imagen tomada de[65].

En los zetdmetros se coloca directamente la muestra en una celda para posteriormente
medir el valor del potencial. Durante el proceso de medicidn, se le aplica un campo eléctrico
automatizado para hacer los calculos correspondientes y finalmente el programa indicara si la
muestra es o no adecuada para la medicién[64]. Estos calculos se hacen siguiendo la ecuacién

de Smoluchowski:
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1.7 Potencial de hidrégeno (pH)

Desde 1810, Humphry Davy presentd la hipétesis de que el hidrégeno se encuentra en
todos los acidos confirmada mds tarde por Bardn Justus von Liebig. De acuerdo con Bronsted
en 1923, los acidos son sustancias capaces de ceder iones de hidrogeno, mientras que las
bases los toman; sin embargo, la teoria de Bronsted-Lowry no clasifica a la sustancia por si

misma como acida o basica, sino que depende de otra sustancia con la cual la compare [66].
En 1924, Kaj Ulrik Linderstrom y Sorensen definieron el pH:
pH = —lgaH

Donde a era la actividad relativa, teniendo asi que el pH es el logaritmo negativo de la

actividad (concentracion efectiva) del ion de hidrégeno [66].

El pH-metro es el instrumento con el cual se mide el pH. Este basicamente consta de
un electrodo, cuya funcién es variar sus propiedades eléctricas en funcién de las

concentraciones de H*, conectado a un medidor.
pH = —log[H*]

De esta manera se determina la concentracion de los iones de hidrégeno que estdn en

un medio de disolucién [66].

En cuanto a su escala, un pH de 7 corresponderia a la neutralidad. Por lo que la acidez
serfa menor a ese valor debido a una mayor actividad del H*, por el contrario, la alcalinidad

corresponderia a valores arriba de 7 ya que habrd menos actividad del H* [66].
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1.8 Tiolacidn en sistemas coloidales de nanoparticulas de oro

Un grupo funcional, dentro de la quimica organica, se refiere al 4tomo o conjunto de
atomos que tienen estructura y propiedades que caracterizan a los compuestos organicos.
Por ejemplo, en los farmacos, estos son quienes determinan sus propiedades quimicas y en la

mayoria, estos grupos funcionales estdn compuestos de carbono e hidrégeno [48].

a) b)

Figura 1.15 Esquema ilustrativo de la nanoparticula con AMP para: a) ablacion laser, b) sintetizada
por método Turkevich. Imagen realizada en Biorender.

El tiol se caracteriza por ser un compuesto que tiene como grupo funcional el mercapto,
el cual es la unién de un 4tomo de azufre con un dtomo de hidrégeno (-SH) por lo que también
se conoce como grupo sulfhidrilo, ademas debido a la presencia del azufre, el grupo tiol es
altamente reactivo la superficie de oro ya sea en bulto, en pelicula delgada o en forma de
nanoparticulas. Por otro lado, el grupo funcional estd unido a una cadena carbonada por ello
es muy util para procesos quimicos y biolégicos [67]. Desde el aifio 1993, Mulvaney y
Giersig[68] investigaron por primera vez la estabilidad de las nanoparticulas de oro usando
tioles ya que éstas generalmente no son estables debido a que tienden a sufrir agregacién y si

eso ocurre pueden llegar a precipitarse, es por eso que al estar en presencia de algun tiol estas
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se recubren evitando la agregacién [69]. Como consecuencia, los tioles también se utilizan
como estabilizadores protegiendo a las nanoparticulas de precipitacién. Algunas aplicaciones
de los compuestos tiolados son la fabricacién electrodos a partir de monocapas

autoensambladas y biosensado [70].

El compuesto tiolado usado en esta tesis es el acido mercaptopropiénico el cual
contiene dos grupos funcionales, el tiol (R-SH) y el carboxilico (R-COOH) por lo que su uso es
apropiado para los biosensores, usados para la deteccién de analitos. Por un lado, el grupo
tiol es afin para adsorberse a la superficie del oro y por el otro, el carboxilato da los sitios de
enlace para el biorreceptor siendo conveniente para modificarse con biomoléculas [12], [71].
Debido a ello esta molécula serd utilizada para estudiar la funcionalizacion por tiolacién en las
sintetizadas por diferentes métodos, sin embargo, el modo de funcionalizacidn es distinto en

ambos casos.
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Capitulo 2

2 Metodologia

En este capitulo se describira la metodologia que se utilizé para el estudio experimental

de la sintesis y funcionalizaciéon de nanoparticulas de oro con un compuesto tiolado. En la

Figura 2.1, se muestra una representacion esquematica de las fases en las que fue dividido el

trabajo experimental.

Tabla 2.1.
Métodos de caracterizacion utilizados para estudiar diferentes propiedades de las AuNPs.

Método de

Propiedad medida

caracterizacion

Laboratorio

Microscopia

Geometria y distribucién

TEM de tamafios.
Espectroscopia  Espectro de absorbancia
UV-Vis relacionado con la
respuesta plasmdnica de
las nanoparticulas.
Dispersion Tamafio de la
dindmica de luz nanoparticula y la primera
(DLS) corona de solvente que lo
rodea. Distribucién de
tamafio de la
nanoparticula solvatada.
Potencial T Estabilidad coloidal.

Laboratorio Central de Microscopia del
IF, UNAM.

Laboratorio Universitario de
caracterizacion espectroscépica (LUCE)
del ICAT, UNAM.

Laboratorio de Fotofisica y Peliculas
delgadas del ICAT, UNAM

Laboratorio Universitario de
Nanotecnologia Ambiental (LUNA) del

ICAT, UNAM.

Laboratorio Universitario de
Nanotecnologia Ambiental (LUNA) del

ICAT, UNAM.
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La primera etapa corresponde con la sintesis de las nanoparticulas de oro, la cual se
realizd por dos métodos. El primero fue por reduccién quimica de una sal de oro (HAuCl4)
usando dos agentes reductores (Na3sCsHsO7 y NaBHa, ) hasta obtener Au®, mientras que para

el segundo método se utilizd ablacién laser en liquidos.

Una vez sintetizados ambos coloides, estos fueron caracterizados por: microscopia
electrénica de transmision (TEM), espectroscopia UV-Vis, DLS y potencial {, con el fin de
conocer la distribucion de tamafio, banda plasmodnica y estabilidad coloidal para cada
método. En la Tabla 2.1, se presenta la caracterizacion, su utilidad en el contexto de esta tesis

y el laboratorio en donde se llevé a cabo la medicion.

Para la segunda etapa del experimento se realizd la funcionalizacion con acido
mercaptopropidnico (su férmula quimica se muestra en la Figura 2.2), y posteriormente a
estas muestras se les hicieron las mismas mediciones de caracterizacion con las técnicas

mencionadas anteriormente (ver la Figura 2.1).

Qufmico ‘

[ Espectroscopia UV-vis J b

(Método de
Turkevich)

B [ DLS ] = —
Funcionalizacién
FEy con acido
— g L -
D Caracterizacion mercaptopropiénico
(AMP)
- Potencial

Fisico

- (Ablacién Ldser - [ Microscopia TEM ] -
en Liquidos)

Figura 2.1 Representacidén esquematica de la metodologia experimental utilizada. Al término de la
funcionalizacién con AMP, los coloides fueron caracterizados por todas las técnicas mencionadas.
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Figura 2.2 Estructura del acido mercaptopropionico. El grupo funcional tiol (azufre e hidrégeno) es
guimicamente afin a la superficie del oro. Esquema adaptado de [72].

A continuacidn, se presenta de forma detallada el desarrollo para cada tipo de sintesis,

las caracterizaciones y la funcionalizacién.

2.1 Sintesis de nanoparticulas de oro coloidales

2.1.1 Sintesis por método quimico

Las nanoparticulas fabricadas por reduccién quimica se hicieron en agua destilada (con
pH 6). Para este proceso se utilizoé acido tetracloroadrico HAuCls (Sigma Aldrich) como agente
precursor, el cual contiene el oro que nos interesa reducir. Como agentes reductores fueron
usados, citrato trisddico NasCsHsO7 (Sigma Aldrich), y borohidruro de sodio NaBH4 (Sigma
Aldrich). Estos reactivos fueron utilizados tal como se adquirieron, es decir, no se utilizé otro

proceso de purificacidon o tratamiento.

Las soluciones para la sintesis se prepararon de manera separada por cada reactivo,
estas se hicieron en vasos de precipitado. Debido a que éstas se compran granuladas, las
mediciones de gramaje se realizaron en una balanza analitica con resolucién de diezmilésimas

de gramo.
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Figura 2.3 En la imagen se muestran los viales de izquierda a derecha con las diluciones del citrato de sodio, sal
de oro y borohidruro de sodio.

Para la primera solucién, se midieron 0.0580 + 0.0002 g de citrato de sodio vy
posteriormente, esta cantidad se aforé a 10.00 £ 0.25 mL con agua destilada a temperatura

ambiente. Esta solucion se etiquetd con el nombre de agente reductor organico.

Por otro lado, se pesé 0.0495 + 0.0002 g de HAuCls y se aforé a 10.00 + 0.25 mL con
agua destilada a temperatura ambiente. Al pesar el reactivo de la sal de oro se tuvo el cuidado
de que este proceso de medicion se hiciera en el menor tiempo posible, debido a que el HAuCl,4
se hidroliza al contacto con el aire. Si el reactivo absorbe agua del ambiente, tendriamos
mayor error en la medicidn de la masa, debido a que habria menor cantidad del reactivo de la
gue marcaria la balanza. Esta solucidn se etiquetd con el nombre de sal de oro y al ser sensible

a la luz, se guardd en un matraz color ambar y se recubrid con papel aluminio.

El dltimo reactivo, al igual que la solucién de sal de oro se hidroliza con rapidez por lo
gue se realizé la medicion de su masa en el menor tiempo posible, para este caso se pesaron
0.0092 + 0.0002 g de NaBH4. Posteriormente, esta cantidad se aforé a 10 mL con agua
destilada a temperatura menor a la ambiental (agua en refrigeracién) y se etiquetd con el

nombre de agente reductor inorganico. Por ultimo, al tener los reactivos preparados como
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soluciones, se prosigui6 a realizar la sintesis de las nanoparticulas de oro La metodologia de

sintesis se muestra de forma esquematica en la Figura 2.4.

NazCeH 505 HAucL, NaBH,

Agitador magnético Agitador magnético Agitador magnético

a) b)

Figura 2.4 Representacion de la sintesis de nanoparticulas de oro por el método Turkevich. a) Con la
pipeta se agrega Nas;CsHsOy7 al vial con H,0, b) posteriormente, se agregan en el mismo instante HAuCl,
y NaBH, c) por ultimo se deja la solucidn en agitacidn por 2 h.

Sobre un agitador magnético de la marca BOSCO se puso un vial con capacidad de 20
mL. A éste se le vertié 8.5 + 0.1 mL de agua destilada con una pipeta de capacidad de 10 mLy
se afiadieron 0.5 + 0.01 mL del agente reductor organico con una de capacidad de 1 mL, Figura
2.4 a. Posteriormente, a esta solucidn se le agregaron 0.5 + 0.01 mL de sal de oro y 0.5 £ 0.01
mL de la solucién agente reductor inorganico. La incorporacién entre ambas soluciones tuvo
un tiempo menor a 5 segundos, Figura 2.4 b. La reacciéon estuvo en agitacidn vigorosa a
temperatura ambiente, mediante el agitador magnético, durante las siguientes 2 horas, Figura

2.4c.
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Figura 2.5 Apariencia fisica de los coloides obtenidos por método quimico después de dos horas de agitacidon
mostrando una coloracidn rojo rubi obscuro.

Al finalizar la sintesis se obtuvo una solucion de color rojo obscuro. El color es la
primera evidencia de la presencia de nanoparticulas de oro ya que este color es caracteristico
de esta reaccion. En la Figura 2.5, se muestra la apariencia tipica de uno de estos coloides, la

coloracidén rojo rubi es representativa de este tipo de coloides de nanoparticulas de oro.

2.1.2 Caracterizacidon “in situ” de sintesis quimica mediante espectroscopia
UV-Vis
Con el objetivo de estudiar la formacién de nanoparticulas producidas por sintesis
guimica en funcion del tiempo, se utilizé un montaje experimental para medir su espectro de

absorcién. Esta caracterizacion tuvo como objetivo comprender de mejor manera la

formacidn de las nanoparticulas durante el proceso de sintesis.

El arreglo experimental para la caracterizacion in situ por UV-Vis se muestra en la
siguiente imagen (Figura 2.6). Para esta caracterizacion se utilizdé una fuente de luz halégena

de deuterio UV-VIS-NIR marca Ocean Optics modelo DH-2000-BAL, la cual trabaja en el rango
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de 210-800 nm. La luz viaja a través de una fibra Optica, después pasa por la celda y la luz
transmitida va hacia a una lente y posteriormente por una fibra dptica conectada al
espectrometro UV-Vis Ocean Optics. Los datos en funcién del tiempo se recogieron en un
programa al usar el programa de la misma marca para su posterior analisis. La celda con la

muestra en agitacion se colocd sobre un agitador magnético.

Computadora
cubeta

Lampara UV-

Espectrometro
VIS-NIR

Fibra dptica —

Fibra dptica

- iman

| —

Agitador magnético

Figura 2.6 Representacidn esquematica del montaje experimental para la sintesis y caracterizaciéon “in
situ” por UV-Vis de nanoparticulas de oro por el método Turkevich.

El procedimiento para la sintesis fue el similar al del capitulo 2.1.1, sin embargo, se
modificd el volumen generado del coloide de nanoparticulas de oro debido a que la celda era
mas pequefia que el vial, idénea para mediciones por UV-Vis. Las proporciones entre los
reactivos se mantuvieron entre si y se ajustaron para obtener el volumen final menor a 4 mL,
capacidad de la cubeta de UV-Vis y al ser estas cantidades con resoluciones de centilitros de

liquido, se utilizé una micropipeta en lugar de una pipeta como en la sintesis original.
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Figura 2.7 Representacion de la sintesis y caracterizacion “in situ” por UV-Vis de nanoparticulas de oro
por el método Turkevich. a) Se obtiene una linea base para la mediciéon de UV-Vis al medir el espectro
del agua destilada. b) Se realiza la medicién UV-Vis con agua y citrato de sodio. c) Se afiade la sal de
oro y el borohidruro de sodio, continta la mediciéon UV-Vis. d) La medicion de UV-Vis continda durante
las 2 horas siguientes.

En la celda, colocada previamente sobre el agitador magnético y entre los instrumentos
de medicién para el UV-Vis, se colocd 3.23 + 0.01 mL de agua destilada a temperatura
ambiente (Figura 2.6 a), y se afladi6 0.190 + 0.001 mL de agente reductor organico, (Figura 2.6
b). Posteriormente, se agregd 0.190 + 0.001 mL de sal de oro y 0.190 + 0.001 mL del agente
reductor inorganico (Figura 2.6 c). Finalmente, la reacciéon estuvo en agitacidon vigorosa
durante 2 horas a temperatura ambiente (Figura 2.6 d). Durante toda la sintesis se tomaron
mediciones del espectro UV-Vis cada segundo y los datos se guardaron como funcién del

tiempo.

2.2 Sintesis por método fisico: Ablacién laser en liquidos

Para este segundo método de fabricacion, se utilizé un blanco de oro el cual consiste en

un cilindro de oro de 6 mm de didmetro y 6 mm de altura adquirido de Sigma Aldrich, con una
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pureza de 99.99%. Las nanoparticulas de oro se obtuvieron por medio de un bombardeo de
energia mediante un plasma formado al enfocar el haz de un LASER pulsado (nanosegundos)

al blanco de oro inmerso en agua destilada a temperatura ambiente.
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Figura 2.8 Representacidn esquematica del montaje experimental para la sintesis de los coloides de
AuNPs por ablacidn laser.

El arreglo experimental se muestra (ver la 2.8) de forma esquematica y (ver la Figura
2.9) en fotografia. Se montd sobre una mesa dptica Newport, la fuente de energia para
generar el plasma. Fue un LASER modelo SL I1I-10 (1 en la Figura 2.9) con una frecuencia de 10
Hz a 250 s, con longitud de onda de 1064 nm y voltaje 1.30 kV. La luz del LASER se monitored
en cada momento por un fotodiodo conectado a un osciloscopio digital (8 en la Figura 2.9) de

la marca Tektronix Digital, modelo Phosphor Oscilloscope TDS5054B.

El haz de luz saliente al LASER Ekspla (1 de la Figura 2.9), pasé por un atenuador (2 de
la Figura 2.9), el cual se usé para disminuir la energia incidente al blanco y mantenerla en 60
mJ. Este haz se desvid al pasar por un espejo NB1-K14 (4 Figura 2.9) para dirigirlo hacia el
blanco y fue enfocado con una lente convergente (5 de la Figura 2.9) de distancia focal de 60

mm ubicada a 58 mm del blanco de oro (6 en la Figura 2.9).
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El blanco de oro se pegd a un piezoeléctrico tipo PZT conectado a su vez al osciloscopio.
Lo anterior para que la sefal medida en el piezoeléctrico sirviera como referencia de que el
haz LASER tenia una incidencia dptima en el blanco (senal fotoacustica). Este piezoeléctrico se
colocd sobre un poste que a su vez se encontraba conectado a dos motores micrométricos
THOR-LABS (7 en la Figura 2.9). El uso de los motores sirvid para mover el blanco durante la
ablacién, con el objetivo de evitar la formacion de crateres que modificaran la distribucion de
energia durante la ablacion, lo que sucede cuando se incide en el mismo punto durante la
ablacién. La ablacién del blanco se realizd sobre el area de una cuadricula de 4 x 4 mm. El
blanco se colocd dentro de una cubeta fabricada con vidrio de portaobjetos marca Corning,

para que en ella se depositen las nanoparticulas de oro en agua. Se hicieron barridos de 50

lineas por cuadricula.

Figura 2.9 Arreglo experimental usado para la ablacién laser: (1) LASER Ekspla , (2) Atenuador , (3)
Espejo para dirigir el haz al arreglo de espejo y lente (4) espejo para dirigir hacia el lente, (5) lente, (6)
blanco conectado a un piezoeléctrico), la cubeta de ablacidn se coloca después del lente y de forma
que el blanco quede sumergido parcialmente en el liquido de la cubeta,(7) mesas con motores de
movimiento , (8) Osciloscopio digital, (9) Computadora para controlar las mesas de movimiento.
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La sintesis se llevd a cabo durante 4000 pulsos lo que implica un tiempo aproximado
de 7 minutos y 30 segundos. Una vez terminada la sintesis se vacio el coloide obtenido de la
cubeta en viales de vidrio para su almacenamiento y posterior caracterizacién. En la Figura
2.10, se muestra un coloide obtenido por sintesis quimica (izquierda) y uno obtenido por
ablacién laser (derecha). En primera instancia, se observa una diferencia en los colores de
estos coloides que podria estar relacionada con diferentes distribuciones de tamarios de las
nanoparticulas obtenidas por los métodos, asi mismo por las concentraciones que tienen los

coloides.

Figura 2.10 El vial izquierdo muestra el coloide fabricado por método quimico y el derecho por ablacién
laser.

Mesa
elevadoray
motores

Figura 2.11 Imagen tomada durante la sintesis del coloide de oro por ablacién laser.
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Tabla 2.2.
Descripcion utilizada durante sintesis de los coloides de nanoparticulas por ablacion Idser.

Metal para irradiar Oro (99.99% pureza)
Tipo del liquido Agua
Cantidad de liquido 14 mL

Energia de salida del pulso laser 413 mJ

Energia de llegada al blanco 60 mJ

Longitud de onda del laser 1064 nm

Frecuencia de repeticién 10 Hz

Numero de pulsos 4000 pulsos

Tiempo aproximado 7 min y 30 segundos

2.3 Caracterizacion de los coloides

2.3.1 Microscopia TEM

El equipo Microscopio Electréonico de Transmision JEM2010 FEG, del laboratorio de
microscopia del IF-UNAM fue el utilizado para conocer estadisticamente el tamafio de cada
nanoparticula. Las muestras que se tomaron para estas mediciones fueron de una gota
tomada con la micropipeta y puestas sobre una rejilla para microscopia TEM. Las muestras
fueron capturadas desde un dia antes para que se adhirieran a la rejilla. Después, las rejillas
con las muestras depositadas fueron guardadas en un porta-rejillas. Durante la medicién las
muestras fueron enfocadas y se obtuvieron imagenes en las que se observan nanoparticulas
de oro. Estas, posteriormente, fueron analizadas con el programa Image J, el cual se utilizé

para hacer un promedio del didmetro de las nanoparticulas.

49



Figura 2.12 Gota de coloide de AuNPs sobre una oblea, lista para visualizarlas en el Microscopio
Electrénico de Transmision (JEOL 2010 FE-TEM).

2.3.2 Espectroscopia UV-Vis “ex situ”

Para la espectroscopia UV-Vis “ex situ” se ocupé el espectrofotémetro Cary 5000 UV-
VIS-NIR spectrophotometer, en el laboratorio LUCE en el ICAT UNAM, el cudl trabaja en un
rango fotométrico de 175-3,300 nm utilizando el aditamento para liquidos. Para los coloides

obtenidos se midid en el intervalo de 200 a 800 nm.
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Figura 2.13 Ejemplo de graficas obtenidas en OriginPro. Proceso para encontrar la longitud de onda
del plasmén con la banda del plasmén optimizada al 98%. a) Punto minimo, maximo y al 98% en la
absorbancia. En los recuadros grises se muestran las curvas de absorcién en el rango de longitud de
onda completa.

Antes de realizar las mediciones se realizé previamente un registro de la linea base solo
con agua destilada. Posteriormente, se capturd la longitud de onda al pasar la luz por cada
una de las muestras con el equipo de Cary y se registraron los datos de absorbancia y longitud
de onda que después fueron graficados en el programa Origin Pro. Para el andlisis de la banda
de absorcidon se tomd en cuenta el intervalo de 400 a 600 nm donde se observa la banda de

absorcidn caracteristica de las nanoparticulas de oro esféricas.

Se analizé la curva de absorbancia para cada una de las muestras de coloides

sintetizados utilizando el programa de OriginPro. En el analisis, se ubico el valor al 98%
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de la banda de absorcién, y se hizo un promedio para encontrar la longitud de onda del
plasmodn. Es decir, se escalaron los puntos minimos y maximos de la absorbancia en la gréfica
a 0y 100%, y se encontraron dos puntos al 98% para finalmente hacer un promedio entre
ellos. Con esta metodologia se obtuvo el valor de longitud de onda central de la banda de
absorcién, relacionada con el comportamiento plasmédnico de las nanoparticulas coloidales.
Esta misma metodologia fue usada para estudiar los coloides funcionalizados. En la Figura 2.13

se ejemplifica este procedimiento.

2.3.3 Mediciones de DLS y Potencial {

Las mediciones de DLS y Potencial T se realizaron en el laboratorio LUNA en el ICAT
UNAM, con el equipo ZetaSizer Nano 90. Este equipo puede realizar mediciones entre 1 nm -
3 um para DLS. Estas mediciones sirvieron para conocer el radio hidrodinamico y el potencial

de la particula.

Las muestras de coloides para los registros de DLS se colocaron en una cubeta
DTS0012, mientras que para las mediciones del potencial T la celda electroforética DTS1060.
En ellas se colocd entre 1 y 1.5 mL de disoluciéon. En el caso de que las muestras estén muy

concentradas el equipo mandard un aviso y se deberdn de hacer varias diluciones.

Todas las mediciones utilizaron como medio dispersante el agua destilada, se realizaron
a temperatura controlada de 25.0 C, tasa de conteo a 10 kcps (kilo cuentas por segundo),
indice de dispersion menor a 0.4 C (coeficiente de variacion) y un tiempo de equilibrio de 120
segundos, importante para hacer el andlisis estadistico en el programa con el que opera el

equipo.

2.4 Funcionalizacion

La segunda parte del experimento fue la funcionalizacidn de las nanoparticulas de oro
con AMP a distintas molaridades tanto para las nanoparticulas fabricadas por métodos

guimicos como fisicos.
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La concentracion inicial del AMP es de 11.16 M (molar), por lo que se hicieron distintas
diluciones en agua destilada para alcanzar las molaridades especificas de 0.005, 0.01, 0.02,

0.04, 0.06, 0.08 y 0.10 mM, que son las que se ocuparon para su caracterizacion.

La primera dilucién se hizo para llegar a una concentracion de 2 mM. Por lo que con una
micropipeta de marca Mettler Toledo, se midieron 17.2 uL. de AMP concentrada a 11.16 M se
aford a 100 mL con agua desionizada. La concentracién buscada era mayor a la obtenida, por
lo que se prosiguid a realizar una segunda dilucidn para obtener una concentracién de 0.08
mM. Para esta concentracion, se tomaron 4 mL de AMP anteriormente concentrada a 2 mM

con la micropipeta y se aforé en un frasco a 100 mL de agua desionizada.

Debido a que la concentracidn cambiara al agregar las Au NP’s, en un vial con 5 mL de
nanoparticulas de oro hechas por método quimico se les agregd 5 mL de AMP con
concentracion de 0.08 mM, llegando a obtener finalmente las Au NP’s con una concentracion

de 0.04 mM.

Figura 2.14 Coloides de oro sintetizados por ablacion y funcionalizados por AMP a distintas molaridades.

Se repitid el proceso para obtener la concentraciéon de 0.02 mM. En un vial, se tomaron
2.5 mL de AMP concentrada a 0.08 mMy 2.5 mL de agua destilada, por lo que resultaron 5 mL

AMP a una concentracion de 0.04 mM que a su vez al agregarle 5 mL de nanoparticulas de oro
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finalmente se obtuvieron 10 mL de nanoparticulas de oro funcionalizadas con AMP a 0.02

mM.

Asi mismo, se funcionalizaron 10 mL de nanoparticulas para concentraciones 0.005,
0.01, 0.02, 0.04, 0.06, 0.08 y 0.10 mM de AMP. Al realizar la funcionalizacién, cada muestra se
mantuvo por 60 minutos en la parrilla de agitacion magnética con agitacion vigorosa. Los viales
de la Figura 2.14 y 2.15 muestran la apariencia de coloides de nanoparticulas de oro

funcionalizados por ablacién laser y por método quimico, respectivamente.

Figura 2.15 Coloides de oro sintetizados por el método Turkevich y funcionalizados por AMP a
distintas molaridades.

2.5 Caracterizacion de las nanoparticulas funcionalizadas

Las nanoparticulas de oro después de ser funcionalizadas fueron caracterizadas con los
mismos métodos y equipos mencionados en la seccion 2.2, las cuales fueron, microscopia TEM
para el radio de la nanoparticula, espectroscopia UV-Vis (Figura 2.16) para encontrar la
longitud de onda del plasmén, mediciones de DLS para el radio hidrodindmico de particula y
Potencial ¢ para ver su estabilidad . Esto con el fin de analizar las principales diferencias en la

funcionalizacién de nanoparticulas de oro obtenidas por sintesis quimica y por ablacién laser.
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Figura 2.16 Montaje experimental para la caracterizacién UV-Vis ex situ para los coloides de oro.
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Figura 2.17 Montaje experimental para la caracterizacion del potencial de hidrégeno (pH). Imagen
tomada en el LUCE.
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Figura 2.18 Celdas con muestras para la caracterizacion en el equipo nano Zetasizer. Del lado izquierdo
se muestra celda utilizada para medir el potencial {; mientras que del lado derecho la celda para medir

el radio hidrodindmico.
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CAPITULO 3

3 Resultados y discusion

En esta seccion se presentaran los resultados de la sintesis y caracterizacién de las
nanoparticulas coloidales obtenidas por reduccidon quimica y ablacion laser en liquidos. Asi
mismo, se discuten los principales mecanismos involucrados en la respuesta dptica de los
coloides fabricados por ambos métodos y su respuesta al ser funcionalizados con tioles, en

particular con dcido mercaptopropidnico.

3.1 Resultados de nanoparticulas coloidales de oro coloidales por método
quimico

3.1.1 Mediciones de TEM

Con el microscopio electrdnico de transmisién se hizo un promedio para conocer el
diametro de las nanoparticulas, asi como la forma de éstas, en total se hizo el conteo de 308
particulas. Se analizaron distintas imdagenes y al hacer un acercamiento a la particula se
encontraron algunas nanoparticulas poliédricas, sin embargo, idealmente, podemos

considerar que son practicamente esféricas.

Las imagenes de TEM se realizaron para las nanoparticulas de oro sin funcionalizar y
para las funcionalizadas con una concentracién de 0.02 mM de AMP. El didmetro de las
nanoparticulas sin funcionalizar, varian desde los 3.7 hasta los 9.5 nm, mientras que el tamafio
promedio es de 6.0 nm con desviacién estdndar de 1 nm. Por otro lado, para las
funcionalizadas el tamafio de la particula mds pequefia midié 3.5 nmy la mas grande 13.9 nm,
mientras que el tamafio promedio de particulas fue de 6.8 nm con 1.7 nm de desviacién
estandar. En la Tabla 3.1 se encuentran los resultados que arrojaron los datos para los valores

del tamafio de las nanoparticulas.
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Figura 3.2 Imagenes en el TEM de AuNPs funcionalizadas con AMP a 0.02mM a una barra de escala de
a) 20 nmy b) 5nm. En estas fotografias se aprecia la forma de esfera en las nanoparticulas fabricadas
por método de Turkevich. Algunas nanoparticulas se unen durante el proceso o bien posteriormente
en el coloide formando cadenas.
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Recordemos que ambas particulas se encuentran recubiertas de residuo quimico del
citrato por lo que suponemos que éste se queda en la superficie de las nanoparticulas de oro.
Sin embargo, las nanoparticulas funcionalizadas se encuentran agregadas pero con mayor

distribucién de tamafio que las que no lo estan, esto es debido al AMP afadido.

130 - Bl Quimicas

120 4 B Quimicas + AMP
110 -
100 -

70

Conteo de particula

10 -

0 1+ 2 3 4 5 B 7 8 9 10 11 12 13 14
Diametro de particula (nm)

Figura 3.3 Histograma de las distribuciones de didmetro para las nanoparticulas de oro por método
quimico con (claro) y sin AMP (obscuro). Para las iniciales, sin AMP, el pico maximo se encuentra entre
los 6y 6.5 nm, mientras que para las funcionalizadas con 0.02 mM estd ente los 5.5 y 6 nm. Histograma
realizado en OriginPro, con el programa se da un tamafio de hasta milésimas de nandmetros, sin
embargo, se tomo el criterio de tomar hasta décimas de nandmetro con un error de £ 0.1 nm.
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Tabla 3.1.
Didmetro de las particulas por microscopia TEM.

Concentracion Numerode Tamafio Tamafio Tamarno Desviacion
(mM) particulas minimo  maximo promedio de estandar
(nm) (nm) particulas (nm) (nm)
0 ~ 234 3.7 9.5 6.0 1.0
0.02 ~ 493 3.5 13.9 6.8 1.7

Es posible observar que en las nanoparticulas sintetizadas por reduccién quimica la
distribucién de tamafios es estrecha, sin embargo, puede observarse que la distribucion de
tamafios es mas amplia en el caso del conteo de las nanoparticulas funcionalizadas. Los valores
de sus didmetros fueron obtenidos a partir del andlisis de las micrografias del TEM, mientras
que los procesos de visualizacidon, medicidn y analisis se realizaron con el uso de los programas
Imagel, DigitalMicrograph Gatan y Origin8. Con el programa se da un tamano de hasta
milésimas de nandmetros, sin embargo, se tomd el criterio de tomar hasta décimas de

nanémetro con un error de £ 0.1 nm.

3.1.2 Espectroscopia “in situ” de UV-Vis

En la seccién 2.1 se hablé sobre la sintesis de las nanoparticulas producidas oro por
método quimico, asi como el montaje experimental en la seccién 2.1.2 por el cual se llevd a
cabo la caracterizaciéon “in situ” mediante espectroscopia UV-Vis de la generacion de
nanoparticulas. Esta caracterizacion es importante para entender la forma en la que se
generan las nanoparticulas en el proceso de reduccién de la sal de oro (tetracloruro de oro)
mediante citrato de sodio y borohidruro de sodio. Inicialmente, se colocd el agua desionizada
con Na3CgHs07 y posteriormente, se le agrego la sal de oro y el borohidruro de sodio (es
importante que esta Ultima solucién se mantenga a baja temperatura). Se tomaron espectros
de absorcion durante el proceso de la sintesis. Al final se evaluaron los espectros de absorcién
y se tomaron 9 curvas, las cuales presentaron mayores cambios y se relacionan con etapas de

la sintesis quimica.
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La primera sefal, linea negra en la Figura 3.4, se obtuvo con agua desionizada y el
reactivo NasCeHsOy7 . Para este espectro se puede notar que el pico maximo de absorcién en
la solucidon se encontré a los 216 nm, correspondiente a la regién ultravioleta, que es
caracteristico de compuestos orgdnicos. Una vez que se agregd el Aacido
tetracloroaurico HAuCls y se midié su espectro, linea café en la Figura 3.4, y se observo que
continud el pico del citrato de sodio, sin embargo, la sefial presentd un cambio proveniente
del oro en bulto en la regién de absorcidn que corresponde con la zona en la que aparece la
region interbanda del oro, el cual estd reportado en la regidon de 200 a 400 nm [73]. En esta
parte es cuando comienza a reaccionar la sal de oro con el citrato trisddico, haciendo que el
oro se reduzca a AuClsy se inicie la formacién de nanoparticulas[74]. Sin embargo, no es hasta
que se afnade el borohidruro de sodio que también actia como agente reductor (espectro de
colorrojo en la Figura 3.4), en la que se observé en la regidn un notable aumento de las seiales
en la zona ultravioleta, misma por la presencia inorganica de la solucion. Después de 2
segundos, se observa la banda de absorcidon caracteristica de las nanoparticulas de oroy a los
5 segundos es mas notoria la banda en la regidn visible centrada en 512 nm (espectro con la
linea de color amarillo en la Figura 3.4). La formacion de esta banda correspondiente a la
respuesta plasmodnica de las nanoparticulas de oro se observa después de afiadir de forma casi
instantdnea el borohidruro de sodio, NaBH4, a la reaccién anterior. Esta sefial continta
mostrando los dos picos anteriormente mencionados para la regién del ultravioleta. En la
literatura relacionada con la sintesis de nanoparticulas de oro por métodos de reduccién se
mencionan dos mecanismos principales en la formacidn de nanoparticulas de oro, un periodo
de nucleacidn en el que se reduce el compuesto que contiene oro y se obtienen particulas de
oro Au®. Estas particulas forman un ntcleo que sirve como ”semilla” para llegar al mecanismo
de crecimiento, luego el crecimiento de cimulos o “clusters” y finalmente las nanoparticulas
tienen un proceso dinamico en el que se define su tamafio final (ver Figura 3.6) y geometria
de acuerdo a los reactivos involucrados y sus condiciones termodinamicas como temperatura
y pH entre otros [75]. Entender este proceso no es sencillo pues existen diferentes factores
gue pueden variar el crecimiento de la nanoparticula, por lo cual continta siendo un gran

motivo de estudio. El citrato de sodio es el agente reductor usado con mayor frecuencia para
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la obtencién de nanoparticulas de oro por el método de reduccidon quimica [76]. Por lo
anterior, se espera que la nucleacidén inicie desde el instante en el que se agrega la sal de oro
a la solucidn. El citrato de sodio sirve como agente reductor, pero también como un
mecanismo que controla el pH (el pH se midié al finalizar el proceso, no durante), asi como un
agente que estabiliza la solucién coloidal ya que las nanoparticulas de oro quedan rodeadas

del citrato mediante la adsorcidon de grupos carboxilatos [27].
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Figura 3.4 Espectros UV-Vis in situ durante el proceso de la sintesis de nanoparticulas de oro por
método quimico. El espectro color magenta representa las AuNPs después de 2h de agitacion, el cual
tiene un plasmén localizado a los 515nm.

Por lo observado en la espectroscopia UV-Vis “in situ” para las condiciones usadas en
esta tesis, esta reacciéon que involucra dos agentes reductores presenta el periodo de
crecimiento y formacién de nanoparticulas una vez que se agrego el borohidruro y pasaron 5
segundos. La cristalinidad durante el proceso de formacién y crecimiento se discute en el
articulo de Desgranges et al (2009), en donde mediante calculos tedricos al usar el método de

Monte Carlo sobre la nucleacién y el crecimiento de nanoparticulas se encuentra que en el
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periodo de nucleacidn los pequenos clusters tienen una estructura de FCC (cubico centrado
en las caras) mientras que al ir creciendo para formar nanoparticula es posible observar
regiones con dominios cristalinos BCC (cubicos centrado en el cuerpo) y HCP (hexagonal
compacta), aunque siempre en menor proporciéon siendo la estructura FCC
dominante[77]. Recordemos que la estructura FCC es la que se observa en el oro en
bulto [78]. Se propone entonces que inicialmente se forman los nucleos de particulas de oro
y para cuando pasaron 5 segundos de la adicién de borohidruro de sodio se tienen

nanoparticulas con estructura cristalina predominantemente FCC.

Una vez que pasaron 8 segundos se observa que la curva relacionada en color verde
(Figura 3.4), muestra una disminucién de la banda alrededor de los 310 nm de
aproximadamente 41%, que sugiere que la sal tetraclorodurica estd siendo “consumida” o
reducida durante la reaccién y en cambio se forman las nanoparticulas. El pico maximo de
absorcién asociado al comportamiento plasmdnico de las nanoparticulas de oro presenté un
corrimiento hacia el rojo con el maximo a los 512 nm, lo que implica que las nanoparticulas
estan aumentando de tamafio. No se observan bandas de absorcion en el infrarrojo cercano
asociadas con nanoparticulas de oro asociadas a geometrias mas complejas de modo que la

forma del espectro sugiere una geometria esférica y/o poliédrica.

Después de 1 minuto y 53 segundos de haber afiadido el borohidruro de sodio, se
registrd absorbancia (ver linea de color azul en la Figura 3.4). Para este tiempo de reaccién
desaparecio el pico maximo de absorcién que se encontraba en los 310 nm, proveniente del
oro en bulto. Esto nos indica que el reactivo original se redujo por completo. Por otro lado, la
absorbancia incrementé mas del doble en el plasmdén de las nanoparticulas de oro con
respecto a la intensidad observada en el espectro original, y hubo corrimiento al rojo en 534
nm. Lo anterior sugiere que la formacién de nanoparticulas a partir de los nucleos fue
aumentando con respecto a los primeros 8 segundos de reaccién. El corrimiento al rojo implica
qgue el tamafio de las nanoparticulas continué creciendo. La curva en el ultravioleta por
presencia de reactivos organicos permanecié durante toda la sintesis, no existié un cambio
notable después de este tiempo. Lo que puede estar relacionado con la presencia de citrato

en la solucién o bien rodeando la particula.
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La linea purpura (ver Figura 3.4) representa el proceso después de 16 minutos y 40
segundos, esta sefal tiene dos curvas maximas donde la primera continda sin un cambio
significativo y el plasmadn superficial de nanoparticulas de oro, el cual presenté un corrimiento
hacia el azul y se encontré a 525 nm. Este corrimiento se asocia al tamafio final de las
nanoparticulas una vez que quedan recubiertas por el citrato de sodio, lo que dificulta que el

proceso de crecimiento de las nanoparticulas y su cohesion continde.

El proceso continda durante dos horas y finalmente se obtiene un espectro angosto e
intenso con las nanoparticulas formadas. Por lo que al finalizar la sintesis tenemos la sefial con
dos curvas maximas, linea magenta en la Figura 3.4. La banda de absorbancia tiene mayor
absorbancia que al inicio debido a que aumentd la cantidad nanoparticulas de oro, asi mismo,
se hizo mas estrecho porque disminuyd su distribucién de tamafios y su pico maximo se
encontrd en 515 nm. El espectro observado nos indica que se obtuvieron nanoparticulas con
geometrias y tamafios similares. Es importante mencionar que el color rojo rubi caracteristico
de este tipo de coloides se aprecia de forma instantdnea. En la Tabla 3.2 se presentan los
valores de absorbancia de la banda de absorcion y la variacion en el pico central puede
asociarse a los procesos de formacion, cohesién y repulsién de las particulas que se van
agregando o separando de los nucleos originales de la reaccion hasta que el reactivo de la sal
de oro se consume y la solucidn presenta sus propiedades finales. A partir de los 997 segundos
se observa un corrimiento al azul relacionado posiblemente con las moléculas de citrato
siendo adsorbidas por las nanoparticulas formadas [29]. La intensidad de la banda se duplica

una vez que la reaccién termina y esto es después de las 2 horas.

Tabla 3.2.
Curva del plasmdn localizado medido in.situ para los coloides sintetizados por método Turkevich..
Tiempo (s) Absorbancia Longitud de onda

(u.a.) (nm)

2 0.210 486

5 0.330 501

8 0.193 512

113 0.467 534

1000 0.573 525
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7440 0.600 515

Se muestra la longitud de onda y la absorbancia del plasmdn localizado a diferentes tiempos durante el proceso
de sintesis. El proceso de sintesis durd 2 h 4 min y tuvo el pico maximo de plasmon a los 515 nm.

El comportamiento del pico central de la banda de absorcién se muestra en la
Figura 3.5. Es evidente que el cambio mas notorio sucede en los primeros segundos de la
reaccion para posteriormente presentar un corrimiento al azul. Por otro lado, se observa que

este corrimiento no sigue una tendencia lineal durante todo el tiempo de la sintesis.
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Figura 3.5 Aqui se muestran los picos maximos de absorbancia durante 6 puntos de la sintesis (tiempos
donde el proceso de sintesis de AuNPs por método quimico fue significativo). El pico maximo del
fenémeno del plasmén de superficie se tomé con el criterio del 98% mencionado en el capitulo 2.2.
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Figura 3.6 Esquema del proceso de crecimiento de las AuNPs, adaptado de [75].

3.1.3 Espectroscopia “ex situ” de UV-Vis

Al terminar la sintesis quimica mencionada en el capitulo 2.1.1, se obtuvieron
soluciones coloidales de color rojizo, caracteristicas de este tipo de sintesis de nanoparticulas
de oro. La apariencia de los coloides iniciales funcionalizados con AMP se muestran en la

Figura 2.15.

La Figura 3.7 muestra los espectros de absorbancia de 4 muestras representativas de
nanoparticulas de oro. El valor maximo de longitud de onda en el coloide original fue de 513
nm. Se observo que, al agregar el AMP se corrié esta banda a la derecha, con 4 nm para las
concentraciones de AMP a 0.04 mM y 0.01 mM, y con 5 nm para la muestra con 0.02 mM de
AMP. Con lo anterior, podemos notar que el corrimiento al rojo respecto al plasmén original,
representa la presencia del AMP cerca de la superficie de la nanoparticula de oro, sin embargo,
este corrimiento en el valor del pico central del espectro este desplazamiento no es lineal para
las concentraciones de AMP usadas. Al inicio, en la muestra original, las nanoparticulas se
encontraban solo en agua, por lo que la funcidn dieléctrica del medio cambid al afiadirle una

concentraciéon de AMP. Por otro lado, algo que se puede notar con los datos obtenidos es la
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cantidad de oro, al menos de manera cualitativa, en la grafica se comparé la absorbancia para
cada muestra a la longitud de onda 350 nm (franja amarilla en la Figura 3.7) debido a que en
esta longitud la absorcion esta dominada por trancisiones interbanda para el oro. Esta
absorbancia fue notablemente menor en las muestras que contenian AMP debido a que al
hacer la tiolacion, se diluyeron los coloides 1:1 con la disolucién de AMP, lo que no ocurrid

con la muestra original.
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Figura 3.7 Grafica de la longitud de onda contra la absorbancia para los coloides con distintas
concentraciones de AMP. La muestra en original, linea color negro, presenté mayor absorbancia
debido a que no se hizo la dilucién en agua tridestilada como fue para el caso de las diluidas con AMP,
gue entre estas no presentan una diferencia significativa. Las muestras con AMP anadido presentan
un corrimiento hacia el rojo de la banda de absorbancia asociada al cambio del indice de refraccién o
respuesta dieléctrica que afecta al comportamiento.
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Tabla 3.3
Absorbancia de las muestras a 350nm.

Concentracion de AMP  Absorbancia

(mM) (u.a.)

0 0.399
0.01 0.231
0.02 0.246
0.04 0.247

En esta tabla se presentan los valores de concentracion de AMP y absorbancia, asi mismo se observa una
disminucidn significativa de la absorbancia entre el coloide original y los tiolados en la longitud de onda 350nm,
la cual se interpreta como menor cantidad de oro.

Por lo tanto, ademas del corrimiento de la longitud de onda después de agregar AMP,
se observa una disminucion del valor de absorbancia, estos valores se muestran en
la Tabla 3.3. Los valores de la absorbancia relacionados con la presencia de oro se tomaron a
la longitud de 350 nm, el cambio en la disminucién de la aborbancia se debe a que la cantidad
de oro se redujo al diluirla 1:1 con AMP; mientras que, entre las curvas con AMP se puede
deber a que al hacer la funcionalizacién algunas nanoparticulas de oro se pueden unir y

coalescer.

Se llevaron a cabo experimentos adicionales de tiolacion, en esta ocasién se mantuvo
la concentracién coloidal similar. Para estos experimentos se amplié en intervalo de
concentraciones de AMP usadas: 0.005, 0.01, 0.02, 0.06, 0.08 y 0.1 mM. Los espectros de

absorbancia caracteristicos se muestran en la Figura 3.8.

Las muestras iniciales presentaron su plasmén con el pico a los 507.7 nm. Se pudo
notar que el corrimiento del plasmén al agregarle la concentracion de AMP no fue hacia el
mismo lugar, esto implica que el corrimiento del pico no corresponde linealmente a la
cantidad de molaridad del AMP. El plasmdn presentd un corrimiento a la izquierda en 506.1,
503.5, 504.4 y 507.2 nm para las muestras a 0.005, 0.06, 0.08 y 0.1 mM respectivamente,
mientras que, un corrimiento al rojo para las muestras con concentracién de 0.01 mM y 0.02
mM con el pico en el plasmdn a la longitud de onda 508.3 y 509.2 nm respectivamente, lo que

nos lleva a concluir que este comportamiento no es lineal y puede relacionarse con una carga
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parcial del coloide que tiene un pH acido y el hecho de que el AMP es un 4cido puede dificultar
que el azufre del grupo tiol se una a la superficie recubierta de las nanoparticulas. En todos

los casos la intensidad del pico central fue mayor que el original.
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Figura 3.8 Gridfica de la absorbancia contra la longitud de onda. Las curvas son consecuencia del
fendmeno producido por el plasmoén de superficie de las AuNPs para las muestras quimicas en los
espectros UV-Vis a distintas concentraciones de AMP.

En la Tabla 3.4 se muestran los valores con la longitud de onda central de la banda de
absorbancia para el plasmén de cada coloide a distinta molaridad, esto es resultado de los
experimentos mostrados anteriormente. Para esta tabla se usaron los datos de las corridas
UV-Vis, asi mismo, se menciona el corrimiento del plasmon al rojo o azul con referencia de la

muestra original, es decir el coloide sin concentracion de AMP.
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Tabla 3.4.
Longitud de onda del pico mdximo del plasmdn de superficie.

Concentracion de AMP  Longitud de onda para Corrimiento

(mM) el plasmén de

superficie (nm)

0.0 507.7 Original

0.005 506.1 Azul
0.01 508.3 Rojo
0.02 509.2 Rojo
0.06 503.5 Azul
0.08 504.4 Azul
0.10 507.2 Azul

Las muestras con concentraciones de 0.01 y 0.02 AMP, son las Unicas que presentan un corrimiento al rojo, el
resto de los coloides presentan un corrimiento al azul al agregarle AMP.

Asi mismo, de los resultados obtenidos por espectroscopia, se observa la absorbancia
a la longitud de onda 350 nm. A partir de esta informacidon se puede observar la cantidad de
oro en los coloides, misma que se mantiene similar para todas las muestras, este valor es solo

una referencia.

Tabla 3.5.
Absorbancia de las muestras a 350 nm.

Concentracion de AMP  Absorbancia

(mM) (u.a.)

0 0.67
0.005 0.65
0.01 0.69
0.02 0.73
0.06 0.74
0.08 0.76
0.10 0.73

La cantidad de oro para las muestras es comparable entre éstas, sin embargo, esta cantidad no deberia ser mayor
ni menor debido a que la cantidad de oro se mantuvo constante en cada muestra.
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3.1.4 Mediciones de DLS y Potencial {

A todas las muestras se les midié el Potencial ¢ con el fin de tener una idea de qué
coloides eran los mas estables (Figura 3.9). Es importante recordar que el valor absoluto del
potencial  se relaciona con la estabilidad del coloide. Los valores con el potencial mas alto en
valor absoluto fueron los de molaridad de 0 hasta 0.04 mM. Segun los resultados, el potencial
fue menor en valor absoluto para las muestras de 0.06 a 0.10 mM. La agregacién de AMP
puede influir en el pH de la solucién y afectar la estabilidad coloidal después de agregar
concentraciones mayores a 0.06 mM ya que los resultados para estas muestras tampoco

tienen correspondencia lineal con la cantidad de molaridad afadida.

Estas mediciones muestran que la zona mas estable se encuentra entre 0.01 a 0.04
mM. La muestra con molaridad de 0.04 mM tuvo un valor de -36.1 mV muy cercana a la
original con el valor de -36.3 mV y la de 0.005 mM obtuvo el valor -40.1, siendo
estadisticamente iguales a los coloides iniciales. Por otro lado, las muestras con 0.01 y 0.02
mM presentaron un potencial menor a 3 mV de diferencia entre la original, manteniéndose
en el mismo orden de magnitud, sin embargo, las muestras con mayor cantidad de AMP, 0.06,
0.08 y 0.10 mM no mantuvieron el mismo orden, bajando a casi la mitad del valor inicial. Esto
representa a que la estabilidad en las tGltimas muestras cambid significativamente con un valor

del orden de 10 mV.

72



.40 e
: 3

S 3 1
8 5] 1 l |
B |
n 4

-10 4

0 T ' | ' | '

T y T Y T
0.00 0.02 0.04 0.06 0.08 0.10

Concentracion AMP (mM)

Figura 3.9 Grafica del potencial { de las nanoparticulas de oro funcionalizadas a distinta molaridad
de AMP. Los coloides mas estables se encuentran en el cuadro amarillo, siendo las més estables las
gue tienen el AMP a molaridad menor a 0.04 mM.

Por otro lado, los valores obtenidos para el radio hidrodinamico se realizaron por
medio de la medicion de DLS. En la Figura 3.10 se muestra la tendencia a aumentar
ligeramente al agregar concentraciones de AMP de 0.02 a 0.04 mM y un valor que indica una
corona mayor a partir de 0.06. La muestra que presentd un valor similar a los coloides sin AMP
fueron los que tenian concentracién de 0.01 mM; mientras que las que presentaron el valor
maximo de radio fueron las de concentracion de 0.06 mM con un valor de 88.3 nm. El radio
hidrodindmico, que se refiere a la primera capa de solvatacién que rodea fuertemente a la
nanoparticula, puede ser afectado por el pH de la solucién coloidal, es por ello que el tamario
es mayor a los valores obtenidos en TEM, pues ahi se mide el didmetro de la particula sin la

capa de solvatacion. En la Tabla 3.6 se mencionan los valores principales de Potencial Ty DLS.
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Figura 3.10 Grafica del radio hidrodinamico de las nanoparticulas de oro funcionalizadas a distinta
molaridad de AMP.

Tabla 3.6.
Valores de DLS y Potencial { para los coloides con AMP a distinta concentracion.
Concentraciéon de AMP Radio Potencial {
(mM) hidrodinamico (mV)
(nm)

0 39.9 36.3
0.005 55.7 40.1
0.01 40.8 34.9
0.02 33.6 33.9
0.04 58.4 36.1
0.06 88.3 23.1
0.08 70.2 19.5
0.10 54.92 22.9

En estas se observa que las muestras mas estables son las menores a 0.04 mM de AMP comparando los valores
arrojados en las mediciones Potencial {, del mismo modo son las muestras que tienen un menor radio
hidrodinamico. En general los coloides son estables.
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El valor obtenido del pH para estos coloides se encuentra en un valor de 4, este valor se
puede relacionar con la presencia del citrato de sodio con respecto a la sal de oro mismo que
se ve afectado en presencia del AMP teniendo como consecuencia un valor mas alejado del

valor neutro.

3.2 Resultados de nanoparticulas de oro coloidales por ablacidon laser en
liquidos

3.2.1 Mediciones TEM

Se observé que la distribucion de tamafios es mas amplia que la observada en las
nanoparticulas de oro sintetizadas por métodos quimicos, en la Figura 3.11 se muestra una
imagen de nanoparticulas de oro tomada con el TEM. Esta amplia distribucién de tamafios es

comun en las nanoparticulas metdlicas obtenidas por ablacién laser.

En la Tabla 3.7 se muestra el conteo y la medicion del didmetro de 403 particulas
sintetizadas por ablacién laser, el didametro maximo encontrado fue de 78 nm, mientras que
el menor de 5 nm. En la Figura 3.12, se tiene un histograma en el cual se puede ver el nimero
de particulas por distribuciones de frecuencias por cada 10 nm, teniendo asi que el didmetro
para la mayoria de ellas se encuentran entre los 10 y 20 nm de didmetro con un tamafo
promedio 16.3 nm, linea punteada amarilla. Asi mismo, notamos una curva asimétrica a la
derecha, linea continua de color rojo, debido a que se tiene un sesgo positivo a la derecha, lo
gue indica que la mayoria de las particulas se encuentran a la izquierda de la distribucién. La
moda, linea punteada roja, se localiza a los 10.4 nm indicando que tenemos con mayor
frecuencia ese diametro, mientras que la linea punteada verde indica la mediana, localizada

enlos 12.7 nm.
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Figura 3.11 Imagen de AuNPs en el TEM para las nanoparticulas realizadas por ablacidn laser, en ella
es posible observar la amplia distribucién de tamafios y la tendencia a estar agrupadas, dado que no
tienen recubrimiento. Escala a 50 nm.

Tabla 3.7.
Valores de los didmetros para las AuNPs obtenidas por ablacion Idser, obtenidos a partir del andlisis
de las fotografias del TEM.

Nuamero Tamaiio Tamaiio Tamaiio promedio de Desviacién
de minimo maximo las particulas (nm) estandar (nm)
particulas (nm) (nm)
~ 403 5.1 78.2 16.3 11.7

Los procesos de visualizaciéon, medicién y andlisis se realizaron con el uso de los programas Imagel,
DigitalMicrograph Gatan y Origin8. Con el programa se da un tamaio de hasta milésimas de nandmetros, sin
embargo, se tomé el criterio de tomar hasta décimas de nandmetro con un error de +# 0.1 nm.
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Figura 3.12 Histograma de las distribuciones de tamafo para las AuNPs por ablacién ldser con
distribucidn asimétrica hacia la derecha. Las lineas punteadas roja, verde y amarilla indican el valor de
la moda, mediana y media respectivamente.

3.2.2 Espectroscopia UV-Vis

Las mediciones de espectroscopia UV-Vis para las muestras de nanoparticulas
fabricadas por método fisico se obtuvieron en el laboratorio de Fotofisica y peliculas delgadas.

El espectro de absorbancia caracteristico de estos coloides se muestra en la Figura 3.13.

Se observa que en general los espectros de absorbancia son mas anchos y de menor
intensidad que los obtenidos por el método de reduccién quimica. Mientras el ancho de la
banda de absorbancia puede relacionarse con una amplia distribucion de tamano. Los valores
menores a 350 nm y en la banda de absorbancia indican que los coloides obtenidos por

ablacién laser son mas diluidos y tienen menos material que los obtendos por el método
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guimico. Lo anterior puede observarse en la intensa coloracién que se observa en las
fotografias de los coloides fabricados por métodos quimicos en comparacién con los de
ablacion laser. También se observa que el valor del pico central es mayor para las
nanoparticulas de oro sintetizadas por ablacidon laser, debido a ello el color observado no es

completamente rojo ya que tiende mas al lila .
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Figura 3.13 Grafica consecuente del fendmeno de los plasmones de resonancia para las AuNPs
realizadas por ablacién y funcionalizadas a distintas concentraciones de AMP.

Enla Tabla 3.8, se observa la absorbancia de todas las muestras a los 350 nm, para este
caso, los valores son cercanos a la muestra original, sin AMP. Estos valores de absorbancia se
toman como referencia cualitativa de la cantidad de oro, ya que se encuentran en la regién
de la absorcién interbanda del oro. Al ser similares se observa que los coloides mantienen

concentraciones de nanoparticulas de oro comparables.
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Tabla 3.8.
Absorbancia de las muestras fabricadas por método fisico en la longitud de onda a 350 nm.

Concentracion de AMP  Absorbancia

(mM) (u.a.)

0 0.15
0.005 0.14
0.01 0.14
0.02 0.13
0.04 0.13
0.06 0.13
0.08 0.13
0.10 0.12

Al aumentar el valor de AMP se observa un corrimiento del valor del pico central hacia
el azul, lo que puede relacionarse ademas del recubrimiento con AMP con la influencia del pH
al agregar un 4acido la solucion que para ablacién laser tiene un pH de 6 puede quedar mas
acida favoreciendo que se separen algunas nanoparticulas que se encuentren formando
cadenas. En la Tabla 3.9 se muestran las longitudes de onda del pico del plasmén de superficie,
para todas las concentraciones de AMP hay un corrimiento hacia el azul y esta diferencia es
mayor o igual a 1 nm con referencia al coloide original, excepto el valor de 0.02 mM con un
corrimiento de 0.5 nm. También en este caso el aumento de concentracion de AMP no

muestra una tendencia lineal.

Tabla 3.9.
Pico del plasmdn de superficie para coloides producidos por ablacion Idser en presencia de AMP.

Concentracion de AMP  Longitud de onda para Corrimiento

(mM) el plasmén de

superficie (nm)

0.0 526.8 Original

0.005 525.5 Azul
0.01 524.6 Azul
0.02 526.3 Azul
0.04 525.0 Azul
0.06 525.8 Azul
0.08 525.8 Azul
0.10 525.5 Azul
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3.2.3 Mediciones de DLS y Potencial T

De la misma manera en que se hizo para las nanoparticulas de oro producidas por el
método quimico, para los coloides por ablacidn se les midio el potencial { con el fin de conocer
mas acerca de su estabilidad. En la Tabla 3.10 se muestran los resultados de las mediciones
para cada concentracion. La muestra original, es decir, sin la concentracién de AMP tuvo un
valor absoluto de potencial ¢ de 20.5 mV. Se puede observar que, al no estar recubiertas su
estabilidad coloidal asociada al valor del potencial T es menor que para las nanoparticulas de
oro obtenidas por métodos quimicos que fue de 36.3 mV, mientras que el coloide con 0.06

mM de AMP fue la Unica muestra que aumentd la estabilidad.

Tabla 3.10.
Valores de Radio hidrodindmico y Potencial .
Concentraciéon de AMP Radio Potencial {
(mM) hidrodinamico (mV)
(nm)

0 135.2 -20.5
0.005 114.9 -22.9
0.01 125.4 -17.8
0.02 107.7 -18.8
0.04 104.0 -19.3
0.06 113.4 -24.0
0.08 100.9 -19.2
0.10 120.7 -20.5

En éstas se observa que la muestra mas estable es la que tiene 0.06mM de AMP comparando los valores
arrojados en las mediciones Potencial T.

En todas las muestras con AMP no hay una tendencia entre concentracién de AMP y
potencial { en valor absoluto. Para los coloides con la concentracidon de 0.01 mM, el potencial
¢ de AMP fue menor que para las distintas concentraciones, con un valor de 17.8 mV, esto
quiere decir que es la muestra menos estable de todas. Por otro lado, la muestra con 0.10 mM

de AMP tuvo un potencial igual que la original con valor de 20.5 mV, (ver Figura 3.14).
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Figura 3.14 Gréfica de las mediciones de potencial {. Muestras fabricadas por método fisico y funcionalizadas
con AMP. Se observa que este potencial no es lineal al aumentar la concentracion del AMP. La muestra con AMP
a 0.06 mM representa la muestra con mejor estabilidad coloidal de las AuNPs.

En la Figura 3.15 se graficaron las mediciones del radio hidrodindmico de particula.
Estas mediciones también se compararon con la muestra original de 135.2 nm misma que al
no estar rodeada de citrato algunas nanoparticulas pueden estar unidas contribuyendo a que
este valor sea mayor a 100 nm. Es posible que, al cambiar el pH ligeramente al agregar el AMP
se pueda favorecer que las nanoparticulas se separen un poco y disminuya el valor del radio
hidrodindmico. El radio hidrodinamico con menor diferencia al original fue el de menor
concentracion 0.01 mM, con un valor de 125.4 nm; mientras que la muestra con mayor

diferencia a la original fue la que tenia 0.08 mM de AMP con un valor de 100.9 nm.
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Figura 3.15 Grifica de las mediciones del radio hidrodindmico de la particula. Muestras fabricadas por método
fisico y funcionalizadas con AMP a distintas concentraciones.

El valor del radio hidrodinamico, en comparacion a las muestras medidas en TEM, es
mayor para todos los casos porque esta medida se hace no solo de la nanoparticula de oro,
sino con el recubrimiento del liquido. Ademas, el valor de DLS para la muetra 0.05 mM
presenta mayor error y esto puede ocurrir debido a que la banda de tamafios es mas amplia
gue en el caso de los coloides hechos con el método de reduccidon. Mientras que para el valor
del pH las muestras fisicas se encuentran en el valor de 6, valor cercano al neutro conservando

el pH de la solucién del liquido (agua).
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3.4.-Diferencias entre nanoparticulas de oro sintetizadas por métodos quimicos y por

métodos fisicos.

En la Tabla 3.11 se muestra un resumen de los valores importantes para cada sintesis y una
comparacion en cuanto a los resultados obtenidos. En esta, se puede observar que ya
montado el experimento existe un tiempo significativo de diferencia para la obtencién de
nanoparticulas, pues para la sintesis de un coloide por el método de Turkevich modificado con
NaBH4 es de dos horas y para el de ablaciéon es de menos de 10 minutos. Esto es util si se

requieren sintetizar mas muestras en un dia.

La desventaja que presenta la ablacidn laser es el espacio que se ocupa al montar el
experimento y la alineacién de éste ya que detrds del experimento se necesita conocer el
equipo con el que se trabaja. Para la sintesis fisica se utilizé un LASER, un atenuador, espejos
y lentes,motores de movimiento, un osciloscopio y una mesa de movimiento, mientras que,

para la sintesis quimica solo un agitador magnético.

Como se ha mencionado la microscopia TEM nos mostré que las nanoparticulas tienen
una geometria poliédrica predominante. La distribucién de tamanos de las nanoparticulas de
oro fabricadas por ablacién laser es ancha de 5.1 a los 78.2 nm, sin embargo, la gran mayoria
de las particulas contadas se encuentran en valores menores a 30 nm representando un 77%,
y su valor promedio es de 16.2 nm, en tanto las nanoparticulas producidas por el método
Turkevich tienen una distribucién de tamafio angosta y van desde los 3.6 a 9.5 nm siendo el
tamafio promedio de 6 nm. De esta manera, una diferencia significativa es la distribucion de
tamafios, de forma que para la funcionalizacion con AMP de las nanoparticulas de oro
obtenidas con métodos quimicos la interaccidn relacionada con la superficie disponible es mas
homogénea, entonces, las posible in-homogeneidades en la interaccidén del grupo tiol en este

caso pueden estar dados por la forma en como el citrato de sodio rodea las nanoparticulas.
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Tabla 3.11.

Tabla comparativa de la sintesis y caracterizacion de coloides en las nanoparticulas coloidales
obtenidas por ablacion Idser y método Turkevich modificado con NBH,.

Ablacioén laser Turkevich
Tiempo aproximado de 10 minutos 2 horas
sintesis
Compuestos Oro Sigma Aldrich (99.99%) HAuCls
Hzo Na3C5H507
NaBH4
H.0
Caracterizaciones Potencial T Potencial T
Dispersion dindmica de luz  Dispersién dinamica de luz
(DLS) (DLS)

Equipo

Forma
Superficie de la particula
Pico del plasmoén
Tamaiio promedio con TEM
Rango de tamaiios
Radio hidrodinamico
Potencial T

pH

Espectroscopia UV-Vis
Microscopia TEM

Laser Ekspla
Atenuador

Espejos y lentes
Piezoeléctrico

Cubeta de ablacién
Mesas con motores de
movimiento
Osciloscopio digital
Computadora para
controlar las mesas de
movimiento

Esférica

Sin recubrimiento
526.8 nm

16.2 nm
51-78.2nm
135.2 nm
20.5mV

6

Espectroscopia UV-Vis
Microscopia TEM

Agitador magnético

Esféricas y poliédricas
Rodeada de citrato de sodio
507.7 nm

6 nm

3.6-9.5nm

39.9 nm

36.3 mV

4
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La caracterizacion mostrada en la Figura 3.16 muestra que existe una notable
diferencia en la concentracion de nanoparticulas obtenida por los dos medios, esto
corresponde a la densidad de particulas. Los coloides por método quimico tienen una mayor
concentracion de particulas que en el método fisico. Al existir mas oro en el coloide, la
absorbancia es mayor que para las particulas con menor cantidad de oro, esto se puede
observar a simple vista en la intensidad de la coloracidn y en los resultados observados de los

espectros de absorbancia caracteristicos.

Por otro lado, el pico del plasmén de superficie hace referencia al tamafio de la
nanoparticula. En la grafica se logra observar que los picos del plasmdn para las nanoparticulas
quimicas esta corrido hacia el azul, mientras que los picos para los coloides fisicos se corren al
rojo. Como consecuencia, se interpreta que comparando ambas sintesis, las nanoparticulas

fabricadas por el método quimico son de menor tamafio.
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T 06- N\
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©
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o
©
£ 044
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0.2 f\\___ -
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Figura 3.16 Grafica comparativa de la absorbancia contra la longitud de onda de los coloides fisicos y
qguimicos.
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Otro punto a seialar es el ancho de esta curva, pues para las particulas realizadas por
el método quimico el ancho de este plasmén con relacién a la altura es menor que para las

particulas fisicas. El que la curva del plasmdn sea mas ancha corresponde a que existe una

mayor distribucién de tamafios
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Figura 3.17 Grafica comparativa del radio hidrodindmico para los coloides realizados por ambos

métodos a diferente concentracion de AMP.

El radio hidrodindmico de particula es mayor para las producidas por ablacidn laser. El
tamarfio de la particula no corresponde a lo medido en TEM ni a lo visto en el espectro de UV-
Vis, pues en comparacion con estos tamafios el radio hidrodindmico se refiere al tamafio de
la particula mas la primera capa de solvatavién. La capa de solvatacion es mayor en las
nanoparticulas producidas por ablacion laser, esto se puede deber a que los coloides
sintetizados por método fisicos contienen particulas descubiertas lo que facilita que se

aglomeren en corto tiempo vy lleva a un radio hidrodindmico mayor incluyendo el AMP, en
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contraste con las sintetizadas por método quimico que son particulas rodeadas de citrato.
Ninguna de las muestras tiene una correspondencia lineal entre el radio hidrodindmico y la

cantidad de concentracién de AMP.

En la Figura 3.18 se observa que las nanoparticulas producidas por método quimico
son mas estables debido a que son particulas rodeadas de citrato, lo cual impide que éstas se
aglomeren y precipiten mas rapido que las fisicas; sin embargo, al funcionalizarlas con AMP,
estas pierden estabilidad lo que no ocurre de forma tan significativa en las nanoparticulas
hechas por métodos fisicos. El intervalo para el que se observan los mejores resultados de
estabilidad, radio hidrodindmico que no presenta un cambio notable y que se conserva la
banda de absorbancia son, para las nanoparticulas de oro rodeadas de citrato concentraciones
de 0.01 a 0.04, mientras que para nanoparticulas de oro producidas por ablacién laser de 0.01
a 0.06 si bien presentan una disminucién de su valor de potencial { no se observa un cambio
significativo del valor  original. En ambos casos el cambio en sus propiedades tanto de radio
hidrodindmico y de potencial { con la concentracion de AMP no es lineal. En intervalo de 0.01
mM hasta 0.04 mM de AMP en las nanoparticulas de oro rodeadas de citrato se mantienen
con un valor similar al original, mientras que para las de 0.06 mM en las de ablacion laser

fueron las de mejor estabilidad.

Por ultimo, por el valor del pH de los coloides quimicos podria dificultar que el azufre
del grupo tiol se una a la superficie recubierta de las nanoparticulas, contrario al valor del pH
de los fisicos el cual es mas cercano a un valor del pH del agua destilada, como consecuencia
hace que los coloides sean mas amigables con proteinas (en caso de que se quieran unir

moléculas mediante AMP).
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Figura 3.18 Grafica comparativa del potencial  para los coloides realizados por ambos métodos a
diferente concentracion de AMP.

3.3 Conclusiones

Se sintetizaron muestras de coloides por método Turkevich modificado con borohidruro
de sodio y por ablacidn laser y posteriormente los coloides obtenidos fueron funcionalizados
con acido mercaptopropidnico. El resultado principal entre ambos coloides fue la superficie
de la nanoparticula, en el primer método la superficie se encontraba rodeadas de &acido;
mientras que las de ablacidn no tenian ese recubrimiento. Las particulas sin el recubrimiento
tienen una gran ventaja al momento de ser funcionalizadas; sin embargo, al no estar rodeadas
del acido es mas probable que se precipiten, que se formen islas cambiando la superficie a la
hora de ser funcionalizadas o bien tener menos sitios disponibles para interactuar

directamente con el AMP pues este tipo de superficie es menos compleja en el momento de
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interpretar la interaccién, lo que es una de las ventajas con respecto al método quimico. En
cuanto a la forma de la nanoparticula para ambas sintesis antes y después de funcionalizar no

cambid, por lo que se puede concluir que el AMP no contribuyd en cuanto a esta caracteristica.

Para las nanoparticulas sintetizadas por método Turkevich el radio hidrodindmico
aumento significativamente en el intervalo de 0.04 al 0.10 mM de AMP con respecto al
original, mientras que para las sintetizadas por método fisico fue lo contrario ya que
disminuyd en cuanto a la original. El citrato de sodio pudo haber influido en el pH acido del
coloide quimico y de esta manera afectar la capa de solvatacién al estar en contacto con el
AMP. Ademas, este cambio también puede asociarse a la notable distribucion de tamaiios, se
sabe que al variar el tamafio de una nanoparticula cambia el nUmero de atomos disponibles
en la superficie para reaccionar, por lo que se tenian diversas condiciones para interactuar con
el AMP y la primera capa de solvatacion del agua. Por otro lado, también hay un cambio en el
espectro de absorcion pues el corrimiento del pico central de la banda de absorbancia
relacionado con el comportamiento plasmodnico, contrario a lo que se esperaba ya que
usualmente su banda de absorcidn es hacia el rojo. Entonces la distribucién de tamafios, y los
diferentes valores de pH de la solucidn influyen en que se generen estos cambios en el
espectro de UV-Vis. Por otro lado el pH mds cercano a un valor neutro, como es el caso de los
coloides fabricados por ablacion laser hace que estas nanoparticulas sean mas amigables con

moléculas bioldgicas en caso de que se requiera unir a las nanoparticulas mediante el AMP.

Finalmente, por medio de las mediciones del potencial ¢ que las muestras quimicas
presentan mejores condiciones para el intervalo entre 0.05 mM y 0.04 mM pero para el fisico
mejora en la condicién de 0.06 mM por lo que si existe una mejora en su estabilidad coloidal
al agregar el AMP, sin embargo, esto mejoraria si la banda de distribucién de tamafios fuera
mas angosta, de esta manera en caso de utilizar estas nanoparticulas funcionalizadas para unir
alguna molécula de interés se debe tener cuidado al manipularlas y en caso de que se requiera

centrifugacion.
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