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Resumen

En este trabajo se realizé la sintesis de nanoparticulas esféricas de oro (Au-NPs) mediante la
técnica de ablacion laser pulsada en liquidos y la caracterizacion de la respuesta 6ptica de los coloi-
des obtenidos. En particular, se estudié la viabilidad de uso de estos coloides como sensores basados
en su respuesta plasmoénica al adicionar la molécula polimérica Poliedrooligomérico silsesquixano
tiol (POSS-tiol). Esta molécula presenta una fuerte afinidad quimica del azufre por el oro y puede
mejorar la suspension coloidal. Para realizar la sintesis de nanoparticulas, la radiacion laser con
longitud de onda de 1064nm y energia por pulso de 60m.J proveniente de un laser Nd:YAG fue
enfocada sobre la superficie de un blanco de oro sumergido en 10m! de soluciéon. Se utilizaron tres
soluciones base de 0.2mg/ml de POSS-tiol disuelto en etanol: al 0%, al 70 % y al 100 %. Para la
caracterizacion in situ mediante fotoacustica se utilizaron sensores piezoeléctricos con rango de
respuesta de hasta 600K Hz para obtener las senales fotoacusticas producidas durante la sinte-
sis de las Au-NPs. Su caracterizacion ex situ se realizo mediante las técnicas espectroscépicas de
Ultravioleta-visible (UV-vis), Transformada de Fourier en el infrarrojo (FTIR)y Raman, asi como
la obtencién de micrografias mediante Microscopia de Transmisién de Electrones (TEM).

Los estudios de la respuesta optica de los coloides se enfocaron en el efecto de los siguientes para-
metros: las tasas de repeticién 5Hz y 10Hz del laser, nimero de pulsos (2000-4000) y condicién
de enfoque z = —1,0,1 (desplazamiento en mm respecto a la superficie del blanco); concentracién
del polimero, distribucién de tamanos de las Au-NPs, longitudes de onda del pico de la banda de
plasmoén, su ancho FWMH, su absorbancia maxima, el deterioro de la respuesta éptica al trans-
currir los dias y su sugerente funcionalizacién mediante el enlace S-Au. Con base en los resultados
de distribucién de tamanos y el uso de la Teoria de Mie, se propuso un modelo semiempirico como
primera aproximacion de las bandas de absorbancia de los coloides presentes por efecto de Reso-
nancia de Plasmén Localizada (LSPR). Por ultimo se realiz6 un breve estudio de citotoxicidad en
células gingivales humanas para estudiar su biocompatibilidad.
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Capitulo 1

Introduccion

La nanociencia es una de las areas mas prometedoras de la ciencia y tecnologia moderna, donde
se trabaja con elementos del orden de una millonésima parte de un milimetro. Para ello se han
desarrollado técnicas que permiten elaborar y manipular materiales a esas escalas, algunas tan
sofisticadas que posibilitan el manejo de la materia atomo por atomo.

1.1. La relevancia de la nanociencia

Las propiedades de los nanomateriales han generado un gran interés en industrias como: pro-
ductoras de ceramicas, metalurgia, fabricantes de laminas delgadas, electrénica, relacionadas con
materiales magnéticos y dispositivos Opticos, catalisis, almacenamiento de energia y biomedicina
( |1]- [46]). Algunas de las ventajas de los nanomateriales se enlistan a continuacion:

s Al variar el tamano y geometria de los materiales nanométricos sus propiedades de superfi-
cie y 6pticas se modifican de manera que con un mismo material es posible tener diversas
caracteristicas para las aplicaciones antes mencionadas ( [58]- [62], [4]- [46]).

» Una gran cantidad de avances reportados en nanotecnologia estan relacionados con mejorar la
eficiencia de dispositivos que permiten un uso sustentable de la energia asi como remediacion
ambiental ( |30], |35]- [38], [41]- [46]).

= Permiten generar un valor agregado a productos y desechos locales lo que favorece el desa-
rrollo econémico. Un ejemplo de lo anterior es la produccién de nanoparticulas de éxido de
silicio a partir de residuos de céscara de arroz |45].

= Las recientes aplicaciones y productos creados a partir de nanomateriales suelen tener solu-
ciones innovadoras a problemas no resueltos anteriormente como la dosificacion localizada
de farmacos ( [10], [20]- [22], [30], [31]) y optimizacién de técnicas de sensado como la espec-
troscopia Raman amplificada por superficie (SERS) ( |13]- [14]).

Por lo anterior se ha observado un importante aumento en la cantidad de publicaciones cien-
tificas relacionadas con la nanotecnologia. En la [Figura 1.1] se puede observar el incremento en el
numero de publicaciones en el periodo entre los anos 1990 y 2005, y el incremento de publicaciones

acerca de su toxicidad en la [Figura 1.1]b.
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Figura 1.1: Ntmero de publicaciones relacionadas con nanomateriales (izquierda) y con su toxicidad
(derecha) en el periodo de 1990 a 2005 [47].

1.2. Propiedades de los nanomateriales

Para que un material se considere nano, debe contar con al menos una dimensién que pertenezca
a la escala nanométrica. Pokropivny y V. V. Skorokhod proponen una clasificacién segin el
numero de dimensiones que se encuentran fuera de esta escala: 0-D para aquellos con todas sus
dimensiones dentro de la escala (ej, nanoparticulas esféricas); 1-D y 2-D donde se presentan una
o dos dimensiones mayores a 100 nm respectivamente (ej. nanotubos y peliculas delgadas) y 3-
D en los que el sistema completo puede sobrepasar la escala, pero sus componentes o granos
son nanométricos. En la se puede observar una representacion esquematica de esta
clasificacion.

d £ 100 nm

¢ Ly i
L .
.l e £100 nm
B Lx i
L d<100nm
gl
Lz

Figura 1.2: Representacion esquematica de nanomateriales segiin su clasificacién.

Ly

Otra clasificacién de los nanomateriales segiin su composicion, refiere a:

= Dendrimeros: son polimeros de forma bien definida, construidos a partir de unidades rami-
ficadas. La superficie de un dendrimero tiene numerosos extremos de cadena que se pueden
adaptar para desempenar funciones especificas.

= Compositos: se combinan las nanoparticulas iniciales con otras de distinto material formando
un compuesto heterogéneo; con uno de mayor tamano se puede efectuar la funciéon de semilla
precursora. Por ejemplo las fibras de kevlar, que cuentan con una gran dureza y son ligeras.

= Basados en carbono y en metales: se incluyen a los puntos cudnticos, nanoparticulas de oro
y plata, y 6xidos metalicos como el didéxido de titanio.
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Muchas de las propiedades de los materiales dependen de cémo se comportan y distribuyen sus
electrones asi como la forma en la que estan ordenados sus atomos. En un material nanométrico
el movimiento de los electrones esta limitado por sus dimensiones, por lo que se pueden presentar
comportamientos 6pticos y electrénicos que no se observan en estos materiales en bulto [49]. Asi
mismo la fracciéon de atomos que se encuentran en la superficie de las nanoestructuras es signifi-
cativamente mayor al compararlas con microestructuras o el bulto, ocasionando cambios drasticos
en los efectos de superficie. Algunos de los principales efectos 6pticos y de superficie observados en
nanomateriales se discuten a continuacion.

1.2.1. Propiedades superficiales

Se ha mencionado que la reactividad de los materiales se encuentra en su superficie, donde se
observa que el aumento del niimero de atomos relativo en la superficie a medida que se reduce
su tamano incrementa la energia libre disponible en la superficie y su tendencia a combinarse.
Respecto a la relaciéon de superficie por unidad de volumen un ejercicio 1util para visualizar su
variacion al disminuir la escala es pensar en un material con geometria esférica. Para una esfera
de radio 1, 4rea 47r? y volumen 4713 /3, la razén del drea superficial y volumen de una esfera de
didmetro d = 2r, es proporcional a un factor 6/d; conforme se disminuye su didmetro, aumentara
su area superficial relativa.

Los atomos de la superficie son termodindmicamente metaestables, de manera que ligeras per-
turbaciones modifican al sistema que en ocasiones de manera probabilistica es capaz de formar
estructuras complejas, es decir, de autoensamblarse.

Un parametro 1util para describir como se comportan los dtomos en la superficie es el niimero
de coordinacion, el cual se define como el niimero de atomos vecinos inmediatos en una red. Este
parametro es de gran utilidad para referir su reactividad y su estabilidad estructural. De esta
definicion se puede observar que en la superficie se tiene un numero de coordinacién menor que
en el interior de la nanoparticula, lo que genera una menor energia de enlace por atomo al reducir
su tamano ( [49], [50]), como se muestra en la [Figura 1.3la, [Figura 1.3|b y [Figura 1.3[c [50]. En
consecuencia, el nanomaterial presenta un punto de fusiéon que es menor al que tiene en microes-
tructura, y éste a su vez menor al que se tiene en bulto. Este comportamiento se puede observar

en la [Figura 1.3\d.

1.2.2. Propiedades 6pticas (efectos cuanticos)

Como ya se menciond, al reducir el tamano del sistema las propiedades 6pticas a escalas nano-
métricas se modifican. En particular, para los metales y algunos semiconductores se observa que al
incidir una onda electromagnética para determinadas longitudes de onda se presentan oscilaciones
colectivas de sus electrones libres conocidas como plasmoén de superficie, que de excitarse con la
frecuencia adecuada genera una fuerte absorciéon 6ptica por la resonancia del plasmoén (SPR por
sus siglas en inglés) ( |64], [66]- [70]). La longitud de onda caracteristica en la que se presenta este
fenémeno depende del tamafio y la forma de la nanoparticula.
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Figura 1.3: Célculo de energia superficial (a), drea superficial (b), energia de enlace (c) y tempe-
ratura de fusién (d) como funcién del tamano de particula para el oro [50].

Como consecuencia de esta oscilacion colectiva la forma en la que se absorbe, transmite y
refleja la luz cambia con respecto a este mismo material en bulto. Otras propiedades fisicas de las
nanoparticulas originadas por los efectos cuanticos son:

» Fotoluminiscencia.

» Conversion de algunos compuestos metélicos en semiconductores (ZnO, Si0O); algunos semi-
conductores se convierten en aislantes.

s Incremento de la absorcion de la radiacién solar con la disminuciéon del tamano de la nano-
particula.

» Elevada conductividad eléctrica y térmica de algunas nanoparticulas (Ag), baja conductivi-
dad eléctrica y térmica de otras nanoparticulas (Au).

= Modificacion de las densidades electrénicas alrededor de las nanoparticulas.
» Super paramagnetismo (Fe, Co, Ni).
» Ferrofluidez.

= Cambio de las propiedades magnéticas de materiales como: Fe, Co, Ni, Fe3Oy, en los que
varia el momento magnético con el tamaiio de la nanoparticula.
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Hasta aqui se han descrito las principales caracteristicas de los nanomateriales y su importancia.
En las siguientes subsecciones se discutiran las caracteristicas y relevancia de las nanoparticulas
estudiadas en este trabajo: nanoparticulas coloidales de oro.

1.3. Importancia e interés en las nanoparticulas coloidales
de oro

La obtencién de nanoparticulas (NPs) metdlicas estables coloidales ha sido un area muy activa
de investigacion. Las nanoparticulas mas estudiadas son las de metales nobles: oro, plata, platino y
paladio. En particular, en las nanoparticulas de oro (Au-NPs) destacan sus peculiares propiedades
Opticas.

La implementacién de Au-NPs se remonta al imperio romano donde se utilizaba para modifi-
car el color de vidrios utilizados en artesanias. Posteriormente, se us6 para dar color a vitrales por
ejemplo, el color rojo de los vitrales de algunas catedrales géticas medievales |60, como los que se
aprecian en la . Estos vitrales contienen nanoparticulas de oro que poseen el tamafno y
la geometria adecuada (10-60 nm), para absorber los fotones correspondientes a las longitudes de
onda de la luz azul y verde y reflejar el rojo.

En la actualidad las nanoparticulas de oro tienen multiples aplicaciones. Un ejemplo de ello es
la terapia fototérmica, donde las Au-NPs son activadas en presencia de luz laser y se generan
importantes gradientes de calor, por lo que actiian como nano-calefactores en zonas bien locali-
zadas. Este fenémeno da base a nuevas terapias médicas que aprovechan el agudo gradiente de
temperatura para la activacion molecular o incineracién de membranas ( [10], [16]). Las Au-NPs
y sus arreglos estructurados son actualmente fuente de atencion debido a sus propiedades épticas,
eléctricas y cataliticas inusuales. Para la implementacién de estas aplicaciones es de gran impor-
tancia que las Au-NPs sean estables y su superficie sea adecuada para el uso especifico deseado, es
decir que esté funcionalizada.

En la siguiente seccion se discute la propiedad optica de las Au NPS de mayor interés para este
trabajo, el efecto de plasmoén de resonancia.
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Figura 1.4: Costados: vitrales del Museo de Vidrio Tintado Britdnico. En el centro se presentan la
composicion, morfologia y tamano de las nanoparticulas involucradas en la composicion de colores.
Imagen publicada por The New York Times el 21 de febrero de 2005 [60].

1.3.1. Propiedades o6pticas de las Au-NPs: Efecto de resonancia de
plasmoén.

Al incidir luz sobre una Au-NP la resonancia produce una oscilacién dipolar de la carga, por
lo que la nube electrénica se polariza como consecuencia del campo eléctrico que genera la luz
incidente, perpendicular a la direccion de propagacién del haz de luz, como se representa en la
figura [Figura 1.5la. Se tiene como condicién para la resonancia que el tamaifio de las nanoparticulas
sea considerablemente menor que la longitud de onda de la radiacién incidente, d << A siendo d
el didmetro de la particula y A la longitud de onda incidente, ambas expresadas en nanémetros
(nm).

Este efecto como se ha mencionado anteriormente es conocido como resonancia de plasmén de
superficie (SPR) y genera un espectro de absorcién caracteristico como el que se muestra en la

igura 1.5
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Figura 1.5: (a) Representacion esquemética de la oscilacién de los electrones de una particula con
tamafnio menor a A, la longitud de onda del campo incidente. (b) La geometria de la Au NPs
modifica la longitud de onda a la que se presenta el espectro caracteristico de absorbancia del
fenémeno resonante [68].

Si la oscilacién estd contenida en la nanoestructura del material (ej, en una nanoparticula), se
le llama resonancia de plasmoén de superficie localizada (LSPR por sus siglas en inglés).

1.3.2. Dependencia de los espectros con la geometria y el medio que
rodea a las NPs

Para las Au NPs esféricas con didmetro d<20 nm, el ancho de banda del plasmén, relacionado
con su espectro de absorcion, disminuye conforme aumenta su tamano. Cuando el didmetro es d
>20 nm, el pico de absorcién se va ensanchando y se observa a mayores longitudes de onda, como
se muestra en la A un mayor tamano de nanoparticula se pueden producir multipolos
y la oscilacién adquiere mayor complejidad.

0.8
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Figura 1.6: Absorbancia de coloides de nanoparticulas de oro en funcién del didmetro [16].

En una dispersién coloidal de Au-NPs esféricas con la condicién d < 20 nm la LSPR genera
una fuerte absorcion de la luz en la zona visible del espectro electromagnético de color verde
A = 500 — 600nm y refleja luz con A = 700nm, lo que otorga un color rojo intenso a la disolucién.



8 CAPITULO 1. INTRODUCCION

En la [Figura 1.7] se aprecia una representacion crématica del espectro de absorbancia de las Au-
NPs en funcion de la longitud de onda, y como el tamafio de particulas modifica la apariencia
macroscopica de la disolucion, en un intervalo de 5 nm a 90 nm de diametro.

a) b)

Ll

500 600
Wavelength (nm)

Figura 1.7: (a) Esquema cromatico del espectro de absorbancia de una nanoparticula esférica de
d = 13 nm, se observa mayor absorcion en la region del color verde. (b) Soluciones coloidales de
Au-NPs: conforme el tamano cambia de 5 nm a 90 nm, la regién del espectro que absorbe y refleja
varia de manera que se observan distintos colores .

Para un mismo tamano de nanoparticula el espectro de absorbancia es modificado si el medio
presenta un indice de refraccion diferente, como se observa en el vector de onda k de la ecuacion
1.1. Es decir, la respuesta plasmoénica es sensible a la modificacién del medio que rodea a la
nanoparticula. Por lo anterior, las nanoparticulas de oro pueden servir como sensores. En este
trabajo de investigacion se plantea el estudio de nanoparticulas coloidales de oro con geometria
esférica. Si se considera un sistema nanomeétrico en la escala mesoscépica con Au-NPs esféricas de
didmetro d < 20 nm, se puede utilizar satisfactoriamente la teoria de Mie (1908), la cual ofrece una
solucion analitica y exacta de las ecuaciones de Maxwell para estudiar la dispersion y absorcion de
la radiacion electromagnética producida por estas particulas. El desarrollo matematico detallado
de esta teoria se presenta en el apéndice A.

La energia absorbida y dispersada puede aproximarse al calcular la seccién transversal de
extincion Ceyi () dependiente de la longitud de onda, que define la energia perdida en la direccién
de propagacion de la luz incidente . En este caso la resonancia del plasmén de superficie se
produce para un valor méximo de Cext(\) definida por a,, y b,, coeficientes de Mie como lo describe
la ecuacién 1.1 desarrollada en el apéndice A:

2r =

Cert(N) = 75 z_jl(zn +1)Re(an + by) (1.1)

donde el coeficiente de extincion Ceyy(N) se muestra como funcién del tamano de nanoparticu-
la. Para NPs tanto de plata como de oro, con un diametro d < 60 nm, la secciéon transversal de
dispersion es despreciable comparada con la seccion transversal de absorcion, por lo que sélo se
consideran fenémenos de absorcion asociados a Ceye(N).

Con el célculo de Cfyy(A) mediante la teorfa de Mie se puede tener una buena aproximacién del
espectro de absorbancia relacionado con la respuesta plasmonica, por ejemplo para la plata
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Figura 1.8: Secciones transversales calculadas para NPs esféricas de plata en funcién del diametro
[68].

Sin embargo, para una correcta interpretacion de los espectros de absorbancia de Au NPs
coloidales es necesario tomar en cuenta otros fenémenos. Debido a la estructura atomica de cada
elemento, si la radiaciéon incidente es tal que sitiie al sistema en un estado electréonico excitado,
habra una absorcién caracteristica de la transicion entre sus niveles energéticos. Estas transiciones
electrénicas llamadas transiciones interbandas, dependen exclusivamente de la configuracién del
sistema. Para el oro estas bandas de absorcion se encuentran en la region ultravioleta, con A < 400
nm.

En la a se muestra como afectan las transiciones interbandas en el espectro de ab-
sorcién de nanoparticulas de plata y oro [65]. Para el caso de la plata, el modo resonante principal
y el asociado a transiciones interbandas son distinguibles al tener bandas de absorcion separadas
por cientos de nanémetros de la banda de absorcién asociada a la respuesta plasmonica. Sin em-
bargo, para el oro se tiene que la absorciéon de longitudes de onda cercanas a 400nm es un efecto
acoplado entre las transiciones y la resonancia plasmonica, por lo que se debe tomar en cuenta al
interpretar su espectro de absorbancia.

Una ventaja de la geometria isotropica de las Au-NPs esféricas es el reducido niimero de grados
de libertad en los que la LSPR puede resultar. Como se discuti6 al principio de esta subseccién, la
incidencia de la onda electromagnética es la que determina el modo de oscilaciéon de los electrones,
pero esta condicién se debilita conforme el sistema crece. Para NPs esféricas con d < A, aumenta
la probabilidad de que el nodo de la onda se encuentre dentro de la particula, generando un campo
heterogéneo dentro de la misma, como se observa en la Esto modifica la respuesta de
la nube electronica segiin la posicion, complicando la superposicion de los campos y con ello la
respuesta Optica del sistema.

Dicho cambio de fase tiene mayor presencia para particulas con d > 80 nm. A su vez, si la
NP no presenta una geometria isotrépica, también presentara resonancias en otras longitudes de
onda. Por ejemplo, para nanoparticulas 1-D (Nanobastones) se observa una banda de absorcién



10 CAPITULO 1. INTRODUCCION

40
Ag NPs 50 | AuNPs

. 40 nm damater ~_ SP band 40 nm diarmeter =— SP band
g Y
5 § 3o fInterband b
22 (@) = |transitions (b)
5 Interband g 20
{a ol transitions ﬁ

10
0

200 300 400 500 600 0 400 500 600 700 800
Wavelength (nm) Wavelength (nm)

Figura 1.9: Espectros de absorcién de NPs de plata (a) y oro (b) para d = 40 nm [65].
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Figura 1.10: Distribucién de la carga eléctrica en la NPs en presencia del campo incidente, cuando
d << X es uniforme dentro de ella (arriba) y d < A con el campo heterogéneo (abajo) [65].

similar a la de las nanoparticulas esféricas y la presencia de otra banda en una regiéon a mayo-
res longitudes de onda relacionada con otros modos vibracionales. Ya sea por la estructura de
cada NP, o por el arreglo mesoscopico en el que se encuentren, la respuesta 6ptica se vera mo-
dificada con distintas regiones de maximos locales de absorcién, como se muestra en la [Figura 1.11]

Es posible comparar las graficas (b) y (c) y observar que la respuesta éptica de absorcién es
similar cuando se trata de NPs nanobastones y cuando se tienen cadenas lineales de NPs esféricas,
aunque en ambos casos nos encontremos en el régimen d << A. Este fenomeno se utilizara para
discutir las diferencias entre el ajuste semiempirico y los datos experimentales del capitulo 3.

Hasta aqui se discutieron las propiedades épticas de mayor interés de nuestro sistema de estudio y
sus caracteristicas. Existen otras propiedades determinantes para una exitosa implementacién en
el uso de Au NPS, su estabilidad y funcionalizacion, que se discuten a continuacion.
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Figura 1.11: [65] Ilustraciéon de la acumulacién de carga para modos resonantes longitudinal
y transversal (a). Coeficientes de absorcién calculados para nanobastones de oro para distintas
proporciones entre sus lados (b). Espectros de absorcién para varios arreglos de NPs esféricas de
plata, variando la geometria del aglomerado (c).

1.4. Estabilidad y funcionalizacién de los coloides

Al tener las NPs descubiertas, el riesgo estimado de contaminarse por mas especies es alto
debido a su elevada reactividad. De forma adicional las nanoparticulas coloidales en un sistema
con una dindmica Browniana tienden a agruparse espontaneamente como bloques para construir
estructuras de mayor tamano aglomerandose y modificando sus propiedades nanométricas. Es por
ello que para la implementacion de Au-NPs coloidales, es fundamental el control de su agregado.
Dentro de los métodos utilizados para reducir la energia de superficie se encuentra la adsorcién
de especies terminales quimicas. Estas especies terminales originan enlaces quimicos o fuerzas de
atraccion débiles como las fuerzas de Van der Waals y las fuerzas electrostaticas. La adsorcién qui-
mica origina una restructuracion de la superficie de la nanoparticula, la formacién de nanocristales
procesados, la sinterizacion y la maduracién de Ostwald [51], la cual describe el proceso del cambio
de una estructura homogénea con el tiempo en disoluciones. Otro método para reducir la energia
de superficie es mediante la estabilizacién estérica o polimérica, el cual tiene especial interés en la
realizacion de esta tesis, como se comentara en la subseccion 1.6.

1.5. Métodos de sintesis

En los ultimos anos se han desarrollado distintas técnicas de preparacién de Au-NPs coloidales,
éstas incluyen métodos fisicos y quimicos (reduccién quimica, calentamiento de soluciones que
contengan oro, irradiacion laser, semillas precursoras, entre otras |72]- [76]). La via més frecuente
de sintesis de Au-NPs en disolucion es la reduccién de una sal del metal [73], la cual produce coloides
de gran concentracién y un alto control tanto en la morfologia como en la dispersion de tamaiio.
No obstante, involucra la presencia de varias especies quimicas residuales, lo que incrementa las
impurezas del coloide final. Dentro de los diferentes métodos de sintesis destaca la ablacion laser
por la posibilidad de producir nanoparticulas de alta pureza. En esta tesis se propone utilizar este
método de sintesis para la obtencion de Au-NPs coloidales. A continuacién se discuten los aspectos
principales de este método de sintesis.
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1.5.1. Ablacién laser en la fabricacién de nanoparticulas de oro

La ablaciéon laser es un fenémeno que ocurre cuando un blanco es irradiado por un haz laser
con una fluencia adecuada al umbral de ablaciéon del material, lo que provoca su evaporacion y
la eyeccién de diferentes especies como: atomos, moléculas y cimulos fuera del material, como se
puede apreciar en el esquema de la Entre las ventajas que ofrece este método se tiene
una alta pureza de las nanoparticulas sintetizadas, morfologia esférica, facilidad de implementarlas
en distintos disolventes asi como su posible funcionalizacién in-situ, sencillo arreglo éptico y bajo
costo de los materiales utilizados. Sin embargo, cuenta con varias desventajas respecto a otros
métodos, como la restriccion a otro tipo de geometria de la NPs, menor concentracion de coloides,
menor control en la distribucion de tamanos, menor estabilidad de los coloides sintetizados y el
requerimiento de un arreglo 6ptico capaz de superar el umbral de cada material.

Al irradiar un blanco con la fluencia adecuada se produce un plasma frente a la superficie del
material irradiado, caracteristico del sistema ( |77]- [84], [86], [87]). En particular, para el oro [83]
se encontré un umbral de ablacién de 0.5 J/cm? si se irradia con un laser Nd:YAG a 1064 nm y
10 ns, como el que se usd para la sintesis de los coloides en el desarrollo de esta tesis.

Laser Ablation

Figura 1.12: Representacion del proceso de ablaciéon laser. Imagen tomada de [78]].

En el caso de ablacién en liquidos, la expulsién de las especies eyectadas esta restringida de
manera significativa por el confinamiento del ambiente que le rodea. Debido a la transferencia de
momento y energia, los plasmas presentan altas temperaturas (del orden de 10*K), ocasionan-
do violentos cambios en la presion, del orden de 1 GPa en un tiempo de vida menor a 100 ns
(77, [79)- [82), (86], [87)).

Es posible hacer un analisis de la dinamica de las especies eyectadas mediante un andlisis del
esparcimiento de luz ocasionado por la presencia de Au NPs al incidir otro laser de manera rasan-
te al blanco de ablacion para analizar la dindmica de las especies eyectadas como el realizado en [80].

Después de este tiempo el plasma épticamente emisor desaparece; como consecuencia del incremen-
to de temperatura y presion se genera una onda de choque y por ello, una burbuja de cavitacion.
Esta burbuja es propia del proceso de ablacién laser en liquidos. Sus caracteristicas como el radio
maximo, tiempo e intensidad de la implosion, dependen de las propiedades termodinamicas del
medio liquido y del blanco irradiado asi como de los pardmetros del haz incidente. De manera
ilustrativa en la se presenta una serie de micrografias que exhiben la evolucion de la
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burbuja de cavitacién generada durante la ablacién de un blanco de Ti [79].

La burbuja de cavitacién se expande y conforme avanza el tiempo, llega a un maximo de
tamafio y empieza a colapsar, como se observa en la [Figura 1.13]1. Esto se debe a que el sistema
se encuentra en un estado metaestable debido a la diferencia de presion entre el interior de la
burbuja (evaporacién del material) y su exterior (medio liquido desplazado) ( [80], [86], [87]). Al
colapsar, el proceso se repite para burbujas de menor tamano y menor fuerza de impacto. Desde su
descubrimiento y planteamiento tedrico hasta la fecha, el desarrollo de las burbujas de cavitacién
ha sido ampliamente estudiado. En la [Figura 1.13]2 se observa que el esparcimiento de la luz es
mayor en regiones cercanas a la frontera entre la burbuja y el medio liquido, lo que refiere la
presencia de las nanoparticulas.

Edge of cavitation

) 0.7 s (b) 10 s

1;| target

(c) 90 us (d) 185 us

(©)230us  (d) 330 us

(e} 225 us (fH2.4 ms

Figura 1.13: (1)Secuencia de fotografias de la burbuja de cavitacién y su desarrollo en el tiempo
al irradiar un blanco de Ti con un ldser YAG a una presién de 1 atm (2) Evolucién de la burbuja
de cavitacién. Imégenes tomadas de [79).

Este resultado sugiere que las particulas eyectadas son transportadas dentro de la burbuja, lo
que ocasiona un crecimiento de las mismas. Al llegar a su maxima expansién, la burbuja inicia un
proceso de implosion, proyectando particulas fuera y dentro de ella. Cuando la burbuja colapsa de
regreso a la superficie del material irradiado, con particulas en su interior, se genera un segundo
proceso de ablacién. Si se realiza la ablacion con pulsos repetidos, es importante que el tiempo
entre pulsos sea mayor que el tiempo de relajacién de la superficie del blanco, con el fin de tener
condiciones similares de pulso a pulso.

El proceso total hasta la segunda implosién de la burbuja de cavitacion generada por un pul-
so tiene una duracién promedio del orden de microsegundos, de manera que para una tasa de
repeticién de 10 Hz, queda una diferencia temporal de 2 6rdenes de magnitud para que la super-
ficie del blanco vuelva a un estado termodinamico estable.

Por lo general, las Au-NPs producidas tienen geometria esférica y se obtienen descubiertas, lo
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que favorece su aglomeracion. Para evitar esto se hace uso de surfactantes, con el inconveniente
de que puede cambiar las propiedades fisicoquimicas de las nanoparticulas ( [1]- |5]). Las Au-NPs
obtenidas por ablacién laser pueden ser utilizadas para el desarrollo de sensores como se discute
en la siguiente seccion.

1.6. Aplicaciones de Au-NPs con interés de sensado y sis-
temas bioldgicos

Las Au-NPs funcionalizadas se pueden aplicar como marcadores para estudios microscopicos
en células biologicas, asi como para la deteccién de interacciones moleculares y biochips, métodos
de contraste para técnicas de diagnostico de enfermedades por imagen y aplicaciones fototérmicas
([7, 8- [20]).

Como un ejemplo del uso de Au-NPs como medios de contraste, Prashant et. al. [68] imple-
mentaron la teoria de Mie y el método de aproximacion dipolar para calcular los coeficientes de
absorcién y esparcimiento, asi como su respuesta 6ptica de Au-NPs esféricas, sistemas de Au-NPs
recubiertas de silicio y nanobastones de oro. Se encontrd que al incrementar el tamano de nano-
particulas, para particulas mayores de 80 nm de didmetro, la magnitud de la luz esparcida por
Au-NPs es 5 érdenes mayor que la emisiéon emitida por otros marcadores basados en colorantes
fluorescentes. Otro ejemplo de aplicacién de Au-NPs fue el reportado por Astruc et. al. [61] quienes
disenaron un sensor para iones Hy PO, y HSOj en disolucién. Para ello usaron Au-NPs con una
mezcla de alcanotioles y amidoferrocenilalcanotiol (AFAT), como se esquematiza en la .

Encontraron que el potencial redox del grupo ferrocenilo es perturbado por el acomplamiento
entre interacciones electrostaticas, puentes de hidrogeno y topologia, propios de la NP modificada,
de forma que los cambios en el potencial pueden ser utilizados para detectar la presencia de dichos
iones en disolucion.

Figura 1.14: Esquema del sensor de Au-NPs modificadas con un compuesto a base de ferroceno [68].
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En aplicaciones como biosensado, es comin necesitar particulas funcionalizadas. Esta funciona-
lizacion implica modificaciones en las caracteristicas fisicoquimicas y biolégicas del material original
al usar sustancias acopladas a la nanoparticula, para el desarrollo de una funcién especifica. Los
métodos mas usados para obtener Au-NPs funcionalizadas son la adiciéon de grupos funcionales a
las NPs, como aminas, tioles y grupos carboxilos; el uso de disolventes tales como el polietilenglicol,
generalmente acoplado al grupo tiol, asi como el uso de biomoléculas més complejas como ARN,
ADN, péptidos y anticuerpos ( [12]- [23]).

Un ejemplo de lo anterior es el sensor desarrollado por Sénnichsen et. al. [9] en el que usan la
respuesta Optica de las NPs para determinar la presencia de la hibridacién de ADN, presentada
en la A partir de la luz esparcida debida a la interaccién con el plasmén de las NPs,
al variar el entorno de acuerdo al tipo de hibridacion, se observa un corrimiento en la longitud de
onda referida al maximo esparcimiento.
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Figura 1.15: Corrimiento de la banda de luz esparcida al modificar el estado de hibridacién de
ADN con la Au-NP [9].

Previo a este analisis también se estudié el cambio en su respuesta 6ptica cuando se funcionali-
zan NPs de oro y plata con estreptavidina y en presencia de la biotina, al colocar el sistema entre
dos de las NPs. Se puede observar en los espectros la figura una notable diferencia
entre las bandas iniciales debido a su acomplamiento en una region muy cercana, entre 500 y 650
nm. En este ejemplo las NPs de plata muestran un mayor corrimiento espectral (del orden de 100
nm) respecto a las del oro (del orden de 23 nm). Sin embargo el oro es quimicamente mas estable
y por su afinidad es mas facil acoplarlo a biomoléculas via los grupos funcionales -SH,-N Hy 6 -C'N.

Entre los surfactantes que recientemente han cobrado mucho interés estdn las moléculas orga-
nicas con grupos tioles (-SH), dada la gran afinidad quimica de este grupo por el oro. Por ejemplo,
se han empleado una gran variedad de alcanotioles para derivar nanoparticulas en disolucién [2].
Sin embargo, dentro de las caracteristicas de los tioles es comin su fuerte olor, baja solubilidad
en agua, bajo punto de ebullicién y alta volatilidad. Es por ello que el acoplamiento con sistemas
biolégicos puede complicarse.
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Figura 1.16: Corrimiento de la banda de luz esparcida al modificar el estado de hibridacién de
ADN con Au-NP. [9].

Dentro de los compuestos que contienen grupos tiolados, de forma reciente se ha utilizado el
compuesto polimérico hibrido POSS-tiol (poliedrooligomérico silsesquioxano tiol), para realizar la
transferencia de Au-NPs de fase acuosa a una fase con un solvente organico asi como para la fa-
bricaciéon de monocapas autoensambladas SAMS (por sus siglas en inglés) ( [53], [55], [1])-

En la[Figura 1.17]se esquematiza la estructura molecular del POSS-tiol. Debido a la parte orgénica
de su estructura molecular con grupos metilos presentes, el POSS-tiol se disuelve en sustancias no
polares como el tolueno y tiene una baja solubilidad en agua.

Entre las ventajas de usar este compuesto se encuentra su gran estabilidad térmica debido a
su estructura interna que consiste en una caja de silicio enlazada a oxigeno, ademas de que en
este polimero la presencia del grupo tiol es inodora [1]. Como se mencioné previamente una de
las desventajas de la ablacion laser para la fabricaciéon de Au-NPs es su baja estabilidad. Dada
la importancia de las Au-NPs, en este trabajo se propone el uso del POSS tiol como un agente
estabilizante para coloides de Au-NPs obtenidos mediante ablacion laser. De forma adicional se
estudiara la viabilidad de funcionalizacién de estas Au-NPs para potenciales aplicaciones en bio-
sensado.
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Figura 1.17: Representacion esquematica de la molécula de POSS-tiol [1].
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1.7. Presentacion del trabajo

1.7.1. Motivacion del proyecto

Para que la aplicacion de las Au-NPs como biosensor sea adecuada, es fundamental tener un
control adecuado de la geometria y superficie de las nanoparticulas, asi como de la estabilidad del
coloide. En este trabajo se propone el estudio de la sintesis de Au-NPs mediante ablacion laser,
con el objetivo de mejorar la estabilidad del coloide utilizando el agente polimérico POSS-tiol du-
rante la sintesis. Se analizara la influencia de algunos parametros de la ablacion laser tales como
frecuencia de la repeticién de pulsos y la concentracion del POSS-tiol en las caracteristicas opti-
cas y geométricas de las Au-NPs obtenidas. De manera adicional se estudiara la viabilidad de la
funcionalizacién “in situ” de las Au-NPs coloidales.

Se plantea que las nanoparticulas obtenidas puedan ser utilizadas para aplicaciones en sensores de
moléculas de interés biomédico. A continuacién se presentan los objetivos generales y especificos
de este trabajo de investigacion.

1.7.2. Objetivos Generales

- Estudiar la sintesis de nanoparticulas de oro con el agente polimérico POSS-tiol mediante
ablacion laser en etanol.

- Analizar la viabilidad de uso de las nanoparticulas obtenidas para su aplicacién como biosen-
sores coloidales basados en su respuesta plasmoénica.

*Objetivos especificos:

= Estudiar la respuesta plasmoénica de las nanoparticulas de oro coloidales en etanol al agregar
POSS-tiol.

= Analizar la influencia de los parametros de sintesis como la frecuencia de pulso, condiciéon de
foco de la ablacion, y concentracion de POSS-tiol en el comportamiento 6ptico del coloide y
su estabilidad, asi como en la geometria de las Au NPs obtenidas.

» Utilizar un modelo con base en la Teoria de Mie para aproximar espectros de absorbancia
atribuidos a la respuesta plasmonica, como funcién del tamanio de particulas.

= Estudiar la viabilidad de funcionalizacion “in situ” de las nanoparticulas.

» Analizar la posibilidad de que los coloides sintetizados puedan ser utilizados como biosensores
basados en respuesta plasmonica.
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Capitulo 2

Metodologia

En esta seccion se describe la metodologia experimental implementada para la sintesis de las
Au-NPs coloidales, asi como su caracterizacion espectroscopica y fotoactustica durante la sintesis.
Para complementar este estudio se realizaron calculos tedricos del espectro de absorbancia esperado
al seguir un modelo basado en la teoria de Mie.

2.1. Sistema experimental de sintesis y caracterizacién in-
sttu

En la seccién anterior se comento6 la importancia de utilizar disolventes no toxicos y biocom-
patibles para el desarrollo de Au-NPs coloidales con aplicaciones en biosensado. El tolueno, al ser
un compuesto no polar es mejor disolvente del POSS-tiol con la desventaja de que es toxico y
no biocompatible. Un disolvente comtinmente utilizado en la ablacion laser es el agua, que tiene
propiedades biocompatibles pero es un mal disolvente del polimero que se desea utilizar al ser una
sustancia muy polar. Por ello se decidi6 usar etanol, que es un solvente menos polar que el agua
y con mayor biocompatibilidad que el tolueno. Para mejorar la solubilidad en el liquido base, las
disoluciones de POSS-tiol en etanol se sometieron a agitacion ultrasénica durante 40 minutos.

Para la sintesis de las Au-NPs coloidales, se implementé un arreglo 6ptico para enfocar el haz
laser de manera que se llegara a la condicién de ablacién del blanco. El arreglo es utilizado de
forma comin en este tipo de sintesis ( [79], [81], [83]), ¥ se presenta en la Un blanco
cilindrico de oro de alta pureza (6 mm didmetro y 8 mm de altura) se coloc6 dentro de un reci-
piente tetragonal de vidrio (Corning) de base cuadrada de 2.1 em y 3.5 em de alto, con 10 ml de
alguna de las tres disoluciones a estudiar: etanol y dos disoluciones de etanol con POSS-tiol. Un
tipo de disolucién contenia 0.2 mg/ml del polimero en etanol, a esta solucién se le llamé 100 %.
Una dilucién de ésta al 70 % fue la siguiente disolucién estudiada. A la solucién de etanol sin POSS
tiol se le llamo 0 %. El blanco, el disolvente y el polimero utilizado tienen un 99.95 % de pureza, y
fueron adquiridas de Sigma-Aldrich.

La fotoactustica es una poderosa herramienta para el analisis de estructuras, especies quimicas
y cambios de fase dentro de varios materiales [86], que se basa en interacciones fonénicas excitadas
por luz laser generando espectros caracteristicos de cada sistema. En este trabajo el andlisis foto-
acustico se realiz6 para comparar las senales recibidas durante la ablacion laser en presencia del
polimero y sin él, y correlacionarlo con la energia incidente en el blanco durante la ablacién. En
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los experimentos realizados, las vibraciones mecanicas ocasionadas por la energia del impacto del
laser al incidir en el blanco generaron una diferencia de potencial en el piezoeléctrico, que se midié
mediante un osciloscopio conectado al sistema mediante un cable coaxial. Se adhirié el blanco de
oro a un micréfono PZT (aleacién de plomo, circonio, titanio) para medir la sefial fotoactstica del
blanco. El osciloscopio utilizado fue el Tektronix Digital Phosphor Oscilloscope TDS5054B y el
sensor piezoeléctrico tiene un rango de respuesta de frecuencias de hasta 600 K Hz, con los cuales
se obtuvieron las sefiales Fotoacusticas Pulsadas de Alta Energla (FPAE).

De la extracciéon de material, se tiene como consecuencia un crater en la superficie, lo que ge-
nera cambios en la misma donde llega el haz laser. Estos cambios pueden generar modificaciones
en la distribucion de la energia del siguiente pulso que llegue al blanco. Para minimizar este tipo
de efectos se procur6 realizar la ablacion en distintos puntos del blanco. Por lo anterior, el sistema
acoplado micréfono-blanco se colocd sobre una mesa de desplazamiento XY que se movia mediante
un par de motores micrométricos THOR-LABS, la cual describe una cuadricula de 4 mm x 4 mm.
También se establecié una condicion inicial de superficie, donde se lijé el blanco de oro y se realizé
una sintesis previa, antes de producir cada coloide. La captura de las senales y la emision laser se
sincronizaron mediante el uso de un fotodiodo.

Osciloscopio

Tk 4 R [
Al 11
: | Sensor Piezoeléctrico

Fotodiodo Etanol

Figura 2.1: Representacion esquematica del arreglo experimental utilizado en la sintesis por abla-
cion laser en etanol.

La radiacién incidente se generé mediante un laser Surelite Continuum IIT en el modo Q-switch,
que emite pulsos gaussianos con un ancho de 7 ns a FWHM y una apertura de 265 ps para el
Q-switch con una alimentacion de 1.47 kV. Estas condiciones son las que optimizan la emision
laser, con una mayor energia y un perfil temporal méas estable. Se seleccioné la regiéon central del
haz con un diafragma de 2 ¢m de apertura para mejorar la estabilidad de la emisién por pulso.
El laser cuenta con un generador de frecuencias, con el que se seleccionaron emisiones a 5y 10
Hz, con un parametro fijo de energia por pulso de 60 m.J. Para la regulaciéon de la energia, se
utilizé un atenuador de cuarzo y se implement6 un separador de onda para distinguir el primer
armoénico y seleccionar la longitud de onda de 1064 nm. De irradiarse con el segundo armoénico
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de 532 nm se podria favorecer una mayor interaccién con las nanoparticulas de oro formadas, ya
que se encuentra en la region de la respuesta plasmonica tipica como se mencioné en la seccién
anterior donde el haz incidente es absorbido por las Au-NPs, y se reduciria considerablemente la
energia incidente al blanco.

Posterior al atenuador, se colocd un telescopio compuesto por una lente plano-convexa y otra
convergente para expandir el haz y disminuir la fluencia de cada pulso sobre la cubeta. Con el haz
expandido, el riesgo de dafio a la cubeta se redujo. Finalmente, el haz fue reflejado al blanco con un
espejo para la longitud de onda de 1064 nm y enfocado con una lente de distancia focal de 7.8 em.
Para estudiar el efecto de la distancia focal se realizaron sintesis a distintos valores de la distancia
entre la lente y el blanco (7.7, 7.8 y 7.9 ¢m) para realizar estudios de la produccion de los coloides.
A la condicién con el blanco situado justo en el foco del sistema lente-cubeta-etanol, se le llamé
2z =0,donde z =1y 2z = —1 corresponden a 7.9 y 7.7, respectivamente. Se sintetizaron coloides
en las tres condiciones, y se compararon sus espectros de absorbancia y su estabilidad temporal
para definir la condicién 6ptima.

El niimero total de pulsos usados fueron 2000 para ambas frecuencias de 5y 10 Hz, por lo que el
tiempo de sintesis fue de 8:40 minutos y 4:20 minutos respectivamente. Tras finalizar la ablacion,
se extrajo el coloide producido con pipetas Pasteur y se introdujo en viales de vidrio cubiertos de
papel aluminio para evitar modificaciones de los coloides debidas a su fotosensibilidad.

2.2. Caracterizacion ex-situ

Los coloides fabricados por ablacién laser fueron caracterizados por técnicas microscopicas y
espectroscépicas. Para el estudio de la morfologia y tamano promedio de las Au-NPs obtenidas
se obtuvieron micrograffas mediante Microscopia de Transmisién de Electrones (TEM), realizada
en el Laboratorio Central de Microscopia del Instituto de Fisica, UNAM. Se analizaron las mi-
crografias obtenidas con el software ImageJ para la estadistica de diametro de la Au-NPs. Una
vez extraidos los datos, fueron graficados como distribuciones de frecuencia de datos y analizados
estadisticamente con el software OriginPro 8. Para el andlisis se tomé en cuenta el valor medio y
el error experimental.

La respuesta plasmonica asociada al espectro de absorbancia de las Au NPs fue medida por espec-
troscopia UV-Vis. Se midi6 el pico maximo de absorbancia, determinando la longitud de onda en
el punto medio de la recta al 98 % del valor de absorbancia del plasmoén. Para establecerlo se tomd
el valor de absorbancia con el minimo local préximo (450-480 nm) como el 0%, y el 100 % como el
valor de absorbancia méximo de la banda (500-600 nm). Asi mismo, los coloides preparados fueron
medidos durante varios dias para realizar un estudio de la estabilidad temporal de la respuesta
plasmonica.

La posible funcionalizacién de las Au-NPs con el POSS-tiol fue caracterizada por espectrosco-
pla Raman e Infrarroja por transformada de Fourier (FTIR). Las espectrometrias FTIR y Raman
son técnicas de caracterizacion que se utilizan para detectar absorcion de luz debida a la excitacién
de estados vibracionales de las moléculas, donde cada banda de absorcion es asociada a un enlace
quimico. Como evidencia de la funcionalizacién se estudié el comportamiento del enlace tiol (-SH).
Este enlace tiende a perder el H y enlazarse al oro formando en ocasiones un enlace casi tan fuerte
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como un enlace covalente ( [1], [3]). El grupo tiol presenta una banda caracteristica cercana al
nimero de onda 2556 cm~! en ambas técnicas. El etanol presenta una sefal intensa y bien definida
tanto en FTIR como en Raman, por lo se tomo su senal como una linea base.

Las muestras medidas fueron preparadas con gotas del coloide sobre sustratos limpios de vidrio
Corning. Al secarse la gota las componentes solidas se distribuyen de manera heterogénea sobre la
superficie, concentrandose en la orilla. A este efecto se le conoce como “coffee stain”. Las medicio-
nes de FTIR y Raman se realizaron sobre las orillas donde se encontraba mayor concentracion del
material de granos de POSS-tiol con Au-NPs. Los métodos de caracterizacién por espectroscopia
UV-Vis-NIR, FTIR y Raman fueron realizados en el Laboratorio Universitario (LUCE) dentro del
Centro de Ciencias Aplicadas y Desarrollo Tecnolégico (CCADET). Los parametros relevantes en
cada medicion se enlistan al final de esta seccién.

Por dltimo, se realiz6 el estudio de citotoxicidad con la ayuda del Dr. René Garcia en ENES
Leén, UNAM, en cultivos controlados de fibroblastos gingivales (células de encia) para determinar
las diferencias de citotoxicidad entre los coloides de distintas concentraciones de polimero disuelto.

2.3. Ajuste tedrico de espectros de absorcién experimen-
tales mediante teoria de Mie

Para complementar el analisis espectroscopico UV-Vis se desarrolld un modelo auxiliar semi-
empirico con base en los cdlculos de la seccién eficaz de extincién C. () a partir de la teoria
de Mie, junto con la aproximacién propuesta en [69] donde se relaciona explicitamente la absor-
bancia medida en un espectrometro UV-Vis y la absorcion tedrica del modelo electromagnético.
La diferencia entre los conceptos de absorbancia y absorcién radica en que la absorbancia incluye
los fenémenos de absorcién y esparcimiento del haz de luz que se usa en el espectrémetro, para
obtener la razon entre las intensidades incidente y transmitida por la muestra. Haiss, Thanh et al.
proponen la siguiente ecuacion:

7TR2Qextd0N

2.303
donde los pardmetros R, dy y N son el radio de la NP, la anchura (cubeta de cuarzo de lem) y la
concentracion del coloide analizado y Q..; el coeficiente de extincion que se obtiene a partir de la
ecuacion 1.1 (se presenta en el apéndice A). El programa que se usé para los espectros semiempiricos
fue realizado con el software Mathematica 9 y su desarrollo se presenta en el Apéndice B.

A= (2.1)
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2.4. Detalles del equipo y parametros en las técnicas es-
pectroscopicas

» Para la espectroscopia de absorbancia, se utiliz6 el espectrofotémetro Cary 5000 UV-Visible-
NIR de la marca Agilent Technologies, con un barrido de la longitud de onda entre 200 nm
y 800 nm, una resolucién de 0.5 nm y 3 ml de cada coloide dentro de una cubeta de cuarzo
especializada para el equipo, de ancho de 1 ¢m. Este 1ltimo dato es importante ya que es
uno de los parametros contemplados para el ajuste con el modelo tedrico experimental.

= Para la espectroscopia FTIR, el equipo FT-IR Nicolet iS50R de la marca Thermo Scientific
con el aditamento Smart iTX en el modo de reflectancia total atenuada (ATR), con un
barrido espacial de un haz de 740 nm de longitud de onda, sobre una cuadricula alrededor
de la frontera de la gota, y cada mediciéon fue otro barrido sobre niimeros de onda de 600 -
4000 em 1.

= Para la espectroscopia Raman, se utilizdé el Microscopio Confocal Raman acoplado a Mi-
croscopio de Fuerza Atomica Alpha 300AR de la marca WITec, con dos longitudes de onda
de excitacién (785 nm y 532 nm) enfocado sobre la frontera de la gota seca. Las potencias
utilizadas variaron dentro del rango de 0.5 y 9 mW, a lo largo de un barrido de 300 - 3500
cm ™! para los ntimeros de onda.
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Capitulo 3

Resultados y analisis

En esta seccidon se presentaran los resultados experimentales obtenidos mediante las técnicas
ya descritas, asi como su analisis y comparacion con los resultados esperados segin la literatura.
Primeramente se mostraran los resultados de la produccion de Au-NPs coloidales, posteriormente
los de su respuesta Optica plasmonica y al final la viabilidad de su uso como biosensor segin su
posible funcionalizacién y su citotoxicidad.

3.1. Produccién de Au-NPs y fotoactuistica pulsada de alta
energia (FPAE)

En la subseccion 2.1 se describié el acoplamiento de un micréfono piezoeléctrico con el blanco
de oro para medir la senal producida durante la ablacién que puede relacionarse con la energia
incidente. Como se mencioné previamente el piezoeléctrico funciona como un transductor de las
ondas mecénicas generadas por la energia del laser sobre el blanco a voltaje que puede ser medido en
el osciloscopio. Esta sefial medida esta asociada indirectamente con la cantidad de energia que llega
al blanco conforme los pulsos inciden. Es conocido que la cantidad de energia incidente durante
la ablacion afecta la produccién total de Au-NPs y su tamano [86], ademds la energia incidente
inicial disminuye para los pulsos siguientes ya que suceden procesos simultaneos de absorcion y
dispersion de la radiacion laser en el liquido debido a la presencia de las Au-NPs que se forman
continuamente durante la ablacién. Para esta medicién indirecta se decidié tomar como parametro
la media cuadratica (RMS por sus siglas en inglés), como referente de la energia incidente al blanco.
La RMS de una senial es una medida estadistica de la magnitud de una cantidad variable, razén
por la cual se opté por utilizarla como la variable dependiente.

Como se observa en las graficas (a) y (b) de la [Figura 3.1] se encontré un decremento en
los valores de la RMS conforme la sintesis se desarrollaba, que puede asociarse a una funcion
exponencial que decae. Es posible atribuir esas pérdidas de energia a las interacciones del haz
incidente con las Au-NPs que se iban formando en el coloide. Se presentan las barras de error en
graficas diferentes (c) y (d) para mejorar la visualizacién de los datos de las distintas condiciones
de la disolucién base, como se puede observar en la Se obtuvo un comportamiento
comun para todas las condiciones de concentracién de POSS-tiol, sin diferencias significativas
entre las soluciones base etanol (0%), 70% y 100 % (rombos verdes, circulos azules, tridngulos
rojos, respectivamente) para cada frecuencia considerada. Para este estudio la distancia lente-
blanco se mantuvo fija en 7.8 c¢m.

25
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Figura 3.1: Graficas de los valores de RMS contra nimero de pulsos, para 5 Hz (a) y 10 Hz (b).
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Figura 3.2: . Graficas de los valores de RMS con sus barras de error para 5 Hz (¢) y 10 Hz (d).

Ya que el proceso de ablacién es complicado y dindmico, se apreciaron algunas irregularidades
en la sintesis cuando ciertos pulsos espontaneamente generaron plasmas més intensos, y con ello
un destello y sonido mayores que otros pulsos. Estas perturbaciones son las que generan datos
que se desvian del comportamiento exponencial que decae al que tiende, como se aprecia en la
a entre los pulsos 200 y 700 para la sintesis con etanol y entre los pulsos 500 y 1000
para la sintesis con POSS-tiol.

Los principales cambios en la superficie de ablacién y la produccién de Au-NPs suceden durante
los primeros pulsos ( , , , ) cuando la concentraciéon de las Au-NPs es baja. Esta es la
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razén por la que el valor de la RMS cae rapidamente después de los primeros pulsos, y para mayor
numero de pulsos la RMS tiende a un comportamiento monoétono decreciente, como se observa
en las todas las condiciones analizadas después del pulso 1200 (Figura 3.1la y [Figura 3.1lb). Esta
tendencia a un comportamiento mondétono significa que la produccién de nanoparticulas por pulso
disminuye, pero si se siguen produciendo, lo que corresponde con lo estudiado en . Lo anterior
se observé al producir coloides con un mayor nimero de pulsos (2000 - 4000), cuyos espectros
de absorbancia se presentan en la subseccion 3.3.1. Estos coloides presentaron mayor intensidad
inicial en su respuesta Optica y con ello un aumento de su opacidad a simple vista, sin embargo
se generd una importante aglomeracion del coloide y se precipitaron rapidamente, lo que redujo
casi completamente su respuesta 6ptica después de unos minutos. Después de ese corto tiempo,
esos mismos coloides se observaban traslicidos y con gran asentamiento de material en el fondo
del vial. En la [Figura 3.3|b se muestra un coloide sintetizado con 2500 pulsos y ese mismo coloide
precipitado después de una hora.

a) Frecuencia de pulsos 5 Hz 2 E;:m b)
1.
& v 100%
0ob 250 750 1500 2000

Recién 1Hora

T T T T 1
o 250 500 750 1000 1250 1500 1750 2000
Pulsos

Figura 3.3: (a) Esquema representativo del incremento de la concentracién de los coloides mientras
se desarrolla la ablacion. (b) Fotografias representativas de un coloide con méas de 2000 pulsos recién
sintetizado y su degradacion tras una hora.

Como conclusién de este estudio se tiene que no hay diferencias significativas en los valores de la
RMS del proceso de sintesis al variar la concentracion de POSS-tiol en la soluciéon base del coloide
ni la frecuencia de repeticion de pulsos. Esto nos sugiere indirectamente que no hay cambios
significativos de energia incidente al blanco en presencia del polimero, por lo que se establecen
condiciones similares de ablacién para las condiciones estudiadas. Al analizar los valores de la
RMS y el comportamiento de los coloides obtenidos a diferente niimero de pulsos se determiné el
parametro de 2000 pulsos para la sintesis. El analisis de la respuesta plasmoénica y la estabilidad
de los coloides se presentan a continuacién.

3.2. Estudio de la respuesta plasménica de los coloides

Dado el interés en la aplicaciéon de estos coloides obtenidos por ablacion laser para su uso como
biosensores 6pticos, el andlisis de los espectros de absorbancia fue el parametro principal para
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determinar las condiciones 6ptimas de fabricacion y la viabilidad de su uso como un sensor. Como se
ha mencionado previamente, es fundamental que los coloides exhiban caracteristicas plasmoénicas y
que éstas sean reproducibles y estables. Para tener una caracterizacion representativa se analizaron
los espectros UV-Vis de 150 coloides.

3.2.1. Condicién de enfoque y nimero de pulsos

Se analiz6 la influencia de la distancia lente-blanco en las propiedades plasménicas de los co-
loides obtenidos. El objetivo de este estudio inicial consistia en encontrar la mejor condicion de
foco para obtener una mayor produccion de Au-NPs para un determinado nimero de pulsos. Este
estudio se realizo con 2000 pulsos para una energia de 60 mJ, a una frecuencia de 10 Hz. Sélo se
analizo la sintesis con etanol ya que los resultados de la subseccién 3.1 muestran que la presencia
del polimero no afecta significativamente la energia incidente sobre la superficie, por lo que su-
ponemos que los resultados éptimos tendran un comportamiento analogo en las disoluciones que
contienen POSS-tiol.

Como se definié en la subseccién 2.1, la distancia z = 0 corresponde a una distancia de 7.8
cm entre la lente y el blanco, que es donde se encuentra el foco del sistema 6ptico lente-cubeta-
liquido. Fueron analizadas 2 condiciones de foco adicionales z = —1y z = 1 que corresponden a un
desplazamiento de —0.1 cm y 0.1 e¢m, respectivamente. Una vez sintetizados los coloides obtenidos
fueron medidos con un espectrometro portatil UV-Vis Ocean Optics USB2000. Los espectros se

muestran en la [Figura 3.4

Para la condicién z = —1 el blanco de oro estd mas cerca de la lente, por lo que el cono de
luz no logra enfocar sobre la superficie, se aumenta el area de ablaciéon y disminuye la fluencia
(energia por unidad de drea). Como consecuencia se tiene una mayor extraccion de material y
mayor distribucion de tamanos de Au-NPs, ya que hay mayor niimero de especies eyectadas, como
se describi6 en la subseccion 1.5.1 ( [86], [87]). Un mayor ancho de distribucién de tamanos y una
mayor concentracion de oro afecta al espectro de absorbancia de luz relacionado con el fenémeno

LSPR.

En la se puede observar que la banda de absorcién es mdas ancha para esta condi-
cién y se presenta un pequenio “hombro” (segundo maximo) para longitudes cercanas a A = 640
nm que puede asociarse a la respuesta plasmoénica de nanoparticulas de mayor tamano. Para esta
condicién el espectro de absorbancia es ligeramente mas intenso que para las otras dos condiciones
estudiadas y se observé que los coloides se precipitaban en decenas de minutos. Lo anterior se debe
a la presencia de nanoparticulas de mayor tamano que favorecen la coalescencia.

Para la condiciéon z = 1, el foco se encuentra dentro del liquido por lo que se generé un rom-
pimiento éptico frente al blanco, se disip6 la energia y se redujo la fluencia sobre la superficie.
Esto produjo coloides con menor concentracién de Au-NPs. El efecto de plasmén de superficie es
un fenémeno resonante por lo que al haber menor cantidad de nanoparticulas que contribuyen al
efecto, la senial de absorbancia asociada es més débil. Lo anterior puede observarse en la[Figura 3.4]
donde el espectro correspondiente a z = 1 presenta menor intensidad. Se encontré que la condicién
6ptima fue con z = 0, donde se compensaba la fluencia incidente con la concentracion de Au-NPs
adecuada para una mayor estabilidad temporal. Los picos de absorbancia son més angostos, aun-
que exhiben una intensidad ligeramente menor que para el caso de z=1. Esto corresponde a lo
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Figura 3.4: Espectros de absorbancia obtenidos al variar la distancia de ablacion.

reportado en la literatura ( [86], [87]). Respecto a los pulsos utilizados se establecié una medida
6ptima de 2000 pulsos, basandose en los estudios de fotoactustica de la anterior subseccion y en el
trabajo previamente realizado en el Laboratorio de Fotofisica, UNAM, acerca de ablacién laser de
metales en agua y etanol [86]. Una mayor cantidad de pulsos generé un aumento considerable en
la concentracién del coloide, lo que provocé la aglomeracion de las Au-NPs que promovia que lo
coloides se precipitaran en menor tiempo (algunos minutos). Es decir, se presenta un compromiso
entre un aumento de la senal plasmoénica y la estabilidad del coloide. Este fenémeno era gradual
al aumentar el nimero de pulsos, de 2000 a 4000 pulsos, como se presentan en la ay
[Figura 3.5b. Menor ntiimero de pulsos generaron espectros apenas encima del nivel del ruido, por
lo que no se consideraron en el analisis.

Como conclusiéon de este estudio se obtuvieron las condiciones éptimas de niimero de pulsos y
distancia lente-blanco de ablacion para 2000 pulsos y para z=0 al colocar la superficie del blanco en
el foco del sistema lente-cubeta-liquido. Con estas condiciones se llevaron a cabo diferentes sintesis
al variar la concentracion de POSS-tiol en la disolucién que contiene a las Au-NPs.
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Figura 3.5: (a) Espectros representativos de absorbancia y (b) fotografias de los coloides al variar
el nimero de pulsos.

3.2.2. Parametros de picos de plasmoén y estabilidad temporal

Para este estudio se midieron los espectros de absorbancia de los coloides en el espectrometro
Cary 5000 del LUCE-UNAM, el cual tiene mayor precisiéon que el espectrometro OceanOptics usa-
do para definir las condiciones de foco y nimero de pulsos Los coloides sintetizados se midieron en
diferentes dias durante durante 30 dias.

El proceso completo de formacién de Au-NPs mediante ablacién ldser es complejo, y depende
de varios parametros . Se ha comentado que una de las desventajas de la ablacién laser en
liquidos es su baja reproducibilidad. Durante el desarrollo de este trabajo se observé que para las
mismas condiciones de energia, nimero de pulsos, longitud de onda y distancia focal se presentaba
una variacion en algunos espectros de los coloides obtenidos. Como un ejemplo de la variabilidad
presente en el método de ablacion laser, en la se muestran diferentes espectros obtenidos
en condiciones andlogas para las 3 disoluciones estudiadas 0 %, 70 % y 100 %. Se aprecia claramen-
te la baja reproducibilidad que ofrece el método, en particular cuando la soluciéon es sélo etanol.
En algunos casos el coloide se precipitaba simplemente al ser trasladado al espectrometro para su
medicion.

Por lo anterior es importante tener un nimero considerable de coloides para realizar un estudio
estadistico de la respuesta plasmoénica de cada condicién analizada.
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Figura 3.6: Espectros de absorbancia de varios coloides sintetizados para 10 Hz y 60 mJpulso™?

Para facilitar la comparacién de los espectros de absorbancia, en la [Figura 3.7y [Figura 3.§8| se
presentan los espectros de absorbancia representativos a los valores promedio de todos los datos
analizados. Cabe aclarar que si son espectros medidos, pero no necesariamente corresponde estric-
tamente a los datos estadisticos presentados en la tabla 3.1, como se puede apreciar visualmente
en los valores de absorbancia maxima para coloides con sélo etanol (0%).

4 — 0% SHz
— 0%
1.05 4 ——100% 5 Hz

-

0.90 4
0.75 <

0.60 <

0.45 4

Absorbancia

0.30

0.15 5

0.00

Y WL TSRS, T, SR P g T S S P P ST R U DR S T |
300 350 400 450 500 550 600 650 700 750 800
Longitud de onda (nm)
Figura 3.7: Espectros de absorbancia representativos para las tres concentraciones 0%, 70% vy

100 % a 5 Hz de repeticion de ablacion. La gréfica morada de la concentraciéon 0 % presenta mayor
diferencia a los valores de la tabla 3.1.
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Figura 3.8: Espectros de absorbancia representativos para las tres concentraciones 0%, 70% vy
100 % a 10 Hz de repeticién de ablacion.

Los datos obtenidos del estudio estadistico de la longitud de onda, ancho de banda FWHM vy
absorbancia méxima de los espectros de absorbancia relacionados con el LSPR de los diferentes
coloides sintetizados se presentan en la[Tabla 3.1} Se obtuvieron desviaciones estandar considerables
respecto a Apasmen- Este resultado refleja el bajo control en el tamafno de particula y la condicién
de aglomeracion del coloide. Como se presenté en la subseccion 1.3.2, las cadenas que se puedan
formar al aglomerarse las Au-NPs modifican la respuesta éptica total, razén por la que los espectros
se ensanchan. Esta tltima observacion se discutird con mayor detalle al final de esta subseccion.

Condiciéon | Apgsmen(nm) | AFWHM (nm) | Absorbancia
0% 5 Hz | 531+/-40 64+/-13 1.07+/-0.15
0% 10 Hz 532+ /-52 71+ /-21 1.194/-0.19
70% 5 Hz 568+ /-23 89+ /-29 0.93+/-0.10
70% 10 Hz | 536+/-21 G+ /23 111+/-0.21
100% 5 Hz 541+ /-47 62+/-36 0.884/-0.13
100% 10 fiz | 539+ /-33 66+ /11 0.95+/-0.17

Tabla 3.1: . Valores promedio y su desviacion estandar de las caracteristicas de la banda de absor-
bancia por LSPR para las 6 condiciones.

Se encontré un valor promedio minimo de Apjgsmen = 531 nm al usar sélo etanol y 5 Hz de re-
peticién de ablacién, y un valor promedio maximo de Aygsmen = 568 nm para 70 % de disolucién y
5 Hz. El estudio de anchos de banda FWHM permiti6é obtener informacion acerca de su estado de
aglomeracién inicial. Se obtuvieron anchos de 65 nm, con un maximo de 89 nm para 70% y 5 Hz
y un minimo de 62 nm para 100 % a 5 Hz Es importante observar que si se considera la desviacion
estandar la diferencia entre los valores obtenidos para las diferentes condiciones estudiadas no es
significativa.
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El criterio de utilidad dependerd de la sensibilidad que se busca, segtiin sea el caso en el que
el fenémeno a medir con este tipo de sensores quede apantallado dentro de la variaciéon de la res-
puesta Optica inicial de los coloides de Au-NPs. Es importante enfatizar que en todos los coloides
se obtuvo una adecuada respuesta plasmoénica. Mejorar la reproducibilidad propia de la técnica de
sintesis se propone como trabajo futuro, como se presenta en la seccion 4.

Como conclusion de este estudio se tiene que se produjeron coloides de Au-NPs y POSS-tiol
con su respuesta Optica maxima de plasmén cercana a 540 nm, anchos de 65 nm y absorbancia
considerable.

Al final de la subsecciéon 1.3.2. se menciond que la modificacién de la respuesta éptica del co-
loide de Au-NPs depende totalmente del estado de agregacion y de la estructura microscopica que
se presente una vez sintetizadas las NPs. En las cadenas lineales se tienen mas modos resonantes
y con ello el ensanchamiento de la banda, por lo que es de esperarse que conforme pase el tiempo
y por el movimiento browniano las Au-NPs colisionen, formen agrupaciones y se reduzca la ab-
sorbancia por LSPR. Por esta razon se estudié con especial interés la respuesta éptica conforme
pasaban los dias después de la sintesis.

Se encontré que el uso del POSS-tiol si afecta de manera significativa en el proceso de aglomeracion
y de estabilidad temporal en su respuesta optica. En la se presentan los espectros de
coloides medido 5 dias después, donde la absorbancia disminuyé y el ancho aumenté en ambos
casos, pero con POSS-tiol el efecto es menor.

0% C

0% C 5d 100% B 5
1 100% B
1.05 1.05 4
531 ]
= Ak=30 nm
0.90 W | Ao 0.90 o 539 T AR=19 Am
M E ’ v AA=L06
_g 075 J \ m 0754 (R
& 1 ‘l” 'Wfﬁ ", % 7 "!-L‘
g 36 y \
0.60 A ‘- 0.50 3 h
& w N 2 o ¢\
0 R 7] g \
0 o, o \
< 045 g < 045 \
e, LY
A T m_\"x ] ‘\T\\
0.30 ﬂ\\\. T 0.30 \\
Wy
S, 1 T
0.15 - R 0.15 4 e
000 +—+—+——7+—+——1"—"—1"+T1"T1"T1T7""T1"""T"T1T"T7"" nilt——
300 350 400 450 500 550 600 650 700 750 800D 850 900 300 350 400 450 500 550 S00 650 700 750 800 850 900

Longitud de onda (nm) Longitud de onda (nm)

Figura 3.9: Espectros de absorbancia de coloides al 0% y 100% de disolucién, medidos dias
después. Los espectros fueron medidos con el equipo Ocean Optics USB2000 para una pronta
comparacion.

En el caso del coloide sin POSS-tiol es mas probable que colisionen Au-NPs con ellas mismas,
formando agrupaciones que van creciendo cada vez mas hasta que se pierda la suspensién coloidal
y se precipiten. Como se mencioné en las caracteristicas de la técnica de ablacién laser, el hecho de
que las Au-NPs queden descubiertas en el medio liquido aumenta la probabilidad de coalescencia,
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pero al tener un obstéculo entre ellas es posible retrasar este efecto. Este efecto de impedimento
estérico que ejerce el polimero ayuda a estabilizar los coloides y su respuesta plasmonica a través
del tiempo.

El POSS-tiol mostré ser un buen estabilizante del coloide, por adsorcién fisica con el cristal y
por la afinidad quimica del azufre con el oro. La tdltima observacion se puede apreciar en las fo-
tograffas de la [Figura 3.10] La forma en la que se encuentran distribuidas las Au-NPs en estas
imagenes TEM sugiere que las nanoparticulas podrian estar funcionalizadas, donde el acoplamien-
to cristal-AuNPs estd restringido.

Debido a la poca solubilidad del polimero en etanol, el proceso de fragmentacién de los crista-
les de POSS-tiol no fue homogéneo (Figura 3.10la y [Figura 3.10[b) por lo que se sugiere realizar
un tratamiento fisico para mejorar la solubilidad del POSS-tiol en la disolucién y aumentar la
superficie del polimero disponible para la funcionalizaciéon, como un tratamiento laser.

Figura 3.10: . Micrografias TEM de (a, b) los granos de POSS-tiol disuelto después de ser agitados
en ultrasonido por 40 minutos, (c) coloide de Au-NPs en etanol y (d, e) coloide de Au-NPs con
POSS-tiol. Se pueden apreciar las cadenas lineales acopladas con los cristales del polimero. La
escala gréafica en todas las micrografias son de 100 nm.
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Otra caracteristica que ya se ha mencionado y se puede observar de las micrografias es la pureza
de los compuestos y la homogeneidad de su geometria, lo que contrasta con muchos de los residuos
e irregularidades, productos de métodos de sintesis quimica, como se menciono en la subsecciéon 1.5.

Si se compara la microestructura de las cadenas lineales de Au-NPs con los espectros estudia-
dos en [19] de la referimos que el ensanchamiento del plasmén se debe precisamente
al arreglo que se forman alrededor y entre los cristales del polimero. Una vez acoplado con el po-
limero, es mas probable que el arreglo se mantenga a que se contintie coalesciendo con Au-NPs en
el liquido, ya que su energia superficial es menor al estar en este arreglo. Esto provoca una menor
aglomeracion de todo el coloide y con ello la suspensién se mantiene por mayor tiempo.

Al comparar los espectros de absorbancia de varios coloides de Au-NPs en ausencia y presen-
cia del polimero, se obtuvo su andlisis estadistico en la [Tabla 3.2l En los 6 casos se observo un
corrimiento al rojo del valor de Apasmsn , 10 que implica la presencia de otros modos resonantes,
como los generados en cadenas lineales y NPs tipo 1-D.

Dia 1 AN (nm) | AAbs
Etanol 30 0.32
c¢/Poss-tiol 10 0.15

Dia 10 | AX (nm) | AAbs

Etanol 85 0.41
c¢/Poss-tiol 42 0.24
Dia 31 AN (nm) | AAbs
Etanol 121 0.65
c¢/Poss-tiol 76 0.38

Tabla 3.2: Cambios en los valores de longitud de onda y absorbancia maxima del plasmoén a través
del tiempo, como un indicador de estabilidad
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El corrimiento del valor del pico central asi como el aumento de la diferencia de absorcién entre
el dia 1, el dia 10 y el dia 31 de los coloides donde sélo hay etanol indican que el uso del POSS-tiol
mejora considerablemente la estabilidad de la respuesta plasmonica en el tiempo.

Como conclusién de este estudio se obtuvo el valor promedio minimo de Apjgsmen = 531 + / — 40
nm, FWHM de 64 4+ / — 13 y absorbancia maxima de 1.07 + / — 0.15 al usar sé6lo etanol y 5 Hz
de repeticién de ablacién, y un valor promedio maximo de Ajjasmen = 568 + / — 23 nm, FWHM de
89+ / —29 nm y absorbancia maxima de 0.93 4 / —0.10 para 70 % de disolucién y 5 Hz. Se obtu-
vieron los valores éptimos de Apiasmen = 536+ / —23 nm, su absorbancia maxima de 1.114+/—0.21
y un ancho FWHM de 64 4+ / — 23 nm para 70 % a 10 Hz.

Ademas se obtuvo una mejoria en sus propiedades Opticas al usar POSS-tiol respecto a sélo etanol
en el transcurso de un mes al calcular la razon entre los valores del ancho FWHM y la absorbancia
méxima. Se calculé un deterioro entre 13 % - 34 % de la absorbancia inicial y un ensanchamien-
to entre 15% - 117% al usar el polimero, comparado con un deterioro entre 29 % - 60 % de la
absorbancia méxima y un ensanchamiento entre 46 % - 189 % al usar sélo etanol.

3.3. Morfologia esférica y estadistica de tamanos de Au-
NPs

Como se mencion6 en la subseccion 1.5.1 sobre la técnica de ablacion laser en liquidos, se obtu-
vieron Au-NPs principalmente esféricas. Este resultado corresponde con lo medido a partir de las
micrografias por transmisién de electrones (TEM). Algunas micrografias de las condiciones estu-
diadas se presentan a continuacion en las Figuras 3.12 — 3.14. De acuerdo al procedimiento descrito
previamente, se obtuvo la estadistica de frecuencias de tamanos de las Au-NPs. La distribucién de
frecuencia de tamanos asemeja el comportamiento como una distribucion del tipo Fisher-Snedecor,
similar a una distribuciéon de gaussiana ( [86], [87]). Al hacer un ajuste tipo gaussiano, se observo
que difiere en la cola prolongada caracteristica de una distribucion tipo F, como se aprecia en los
ajustes de las Figuras 3.12 -3.14.



3.3. MORFOLOGIA ESFERICA Y ESTADISTICA DE TAMANOS DE AU-NPS 37

[CE-541 [ 1E-10-2
80 4 80 ~
704 T0 =
=71+ N=648
D,=7.1+041 N=500 N
= 60 =73 g
=t g
] =
= o
® ]
© o
o =
= [
2 ]
= 35
z a
3 @
g £
w
200 nm
1] .|'.|:r|‘|'"|"F.'|.'=|.-|.,|r-|11 Q -[>|1; T T 1 1
Q 5 10 15 20 25 30 35 40 45 50 55 @0 1] 5 10 15 20 25 30 35 40 45 50 55 60
Diametro (nmy) Diametro (nm)

Figura 3.11: Estadistica y distribuciéon de tamanos de Au-NPs de las micrografias para coloides
con etanol para 5 Hz (a) y 10 Hz (b).

Como primera aproximacion, el analisis de una distribucién gaussiana permite el calculo del
valor de la media aritmética de los didmetros medidos D4 y su desviacién estandar o , obtenidos
mediante el software OriginPro9. El eje de las ordenadas Frecuencia Relativa se definié como la

razon del nimero de NPs en el intervalo [z,_1,x,] para intervalos de 5 nanémetros, respecto al
total de las NPs contadas N.

—p-70-5 —1P-70-10
50 - $4

70 ey

50 B0 D,=11.1+0.8

a=11.8 .T‘;;:*

T,

D=79:04 N=810
50 a=55

N=836
50 4

"y

B e

fsy e ¥
30 / \ 0

204

wd | 3
Ry 200 _nm
o SRR BN v -

T T T
o 5 10 15 20 25 30 35 40 45 S0 S5 60

Frecuencia Relativa (%)
D
Frecuencia Relativa (%)

o
o 5 10 15 20 25 30 35 40 45 S0 55 60
Diametro (nm) Diametro (nm)

Figura 3.12: Estadistica y distribucion de tamafios de Au-NPs de las micrografias para coloides
con etanol y POSS-tiol al 70 % para ambas frecuencias de ablacién (c y d).
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Figura 3.13: Estadistica y distribucion de tamafnios de Au-NPs de las micrografias para coloides
con etanol y POSS-tiol al 100 % para ambas frecuencias de ablacién (e y f).

Del estudio anterior se obtuvieron los valores de los diametros promedio con su desviacién
estandar para los distintos coloides. Estos resultados se presentan a continuacion en la [labla 3.3

0% 5Hz | 0% 10Hz | 70% 5Hz | 70% 10H=z | 100% 5H =z | 100 % 10H 2

Didmetro promedio D 4 7.1 6.9 7.9 11.8 7.4 8.3

Desviacion estandar o 7.3 8.6 5.5 11.1 5.1 6.4

Tabla 3.3: Valores estadisticos de tamanos de Au-NPs de los coloides fabricados.

A partir de este estudio, es posible observar que se tiene una distribucién de tamano amplia,
lo que es una de las principales desventajas de la ablacién laser, como se mencioné previamente.
A pesar de que el didmetro promedio menor se encontrd para la condicion 0% a 10 Hz, la desvia-
cion estandar es considerable respecto al valor promedio, como sucede en todas las condiciones.
Se obtuvo una menor desviacién para 100 % a 5 Hz, y valores mayores en ambos casos para 70 %
a 10 Hz. No obstante, en todos los casos se observd que mas del 90 % de las Au-NPs esféricas
producidas son de tamanos menores a 15 nm.

Como conclusion de este estudio se tiene que mediante esta técnica es viable la produccién de
Au-NPs esféricas de tamanos entre 1 — 70 nm, casi en su totalidad menores a 20 nm, con gran-
des valores de dispersion de tamano respecto al valor promedio y se observo que la presencia del
POSS-tiol no afecta de manera significativa el didmetro promedio de nanoparticulas ni su desvia-
cién estandar. Es posible disminuir el ancho de la distribucién de frecuencia de tamano mediante
diferentes procedimientos posteriores a la sintesis como tratamientos laser, centrifugaciéon o el uso
de agentes quimicos de transferencia. Estos topicos se discuten al final del capitulo 4, en lo referente
a trabajo futuro.

3.4. Ajuste del modelo semiempirico

Para hacer la comparacion del espectro de absorbancia experimental con el espectro tedrico
esperado para las Au NPs con la geometria obtenida, se desarrollé un programa en Mathematica 9
basado en la teoria de Mie junto con la ecuacion de la Absorbancia que relaciona la concentracion
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y tamano de NPs con los coeficientes de extincion. Este ajuste se menciono en la subseccion 2.3 y
su desarrollo detallado se presenta en el Apéndice B.

Para los calculos se considerd que los coloides estudiados se encontraban en un recipiente de 1
em de espesor tal como el usado en el espectrémetro Cary, para una concentracién de 10 mg/l y
un peso molecular del oro de 196.9665 gr/mol. Después de correr el programa para un intervalo
de tamanos de 1—60 nm de didmetro se obtuvieron los espectros que se presentan en la

Las curvas roja y verde con las lineas anchas son aquellas en las que la longitud de onda de
maxima absorcion por LSPR coincide con el valor maximo de las mediciones experimentales y
donde los coeficientes de esparcimiento ()5, empiezan a ser significativos respecto a los de absor-
cion @ qups. Se puede observar que el comportamiento de ensanchamiento no es mondétono; el ancho
disminuye desde 1 — 20 nm y empieza a aumentar para didmetros mayores.

La razon por la que los espectros cambian gradualmente en intensidad y en amplitud con los
mismos parametros de concentracién y volumen es el hecho de considerar que el coloide tiene una
suspension de AU-NPs en el que cada esfera absorbe la luz, y a partir de 40 —60 n/m numéricamente
empiezan a ser significativa las pérdidas por esparcimiento de la luz.
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Figura 3.14: Espectros de Absorbancia tedricos calculados con el programa del apéndice B.

Se comparo el espectro experimental representativo con sus propiedades épticas aproximadas
al promedio estadistico con Apjgsmen = 936 nm, con el espectro teérico mas cercano para tamaino
de particula, donde se obtuvo que en longitud de onda se aproxima el calculo teérico de un coloide
de Au-NPs en etanol de Au-NPs esféricas de sélo 18 nm de didmetro. Es importante aclarar que
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la diferencia en el valor de Absorbancia depende del equipo y del ancho de la muestra.

Con el objetivo de incluir en el calculo de los espectros tedricos condiciones més representati-
vas del sistema experimental estudiado, se considero la distribucion de tamanos medida por TEM.

Esta superposicion tuvo como funcién de peso la frecuencia relativa que se obtuvo experimen-
talmente en el andlisis de la subseccion 3.2. Para el ajuste se sumaron las contribuciones de los
espectros cada 5 nm multiplicadas por el valor de su frecuencia relativa respecto al total. En la
[Figura 3.15la se presentan algunos espectros de absorbancia calculados para coloides de didmetro
10 — 20 nm, y en la figura [Figura 3.15b se presenta la frecuencia relativa medida a partir de las
micrografias. Se multiplicaron los valores de los espectros en (a) por porcentaje de la frecuencia
relativa de (b), y contribucién por contribucién se fue sumando.

Este proceso de multiplicacién por frecuencia relativa y suma de los espectros con funciéon de
peso se realizé de 0 a 60 nm, para la condicién 6ptima de 70% de concentraciéon a 10 Hz de
ablacion.
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Figura 3.15: Espectros teoricos con Apjgsmen cercanas a 536 nm. El ajuste semiempirico se realizé
basandose en la distribucion de tamanos obtenida de las micrografias.
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Finalmente ambos espectros se normalizaron respecto al valor de absorbancia maxima de cada
uno, y su espectro normalizado se presenta en la |[Figura 3.16|

Como conclusién de este estudio se tiene que el ajuste semiempirico propuesto del coloide de
Au-NPs es una primera aproximacion del resultado experimental donde se tiene el polimero y se

atribuye la diferencia en los anchos a la agrupacion de las Au-NPs debida al acoplamiento con los
cristales de POSS-tiol como se discutié previamente en la [Figura 3.10[
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Figura 3.16: (a) Ajuste del espectro semiempirico y el experimental. (b) Espectro de extincion
calculados para Au-NPs monodispersas y (c¢) agrupadas en cadenas lineales.

3.5. Espectrometria FTIR y Raman

Como se mencion6 al final de la subseccién 3.2, se observd que la estabilidad de la respuesta
plasmonica mejor6 considerablemente mediante el uso del POSS-tiol. Esto es un indicador de que
este tipo de coloides pueden ser ttiles para el desarrollo de biosensores plasmoénicos. Sin embargo,
para que su uso sea mas efectivo es deseable que las Au-NPs estén funcionalizadas. Esto implica
que exista un enlace quimico entre las Au-NPs y el POSS-tiol de forma que el POSS-tiol a su
vez pueda unirse a alguna molécula bioldgica de interés, como se presentd en la subseccion 1.6.
Se considera que la funcionalizacién puede ser posible dada la gran afinidad quimica del oro con
el azufre. El mecanismo propuesto en esta interaccion consiste en que el extremo de la molécu-

la del polimero que tiene el tiol (grupo funcional S-H, [Figura 1.17)) sufre una desprotonizaciéon en
presencia del oro, de manera que se suelta un ién H* y deja una vacante que ocupa el 4tomo de oro.

Dos técnicas espectroscopicas que permiten estudiar la presencia de un posible enlace entre las
Au-NPS y el POSS-tiol son las espectroscopias Raman y FTIR. Mediante estas técnicas de ca-
racterizacién se buscaron dos indicadores de funcionalizacion: la posible aparicién de una senal
asociada al enlace S-Au y una reduccién en la senal asociada al enlace tiol S-H. Cualquiera de las
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dos senales es una medicién directa de la conjugacién con el enlace S-Au. De acuerdo a lo reportado
en la literatura la sefial S-Au se encuentra para ntimeros de onda en FTIR de 350 — 400 cm ™.
Como se comentd anteriormente, en este estudio se colocaron gotas sobre un portaobjetos con los
coloides de interés. Se realizé un barrido de mediciones en la frontera del borde de la marca origi-
nada por el coffee stain después de la evaporacion del etanol. Los espectros de FTIR se muestran
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Figura 3.17: Espectros FTIR del polimero (curva gris), del coloide sin polimero (curva negra) y
al 70 % de concentracion (curva morada). Se anadieron etiquetas de las bandas presentes en el
polimero y la atmésfera.

Después de analizar cada banda que se obtuvo en la sefial y compararla con lo reportado en [87]
se localizaron la mayoria de los enlaces que conforma la caja hibrida de silicio y oxigeno asi como
sus alcanos en cada extremo, pero no se localiz6 la senal del extremo de la cadena con el grupo tiol
S-H reportada en 2556 cm™!. En la regién 2400 — 2800 ¢cm ™! no se observaron picos significativos.

También se encontraron algunas bandas referentes a la atmoésfera terrestre, agua y didxido de
carbono debido a fallas en el aislamiento del sistema. Es conocido que el oro puro no presenta
senial FTIR ni Raman, como se puede apreciar en las curva negra de la |Figura 3.17|y [Figura 3.18|
Sin embargo, no se encontré la sefial asociada al enlace S-Au en la regién de 300 — 400 em ™! ya que
se encuentra muy proximo a la frontera de ventana de mediciéon y las senales en la regién menor a
500 em~! presentaban variaciones irregulares.

Después de realizar este estudio se llevaron a cabo las mediciones por espectroscopia Raman,
donde también se ha reportado el enlace S-Au en la regién de 300 — 400 cm ™! y el enlace del tiol
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S-H cercano a 2556 ecm~!. El espectro Raman de la solucién base y los coloides fueron estudia-
dos con dos longitudes de onda de excitacién, 532 nm y 785 nm con las que opera el equipo. La
excitacion con 785 nm generd seniales muy débiles apenas sobre el nivel del ruido, por lo que se
decidi6 usar la excitacién a 532 nm. Cabe destacar que esta longitud de onda se encuentra en la
seccion de maxima absorcion por LSPR de las Au-NPs, por lo que el haz fue absorbido, se disip6
localmente una gran cantidad de calor y se carbonizaron partes de la muestra, como se ve en el
espectro rojo de la |[Figura 3.18|a la [Figura 3.20]
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Figura 3.18: Espectro Raman del depdsito de los coloides analizados (curva roja) y el polimero
(curva azul y verde). Es notoria la gran sefial que dio la carbonizacién de la muestra, la cual
apantalla el resto de las componentes.
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Figura 3.19: Ampliacién de los espectros Raman cercanos al intervalo 0 - 1100 em™!. Se observan
senales definidas del polimero en polvo, pero se pierde la informacion de las senales del coloide
carbonizado (curva roja).
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Figura 3.20: Ampliacién de los espectros Raman cercanos al intervalo 2500 - 3800 cm~!. Se observa
la sefial del tiol con muy baja intensidad para el polimero en polvo.

Este fenémeno de carbonizacién se observé después de realizar las mediciones de los espectros
Raman de las muestras, aiin utilizando la menor energia de excitacion con la que operaba el equipo.
Por ello, no fue posible localizar la senal asociada al enlace S-Au, ni tampoco cambios en la senal
del tiol S-H, la cual s6lo se encontré cuando se analizaron granos del polimero sin disolver.
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Ademas del apantallamiento de la senal por el oro y el posible cambio de estructura por la
absorcion del haz incidente del equipo Raman, existen otras razones por las que la medicion di-
recta del enlace S-Au es de gran dificultad y son independientes de la longitud de onda de excitacion.

La banda se encuentra en una region muy cercana a la frontera de la mayoria de los equipos
de medicién, donde la sensibilidad del equipo puede no ser confiable, como en el caso de la me-
dicion del espectro FTIR. La senal se reporta con una intensidad muy baja, donde la técnica y
optimizacién de medicién requiere procesos muy complejos [88]. Ademads, la cantidad de enlaces
disponibles para la funcionalizacién depende en gran medida del grado de disolucion del polimero.
Entre mayor sea la fragmentacion de los cristales, mayor reactividad tendran y habra mayor dis-
ponibilidad de tioles para las Au-NPs. Como se observa en las micrografias de la con
las condiciones establecidas en este trabajo de tesis, no se logré la optimizacién de la disolucion de
POSS-tiol en etanol para el sistema coloidal de oro.

Las conclusiones del estudio de las secciones 3.1-3.3 de la respuesta Optica indican un acopla-
miento 1til al utilizar el polimero, sin embargo no hay evidencia de una funcionalizaciéon quimica.

El altimo estudio de viabilidad se presenta a continuacion, respecto a la toxicidad de los coloides
con POSS-tiol.

3.6. Citotoxicidad en células gingivales

El estudio de citotoxicidad se realizé sobre cultivos de fibroblastos gingivales humanos (HGF)
de pacientes sanos de 25 anos de edad, segin el protocolo de bioética de la Escuela Nacional
De Estudios Superiores, Unidad Ledén. A continuacién se describe brevemente el protocolo segui-
do. En este estudio, las muestras de tejido HGF se sometieron a varios procesos de tratamiento,
a las cuales se les introdujeron disoluciones de los coloides de Au-NPs de las tres concentracio-
nes del polimero (0 %, 70 % y 100 %) y se incubaron para alcanzar una adherencia celular completa.

Se determiné el pardmetro de Concentracién Citotoxica al 50 % (C'Cso) a partir de la curva de
dosis-respuesta expuesta en la . Este es un pardmetro que describe la proporcién de la
sustancia externa necesaria para reducir a la mitad la poblacién de organismos, lo que refiere a la
sensibilidad de la muestra de tejido, y se calcul6 el valor promedio de C'C5g mediante tres expe-
rimentos independientes. Se define la actividad citoestatica como aquella que mantiene invariante
la densidad poblacional.
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Figura 3.21: Curva dosis-respuesta de las distintas muestras en contacto con los coloides de Au-NPs.
No se observa actividad citoestatica, al modificar la dosis.

Por tltimo se realizd6 un analisis estadistico del valor promedio y su desviaciéon estandar al
comparar los coeficientes C'Csy entre todas las condiciones (prueba-t), donde se consideraron di-
ferencias significativas a partir de un valor p < 0.05 de acuerdo a la prueba ANOVA post-hoc
Tukey.

Muestra CCsy | Valor p
P 100% 5Hz | 9.00 0.52
P 100% 10Hz | 8.63 0.54
P70%5Hz 9.92 0.57
P70% 10Hz | 823 0.53
E0%5Hz 9.90 0.57
E0%10Hz | 10.42 0.58

Tabla 3.4: Valores estadisticos de C'Csg y el parametro comparativo p para determinar las diferen-
cias significativas entre muestras. Todos los casos muestran un valor p > 0.05.

El estudio exhibi6 que todas las muestras en contacto con las células HGF exhibieron un efecto
citotéxico sin diferencias estadisticas (p>0.05) ni actividad citoestética en la prueba de dosis-
respuesta. Se obtuvo un valor mayor de sensibilidad para los coloides al 70 % de la disolucién de
POSS-tiol con un valor CCsy = 8.23% y menor sensibilidad para el coloide con solo etanol con
un valor CC5y = 10.42 %, sin mostrar diferencias estadisticas, como se muestra en la .
Ademas, la mayor actividad citotéxica se debe a la deshidratacion de las células por el contacto
con el etanol, donde los cambios por el contacto con el oro y el polimero no son significativos.

Por lo anterior se concluye que el uso del POSS-tiol no aumenta la citotoxicidad que poseen
los coloides de Au-NPs por lo que su uso para aplicaciones como sensores biomédicos es viable en
lo que respecta a su biocompatibilidad.
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Conclusiones y trabajo a futuro

En esta ultima seccion se presentan las conclusiones de cada estudio realizado y un breve resu-
men de los resultados principales en la respuesta plasmonica de los coloides sintetizados. Por tltimo
se presentan varias ideas de como mejorar los datos y con ello el trabajo a futuro por desarrollar
para la elaboracién del sensor.

Se sintetizaron exitosamente nanoparticulas esféricas de oro en suspensiones coloidales de etanol
que presentan una respuesta Optica de absorcion de luz por resonancia de plasmén de superfi-
cie localizada en la regién visible entre 550 y 650 nm. Asi mismo, se propuso la fabricacién de
nanoparticulas de oro en disolventes que contuvieran un polimero que pudiera ayudar a mejorar
la estabilidad y funcionalizar las nanoparticulas para potenciales aplicaciones en biosensado, el
POSS-tiol. Se estudi6 el efecto de este polimero al realizar sintesis a diferentes concentraciones
0%, 70% v 100 % (12107*M), y estudiar el efecto de su presencia en las caracteristicas pticas,
morfoldgicas, de estabilidad, quimicas y citotéxicas de los coloides obtenidos.

Respecto a la sintesis por ablacion laser se realizaron estudios de influencia de la distancia focal y
el efecto de la presencia del polimero durante la fabricaciéon en la energia incidente en el blanco,
esto ultimo mediante el uso de fotoaciustica pulsada. Se encontré que la distancia lente-blanco de
7.8 cm es la 6ptima para obtener concentraciones de nanoparticulas adecuadas sin comprometer

la estabilidad del coloide.

Con un piezoeléctrico de sensibilidad de hasta 600 kH z se observd que la presencia del polimero
durante la sintesis no afectaba significativamente la cantidad de energia que llegaba al blanco du-
rante la ablacion. Fue estudiado el efecto de la repeticion de pulsos en la fabricacion de los coloides
y se optimizé el nimero de pulsos a utilizar para un valor de 2000 pulsos donde se pudo observar
la presencia de respuesta plasmoénica. Mediante la observacion de los valores de la RMS obtenida
de la caracterizacion fotoactstica se observo en general que aiin ante cambios de concentracién de
POSS-tiol o la frecuencia de repeticion de pulsos se establecen condiciones similares de ablacién
para las condiciones estudiadas. Todos los estudios realizados fueron realizados a una energia cons-
tante de 60 m.J.

Con esta técnica se encontré que es viable la produccion de Au-NPs esféricas de tamanos en-
tre 1 - 70 nm, casi en su totalidad menores a 20 nm, con grandes valores de dispersién de tamano
respecto al valor promedio y se observé que la presencia del POSS-tiol no afecta de manera signi-
ficativa el didmetro promedio de nanoparticulas ni su desviacién estandar.

47
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En lo referente a su estabilidad, los coloides que contenian el polimero mantuvieron su respuesta
plasmoénica durante un promedio de 10 dias, respecto a los que sélo tenian etanol, que se preci-
pitaban en promedio en menos de 5 dias. La mejora principal en las propiedades épticas de los
coloides al usar POSS-tiol respecto a solo etanol se encuentra en la estabilidad temporal de los es-
pectros de absorbancia. Se calculé un deterioro relativo entre 13 % — 34 % de la absorbancia inicial
y un ensanchamiento entre 15% — 117 % al usar el polimero, comparado con un deterioro entre
29 % — 60 % de la absorbancia méxima y un ensanchamiento entre 46 % — 189 % al usar sélo etanol.
El acoplamiento de los cristales fragmentados con el polimero permite una mejor suspension de las
Au-NPs, mediante un impedimento estérico a su coalescencia. Para las condiciones de concentra-
cién de POSS-tiol analizadas se obtuvo el valor promedio minimo de Ayjasmen = 531 + / — 40 nm,
FWHM de 64+ /—13 nm y absorbancia méxima de 1.074/—0.15 para 0 % y 5 Hz, valor promedio
maximo de Ayjgsmen = 968 + / — 23 nm, FWHM de 89 + / — 29 nm y absorbancia maxima de
0.93+4 /—0.10 para 70 % y 5 Hz. Los valores 6ptimos de A\pjasmsn = 536 + / — 26 nm, su absorban-
cia maxima de 1.114/-0.21 y un ancho FWHM de 64+ /—23 nm se encontraron para 70 % a 10 Hz.

El ajuste semiempirico propuesto con base en la teoria de Mie es una primera aproximacion del
resultado experimental que describe espectros similares a los medidos. Es fundamental incluir las
contribuciones de distintos tamanos para tener una mejor aproximacion. La diferencia de ancho
de la banda se asocia a la agrupacién de las Au-NPs al acoplarse con los cristales de POSS-tiol,
donde se forman cadenas lineales de Au-NPs entre fragmentos del polimero.

De todas las condiciones estudiadas: foco, nimero de pulsos, concentracién de POSS-tiol, y frecuen-
cia de pulsos se encontré que las condiciones de sintesis son 6ptimas con 70 % de la concentracion,
ablacion de 1064 nm a 10 Hz de frecuencia de ablaciéon y 60 m.J por pulso, a una distancia de 7.8
cm lente-blanco y 2000 pulsos.

En lo referente a la composicion quimica de los coloides con POSS-tiol las técnicas espectros-
copicas FTIR y Raman no muestran presencia del enlace S-Au ni cambios en alguno de los enlaces
involucrados (C-S, C-SH, S-H), debido a la carbonizacién de las muestras por excitaciéon a 532
nm del equipo Raman y a la débil senal propia del enlace S-Au. Algo a resaltar es que no se
encontr6 deterioro en la composicién quimica del POSS-tiol, lo que demuestra resistencia al pro-
ceso de sintesis por lo que puede decirse que es un material adecuado para ser usado en coloides
fabricados mediante ablacion laser. Estos resultados muestran que con las condiciones estudiadas
no hay funcionalizacién de las nanoparticulas de oro con el POSS-tiol, lo cual puede deberse a que
el etanol no es un buen disolvente del POSS-tiol de forma que hay poca superficie disponible para
la interaccion tiol-oro.

Ademas de la respuesta Optica y su estabilidad, si se desea utilizar los coloides para una apli-
cacion de biosensado estos no pueden ser citotéxicos. Debido a ello se eligio utilizar etanol a pesar
de no ser el disolvente més adecuado del POSS-tiol. El etanol es el alcohol que presenta menor
citotoxicidad. Para probar si el POSS-tiol presentaba actividad citotéxica al interactuar con las
Au-NPs se realizaron pruebas de citotoxicidad en células gingivales. Las células HGF en contac-
to con los coloides de oro y POSS-tiol, exhibieron un efecto citotoxico sin diferencias estadisticas
(p > 0.05) entre ellas y sin actividad citoestatica. Ni la implementacién del polimero ni la presencia
de Au-NPs modifican significativamente la toxicidad del coloide, se le atribuye este efecto al etanol.
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A partir de estas conclusiones a continuaciéon se proponen algunas ideas para mejorar la dis-
tribuciéon de tamafios de las NPs asi como para facilitar la funcionalizaciéon de las nanoparticulas
de oro con POSS-tiol.

4.1. Trabajo a futuro

Se propone continuar con el uso del etanol, por su alta biocompatibilidad respecto a otros
disolventes de polimeros. Es imperante tener una mejor condicién de disolucion en el etanol por
lo que se propone someter la disolucion del polimero a un tratamiento laser para una mayor frag-
mentacion de los cristales.

Este proceso puede ser optimizado si se implementa un agitador magnético para aumentar la
uniformidad de la disolucién. Otra estrategia para facilitar la interaccién entre las Au-NPs y el
POSS-tiol es realizar la sintesis de las NPs por ablacién laser, después hacer una seleccion de
tamanos mediante centrifugacion y agregar el POSS-tiol “ex situ” durante un tratamiento de agi-
tacion ultrasonica. La centrifugacién permitiria discriminar los tamanos de manera que su ancho
de distribucién puede disminuir significativamente y con ello el ancho de la banda de absorbancia.
Con lo anterior, el corrimiento de la longitud de onda del plasmén al estar en contacto con alguna
substancia de interés seria mas apreciable. Esto aumenta la sensibilidad de los coloides como bio-
sensores.

Se pretende comparar con un estudio tedrico-experimental de la funcionalizacion mediante calculos
con la Teorfa de la Funcién de Densidad (DFT) y la técnica de Espectroscopia de Fotoelectrones
emitidos por Rayos X (XPS), asi como la optimizacién de las técnicas espectroscopicas de FTIR
y Raman.

Se planea explorar con distintos disolventes biocompatibles que permitan la ablacién laser del
blanco de oro, por ejemplo algunas ceras vegetales. Si se utilizan disolventes con distintos coefi-
cientes de viscosidad se puede hacer un andlisis mas profundo de la formaciéon de NPs y de la
burbuja de cavitacion.

Se tiene interés en utilizar disoluciones de Polietilenglicol (PEG) en el estudio de la formacion
de cadenas lineales al hacer ablacién laser en este medio. Esto evita el uso de surfactantes adicio-
nales, lo que mantiene sus propiedades de biocompatibilidad.
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Apéndice A

Teoria de Mie

A.1. Esparcimiento de radiacion EM por particulas esféri-
cas

A.1.1. Fundamentos

Se situard nuestra atencién en el régimen lineal de la teoria clasica del electromagnetismo,
donde el esparcimiento de las ondas electromagnéticas (EM) en cualquier medio se debe a la hete-
rogeneidad del mismo. Una vez que una onda EM entra en contacto con una particula o un conjuto
de ellas (4&tomos, moléculas o cimulos), se genera un movimiento oscilatorio de sus cargas eléctricas
debido al campo eléctrico incidente. Como consecuencia del movimiento de las cargas aceleradas,
se radia energia en todas direcciones. Esta segunda radiacion es el campo esparcido. Es decir,
el esparcimiento es un fenémeno de excitacion seguido de una segunda radiacién. Ademas de la
segunda radiacién, las cargas excitadas dentro del material pueden interactuar con la onda EM y
transformar parte de la energia incidente en energia térmica, generando un proceso de absorcion.

Segun el sistema, es mas probable un fenémeno que el otro. En términos generales el esparci-
miento y la absorcion de energia del campo incidente suceden simultaneamente.

Para iniciar la discusion sobre este sistema de interés, se supondra como primera aproximaciéon un
medio isotrépico, homogéneo y lineal, donde un campo eléctrico armoénico y homogéneo E cumple
que:

V?E = —k*E = (V*+k)E=0 (A1)

Es decir, el campo cumple la ecuaciéon de Helmholtz, donde la constante k se define como :

k= Zep (A.2)

c2

para una permitividad eléctrica € y permeabilidad magnética p y una onda electromagnética de
frecuencia w y velocidad ¢ . Se asume también la ausencia de fuentes de carga o corrientes eléctri-
cas, de tal manera que se pueden expresar las primeras dos ecuaciones del electromagnetismo de
Maxwell como:

V-E=0 (A.3)
V- -H=0 (A.4)

o1
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mientras que las restantes son:

V x E=iluH (A.5)
C
W

V X H = —Z;€E (A6)

Sean ¢ una funciéon escalar y C' un vector irrotacional; V x C' = 0 para construir un vector
generador M que sea solucién de la ecuacién de Helmholtz (ecuacién 1). Se define M como:

M=Vx(pC)—p(VxC)—CxVp=—cxVyp (A.7)

S V-M=V-(CxVg) =0 (A.8)

donde la ecuacién (8) se obtiene al utilizar las siguientes propiedades del rotacional y su divergencia,
que se cumplen sobre cualquier vector A y cualquier escalar f:

V- (VxA)=0
V x (Vf) =0 (A.9)
Vx(VxA)=V(V- A -V (A.10)

Al aplicar la propiedad de la ecuacion (10) sobre el vector M,
Vx(VxM)=V(V-M)-V’M =V x{V(V-(eC))} -V x (V*(xC))
asi como las propiedades previamente descritas, es posible reducir la expresion de M a:

(V2 + KM =V x [V*(C)] + &V x ()

(V2+EHM =V x {(VZp + k*p)} (A.11)
donde se ha supuesto que V2C' = 0.

De la ecuacion (11) es posible observar que el vector generador M satisface la ecuaciéon de Helmholtz
VM = —k*M,

si @ satisface la ecuacién de onda
V2o = —k?p.

Dada la definicién del vector M, se utiliza su condiciéon de ortogonalidad M - C' = 0, para construir
un vector NN, de la forma:

N = ;V x M (A.12)

con divergencia nula, el cual cumple:

VXN:;VX (VXM):—;:VZM:kM. (A.13)
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Los vectores M y N construidos de esta manera tienen como caracteristicas:

— Son solucién de la ecuacion de onda vectorial

— Su divergencia es nula

— Sus rotacionales son proporcionales entre si, con un factor de proporcionalidad k.
A la funcion escalar ¢ se le llama Funcion Generadora de los vectores arménicos M y N.

Hasta aqui, se describe de manera general la interaccion de una onda electromagnética en un
medio heterogéneo que puede esparcir y absober la luz. En la siguiente subseccién, se expondran
las ecuaciones constitutivas del sistema de interés de esta tesis.

A.1.2. Construccion de los vectores armonicos esféricos

Dado el interés en la interaccion de la radiacién con una particula con geometria esférica, se
usaran coordenadas esféricas P = P(r, 0, ¢). Sea C ahora el vector radial 7’ = xé, +yé, +2¢€, = ré,
de manera que:

Por lo tanto:
M=Vx(pr)=rxVp=7-M=0
es decir, para cualquier esfera descrita por 7 para cualquier |r| constante, M es tangencial a ella.

Al resolver la ecuacién de Helhomltz para ¢ en coordenadas esféricas, tenemos que el problema a
desarrollar es:

100, 1 0 op 1 P

0 —S——5(5,) TR =0 A14
r2 Or (r or r2sent 89(Sen6 (98) * r2sen29(3¢2) TR =0 ( )

La ecuacién anterior se resuelve mediante el método de separacion de variables, al suponer que ¢
es el producto de dos funciones, una radial y otra que depende de los dngulos polar y azimutal

30(7",9, ¢) = R(T)F<9>¢) :

Al sustituir la expresién en (13) y multiplicar por el factor % obtenemos otra ecuacién que también
es de variables separables:

1 1 0 0 0?

1 0, ,dR(r)
F0.9) m[senQ—(senQ—

- 22:_
R(r)&’(r dr )+

00 500 T @T)Q]F(G, ¢) =c. (A.15)

Se observa que para ambos lados de la igualdad de (14), s6lo se depende de un tipo de componente
(radial izquierda; angular derecha) por lo que sus derivadas cruzadas se anulan, y podemos concluir
que deben ser iguales a una misma constante escalar ¢ por determinar. A ¢ se le conoce como la
constante de separacion del problema.
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Al observar el componente angular, se puede reconocer como un segundo problema de variables
separables, si se considera a F'(0, ¢) = ©(0)P(¢), y se sigue un procedimiento andlogo al anterior,
de manera que:

1 0 0 1 0°®
10 senG%(senﬁae@(Q)) + csen®d) = ®0) 8¢(2¢) =m? (A.16)

donde se ha definido m? la segunda constante de separacién de la ecuacién de Helmholtz.

Finalmente, se obtienen 3 ecuaciones diferenciales, cada una de una tnica variable, que descri-
ben el comportamiento oscilatorio y arménico de un potencial escalar ¢(r, 6¢) gobernado por (1):

d , odR(r) 2.2 _
%(r 7) + [k*r* —]R(r) =0 (A.17)
(8617196?9((96”66‘70> tes szan 9)0(0) =0 (A.18)
d? 9 B
(4752 +m”)P(¢) =0 (A.19)

Dado que ¢ describird el potencial asociado al campo de radiacién, es necesario que dicho po-
tencial sea finito y bien definido en nuestro espacio, por lo que ¢ debera cumplir las siguientes
caracteristicas:

» Para ®(¢) solucién de (18): se tiene la ecuaciéon mas simple de un oscilador arménico, con
soluciones pares ®,, e impares Py, descritas por cos(me) y sen(me), respectivamente.
Dada la propiedad de periodicidad de las soluciones, es inmediato observar que su periodo
es de 27 y por lo tanto, la constante de separacién m es un nimero entero.

» Para O(6) solucién de (17): tenemos una ecuacion diferencial de Legendre, cuyas soluciones
deben ser finitas para valores § = 0 y § = 7. Las funciones que satisfacen lo anterior son los
llamados Polinomios asociados de Legendre de primer tipo P"Z;i;flin) donde la constante de
separacion es ¢ = n(n + 1) para n natural.

Una de las propiedades de éstos polinomios es que son ortogonales entre si al ser del mismo orden,
con respecto a la funcién de peso

2 (n+m)!
2n+1(n—m)l’

donde se ha definido u = cosf y d,,» =1 si n =n’ y 0 en cualquier otro caso.

/ 11 P () P () dt = G (A.20)

Para R(r) solucién de (16): al hacer el cambio de variable z = kr y la transformacién corres-
pondiente R(r) — Z,(2) la ecuacién queda:

{z —— + sz +22—nn+1)}Z,(2) =0 (A.21)

cuyas soluciones Z,(z) son las llamadas Funciones esféricas de Bessel de primer j,(z), segundo y,
y tercer tipo h{V(z) y h{?)(2) definidas como:
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(2 — /
h‘n (Z) - H +;’

Estas funciones cumplen la propiedad de que para un mismo grado n se tiene que a pares son
linealmente independientes, de tal forma que j, y v, lo son entre ellas, asi como h{)(z) y h?(z)
entre si.

respectivamente.

Al expresar el potencial escalar como el producto ¢ = R(r)F(0,¢) = Z,(2)0(0)®(¢), las solu-
ciones quedan explicitamente como:

Ooar = Zn(kr) [P (cosd)]cos(me) (A.22)

= Zn(kr)[P" (cosb)]sen(ma). (A.23)

goimpar

De las definiciones de los vectores armoénicos esféricos M y N segtn (7) y (12), se tienen dos
familias de vectores que son ortogonales entre si:

M;;Z: = (sppar_) M%T;ar =V X (@%arf)

par k par) impar impar*

A.1.3. Radiacién esparcida: Coeficientes de Mie

Al aplicar la condicion a la frontera r = a, en la superficie de una esfera de radio a, para el
campo incidente (E*, H), el campo en el interior de la esfera (E™ H™) y el campo esparcido
fuera de ella (EP, HP), se obtiene el siguiente sistema de ecuaciones :

(B' + E*P — E"™) x ¢, =0 (A.24)

(H'+ H®" — H™) x é, = 0 (A.25)

consecuencia de la conservacion de energia Al expandir la expresion del campo incidente como la

i i .
suma de sus componentes descritas por Mpar Jimpar Y Mopar fimpars €O la propiedad de que todos los

factores que no tengan m = 1 se anulan, resulta que :

, k
arln = . 2 Z E parln + ZN'L(T}m)parln) (A26>

WM2n 1

E' =3 Ey(M{) 1 — iNSY

imparln
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donde los coeficientes del campo eléctrico E,, = inFEjy 2”“) y H* se obtuvo al utilizar la ecuacién

de Maxwell (3).

De (24) y (25), cuando se relacionan las componentes de (E, H), (E™, H") y (E®P HP),
mediante los coeficientes a,, b,, ¢,, d,,, llamados Coeficientes de Mie, se llega a que:

Eint = Z En(chi(rgparln —ud N(;ﬂ)"ln) (A27>
n=1
int __ 0k2 (1)
H (JJ,UQ Z E arln + ZCnszparln) (A28)
n=1
E*P = Z ETL(Z'anMi(sL)parln —b Nparln) (A29>
n=1
k
H®? = :#22 Z E zmparln + anN}Silln) (A30)
n=1

donde los superindices ) refieren a los arménicos esféricos con dependencia radial descrita por
hn(kr) , la cual para cada orden n se comporta como una onda saliente de la esfera cuando kr >> 1.
Es decir, a, y b, son los coeficientes del campo esparcido, mientras que ¢, y d, son del campo
retenido. Para cualquier valor de n tenemos el conjunto de coeficientes {ay, b,, ¢, y d,} a determi-
nar. Los vectores arménicos con el superindice ® son los Modos normales electromagnéticos de la
particula esférica.

El campo esparcido es una superposicién de modos normales, cada uno pesado por sus coeficientes
a, y b,. Para cada orden n, tenemos dos tipos de modos: los transversales magnéticos (TM) y los
transversales eléctricos (TE), los cuales carecen de su correspondiente componente radial. Por esta
razén, entre mayor sea el tamano de la esfera, mayores érdenes contribuyen al esparcimiento de la
radiaciéon incidente.

Las frecuencias con las cuales a,, y b, son los coeficientes dominantes, son las frecuencias naturales
de la esfera. Son cantidades complejas y si su componente imaginaria es pequena comparada con
su componente real, esta tltima corresponde aproximadamente a las frecuencias reales de las ondas
EM incidentes que excitaran alguno de los varios modos electromagnéticos: los de baja frecuencia,
los de alta frecuencia o modos superficiales.

Si se consideran medios igualmente magnéticos (i1 = pz), se introducen las funciones de Ricatti-
bessel

on(2) = 2jn(2)
Cn(2) = zhp(2)
y al aplicar la condicién a la frontera r = a para una esfera de radio a indice de refraccio N,

inmerso en un medio de indice de refraccion N; al sistema de ecuaciones previamente planteado
(23) y (24), se obtienen los dos primeros coeficientes de Mie:

mp,(ma) el (x) — o (2)¢), (mx)
mipn (M), (x) = Gu(w)¢), (mex) (A-31)

Ay —
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p - Pulma)e,(x) — men()g, (mz) (A.32)

" a(ma)(x) — mGu(z)e), (ma)
donde se ha introducido el indice de refraccion relativo m = % y el parametro de tamano definido
por x = kea = % con a el radio de la esfera. Es importante hacer énfasis en los parametros
directamente involucrados en los coeficientes del campo esparcido: los indices de refraccion de los
materiales, el tamano de la particula esférica y la longitud de onda de la radiacién incidente, ya
que de calcular espectros de absorbancia debida a la respuesta plasmoénica, son los parametros
experimentales a introducir.

Por otro lado, la razon neta a la que la energia de una onda electromagnética cruza una superficie
A de una esfera de radio r, es

W = — / S.e,dA (A.33)

para S el vector de Poynting, con magnitud S = ¢-Re {E X [ ]} St 4 8eP 4 Sert que describe

la energia que lleva la onda (el superindice “* reﬁere a las pérdidas por la interaccion entre el

campo incidente y el esparcido). Si W > 0 la particula absorbe energfa. Al hacer el balance de
energfa W = W — WeP + e para un medio no absorbente (W* = 0, la energfa disipada en el
medio es nula) tenemos que la energia perdida respecto a la incidente se debe a la absorbida por
la particula y sus componentes son:

et = Wb - jyese, (A.34)
Dado un campo E se puede describir a H como H = ﬁl% x E y su vector de Poynting como
S = & Re {E X ﬁ*} = I35 donde I es la intensidad de la radiacién I = < <%|E|? y § el vector

8w wp
unitario en la direccién de S.

En particular, para la parte extinguida:

ext __ c 7 esp * esp 7 *
S ——SﬂRe{E X (H*P)" + E“P x (H')"} (A.35)
y se define la seccion eficaz de extincion

Wemt Wab T/ esp
C™ = —— = — = % e, A.36
I I + I + ( )
que describe la relaciéon entre la energia disipada y la energia incidente,y se le puede asociar a cada

. ab esp
componente una seccién eficaz C% = W y CP = Wp .

Explicitamente, al sustituir en (34) las componentes E' y H®P ya calculadas (25-29), se obtie-
nen las secciones eficaces en términos de los coeficientes de Mie:

CesP = % Z (2n 4 1)(|an]? + |ba]?) (A.37)
n=1
Ct = kQ Z (2n + 1)Re{a, + b, } (A.38)

2 n=1
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Finalmente, se definen los coeficientes de extincion, al considerar a la esfera como una superficie
perfectamente absorbente donde el campo incidente interactiia con ella como si fuera un disco de
superficie Ta?:

Cezt
— A.
Qezt 7'('@2 ( 39)
Cesp
Qesp = W (A40)

donde Qctz ¥ Qesp son los coeficientes de extincion del campo total extinguido y el campo es-
parcido, los cuales fueron utilizados en esta tesis para calcular espectros tedricos de absorbancia
de Au-NPs sumergidas en etanol, como se expone en el apéndice B.



Apéndice B
Ajuste semiempirico

En esta seccion se presenta el codigo del programa utilizado en Mathematica9 para calcular los
espectros de absorbancia de coloides monodispersos de NPs esféricas en una matriz homogénea.
Se anexan imagenes del desarrollo de la teoria de Mie descrita en el apéndice A, junto con valores
experimentales de la funcion dieléctrica del etanol y el oro en bulto. Se usé la base de datos de las
mediciones de Johnson y Christy del afio 1972 .

(#*Para definir la funcidon dieléctrica del oroc como €Aus

€l+i*e2 necesitamos definir n[A] v k[A] primerc =*)

Listaoroc = ReadList ["Gold complex refractive index.txt", Number];
(#Se lee la lista de caracteres numéricos. Es importante gue la lista solo

numeros y que este guardado en "My Documents". Especificamos numbers)
part = Partition[Listaoro, 3]; (#separamos la lista en tres columnass%)

parejas = Table[{part[[i, 1]], part[[i, 2]], part[[i, 3]]}., {i, 1, 200}];
(*es nuestra funcidén que tiene como columnas las particiones creada por

"m para renglones i y por columnas (1 2 y 3), segun renglones i x)

partereal = Table[{parejas[[i, 1]], parejas[[i, 2]]}, {i, 1, 200}];
(*emparejamos la columna 1 con la 2 y hacemos la tabla (A,nreal)s)
parteimag = Table[{parejas[[i, 1]], parejas[[i, 3]]}, {i, 1, 200}];
(*emparejamos la columna 1 con la 2 y hacemos la tabla (A kimag)*)

(* interpolamos las tablas anteriores, a columnas, es decir,

se hacen continuas las A y les asocia continmamente los wvalores n o k *)
nreal = Interpolation[partereal];

kimag = Interpolation[parteimaqg] ;

n[A_] := nreal [A] + I * kimag[A] ;

em = 1.8596; (*para el etanolsx)
nm = 4/em;
do=1% (10 (7)) ;(*1 cm de ancho de la cubeta, en nm#)
Molar = 5.07 % (10" (-6)); (* concentracién de particulas de oro en

Molaridad. Usamos como date experimental la concentracicon de los coloides

de Enricue 10mg/l y un peso molecular del oro de 196.9665 gr/mol =)
€l[A_] := (nreal[A]) "2 - (kimag[A])*2; (#definimos nuestra funcidén dieléctricasx)

€2[A_] := 2nreal [A] * kimag[4] ;
eaufA_] :=el[A] +Ixe2[A];

29
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APENDICE B. AJUSTE SEMIEMPIRICO

(#Funciones gue describen el campo propagado en presencia de la esferasx)

1 o O S e -\f (m/ (2x)) Besseld[1+1/ 2, x] (*Funciones Bessel esféricasx)
y[1_,x_]:= -J (w/ (2x)) BesselY[1+1/ 2, x] (#Funciones Neunnman esféricas+)
M[1_, x_] := J[1, x] +i*»y[l, x] (*Funciénde Hankel esférica de primer tiposx)
h2[1_, x_] := j[1, x] -d»y[l, x] (*Funciénde Hankel esférica de sequndo tipo =)
W[l _,x_]:= x% f[1, x] (*Funcién de Riccati-Besselsx)

€[1_, x_] :=x+h1[1, x] (*Funcion de Riccati -Besselw)

¥dev[l_, x_] :=Derivative[0, 1] [#] [1, x]

fdev[l_, x_] :=Derivative[0, 1] [£][1, x]

2rsnm+ R

x#[A_, R_] :s —————; (#parametro de tamafiox)
A
n[a]
m[A_] := —— ; (#*indice de refraccién relativox)
nm

1
v[R_] :=%[206.6, R] + 4.05 (x[206.6, R])3 +2 ;
(*elegimos el\.fiximo parametro de tamafio, del espectro para un radio R dadox)

LastTerm[R_] := Ceiling[Bbs[y[R]]] ;
(#tomamos en n-ésimo nimero entero mas cercano,

para la condicién de acotamiento de la suma#)

afl ., R , A ] :=
(m[A] ¥ [1, m[A] x[A, R]] dev[1l, x[A, R]] =¥[1, x[A, R]] ¥dev[1l, m[A] x[A, R]]) /
(m[A] & [1, m[A] x[A, R]] €dev[1l, x[A, R]] =&[1, x[A, R]] ¥dev[1l, m[A] x[A, R]]) ;

(*Definicién coeficiente a de Miex)

P[1_,R_,A_] :=
{ o[1, m[A] x#[A, R]] tbdev[]l, x[A, R]] -m[A] &[1, x[A, R]] ¥dev[1l, m[A] #[A, R]]) /

(¥[1, m[A] x[A, R]] §dev[l, x[A, R]] -m[A] £[1, x[X, R]] ¥dev[1, m[A] x[A, R]]) ;

(*Definiciéon coeficiente b de Miex)

_12 LastTerm[R]

CScat[R_, A_] iz ——— Z (21+1) ( (Abs[a[l, R, A]])%+ (Abs[b[1, R, A]])?)
2w (nmz) 1.1
{mab.;[n_]::f"[:f m FlastTerni®l (5 1,1) Im[a[1,R]]%)
‘12 LastTerm[R]

CExt[R_, A_] :

———t (21+1) (rRe[a[l, r, A] + b[1, R, A]])
2:‘!(:1.1112) 1-1

Cabs[R_, A_] := CExt[R, A] - CScat[R, 4]

(*Coeficientes de extincidén, absorcién y esparcimiento de Mie *)

CScat[R, A]

QScat[R_, A_] i= ———————

n 2
Chbs [R, A]
Qabs[R_, A_] iz ——
nR:

CExt[R, A]

QExt([R_, A_] 1z —mm
nr?

(*Aproximacion guasiestatica para radios menores a 20 nm %)

12 (nm) (7~2) (R*3) (em” (3/2)) e2([A]
*

gext[R_, A_] := e
A (el[A] +2em) *2 + €2[A] ~2

gext[R, A]
gext[R_, A_] iz ——;
mx (R™2)
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m* RZQExt[R, A] * do * Molar
Eh[R_, A_] := (*# coef,
2.303

de absorcion propussto por Haiss y Thans)

Plot[{ab[1, A], 2b[2, ], Ab[5, 4], Ab[7, 1], 2b[10, 4], Bb[12, A],
Ab[15, A], Ab[20, A], Ab[25, A], Ab[30, A], Ab[40, A] , Ab[50, A]},
{A, 206.6", 1240}, PlotRange = { {300, 900}, {0, 1}}, PlotLegends - "Expressions"]

10~
[ — Ab(1,A) — Ab(25, A)
osf — Ab(2,A) — Ab(30, A)
[ — Ab(5,A) — Ab(40, A)
e — Ab(7,A) — Ab(50, A)
0s — Ab(10, A)
— Ab(12, A)
oaf — Ab(15, A)
; Ab(20, A)

0.0
300 400 500 600 700 200 900

Figura B.1: Desarrollo del programa elaborado en Mathematica9. Se anexan ejemplos de calculos
para NPs de 1 - 50 nm
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