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Resumen de la tesis que presenta Irving Brian Becerril Castro como requisito parcial para la obtencién del

grado de Maestro en Ciencias en nanociencias.
Incorporacion de nanoparticulas metalicas en materiales de baja densidad

Resumen aprobado por:

Dr. José Manuel Romo Herrera
Director de tesis

La deteccién de moléculas en soluciones gaseosas es de gran relevancia para el monitoreo de
sustancias controladas, el control de seguridad de los alimentos y la deteccidon de moléculas altamente
toxicas. En este trabajo se propuso la incorporaciéon de nanoparticulas (NPs) metdlicas de oro en
materiales de baja densidad como posibles candidatos para detectar analitos en soluciones gaseosas. Se
buscé explorar el resultado de tres morfologias: esferas, rodillos y cubos, por su diferente respuesta
plasmodnica, asi como la variacién en concentracién en el material final. El presente estudio incluye desde
la sintesis de NPs hasta la obtencion del material final. La sintesis de NPs fue llevada a cabo por medio
de la sintesis mediada por semillas. Cada morfologia estd basada en un protocolo ya reportado. Sin
embargo, se realizaron modificaciones para sintonizar el tamafio de las NPs. Se sintetizaron esferas de
30, 42, y 80 nm, rodillos con longitud de 31 nm y cubos de 39 nm. Para la obtencién de hidrogeles se
prepararon mezclas de NPs con acrilamida y bis-acrilamida. Posteriormente se polimerizé para obtener
hidrogeles de poliacrilamida (PAam). Fue posible retirar el solvente de los hidrogeles de PAam utilizando
el proceso de liofilizacién. Los criogeles obtenidos mantienen la presencia de NPs con una distribucion
uniforme de las mismas. Por lo tanto, se obtuvieron materiales de baja densidad con respuesta
plasménica, los cuales tienen caracteristicas adecuadas para su posterior estudio como sustrato para la
deteccion de sefial Raman aumentada por la superficie (SERS).

Palabras clave: nanoparticulas, hidrogeles, deteccion, SERS, soluciones gaseosas.



Abstract of the thesis presented by Irving Brian Becerril Castro as a partial requirement to obtain the
Master of Science degree in Nanosciences.

Inclusion of metal nanoparticles into low density materials

Abstract approved by:

Dr. José Manuel Romo Herrera
Thesis Director

Detection of molecules in gaseous solutions is of great importance for controlled substances
monitoring, food safety control and detection of highly toxic molecules. In this work, we proposed the
inclusion of metal nanoparticles into low density materials as candidates to detect analytes in gaseous
solutions. Three morphologies: spheres, rods and cubes are explored due to its different plasmonic
response and their final concentration was modified in the material. This work covered since NPs
synthesis to final material manufacture, but not its performance as SERS substrate. NPs synthesis was
performed by seed mediated growth method. Each morphology is based in a previously reported
protocol. Nevertheless, small modifications were required in order to tune NPs size. 30, 42 and 80 nm
spheres, 31 nm length rods and 39 nm concave cubes were synthesized. In order to obtain
polyacrylamide hidrogels, NPs with acrylamide and bis-acrylamide mixtures were prepared. Then a
polymerization reaction was needed. It was possible to remove the solvent of the polyacrylamide (PAam)
hydrogels by freeze-drying method. The obtained cryogels contain the NPs with an even distribution.
The low-density materials obtained possess plasmonic properties as evidenced by their coloration and
the light absorption spectra.

Keywords: nanoparticles, hydrogels, detection, SERS, gaseous solutions.
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Capitulo 1. Introduccidn

La deteccién de compuestos quimicos dispersos en una solucién gaseosa es de gran relevancia
en el monitoreo de sustancias controladas, en el control de calidad y seguridad de los alimentos, y en la
deteccién de moléculas altamente tdxicas tales como los agentes de guerra quimica y las sustancias
guimicas industriales téxicas (Golightly et al., 2009; Sharma et al., 2012). Por este motivo, se han
desarrollado distintos tipos de sensores de gas, entre los cuales podemos encontrar: cataliticos,
electroquimicos, dpticos, acusticos y a base de semiconductores (Wang et al., 2010; Hiubert et al., 2011;

Dey, 2018).

La eleccién del tipo de sensor a emplear se define por sus propiedades intrinsecas, como el limite
de deteccién y su especificidad, asi como del ambiente de trabajo en el cual se requiera. Sin embargo,
como regla general se busca la deteccidn rapida y eficiente. Por lo cual es importante contar con la
mayor sensibilidad y selectividad posible, ademds de tener la capacidad de realizar las mediciones en
tiempo real. Debido a lo anterior, se realizan grandes esfuerzos en el desarrollo y miniaturizacion de

dispositivos capaces de detectar analitos en soluciones gaseosas (Sylvia et al., 2000; Pilot, 2018).

El reto principal de este proceso es lograr la disminucién del tamafio, conservando, o mejorando,
el limite de deteccién del sistema. Esto lleva, como caso limite, a tener la capacidad de detectar una sola
molécula utilizando un detector portatil operado con una bateria. Entonces, resulta natural explorar un
enfoque nanotecnolégico. Es decir, buscar explotar las propiedades de los nanomateriales,
especificamente, la resultante de la interaccidn entre los nanomateriales y el analito en solucién gaseosa
debido a que podria servir para detectar la presencia del analito. En este trabajo se propone la obtencién
de un material a base de nanoparticulas (NPs) metalicas (Au) que pudiera servir como sustrato para
identificar moléculas en soluciones gaseosas por medio de la espectroscopia por dispersién Raman

incrementada en la superficie (SERS; Surface Enhanced Raman Scattering).

1.1 Dispersion Raman y espectroscopia SERS

La dispersion Raman es la dispersion inelastica de un fotdn por la exitaciéon de una molécula a

un nivel vibracional de mayor energia. En otras palabras, un fotdn incidente con mayor energia que la



existente entre niveles energéticos vibracionales de una molécula cede parte de su energia a la vibracién
de la molécula y la energia restante es dispersada en forma de fotén con menor frecuencia (Larkin,

2011).

Debido a que las frecuencias de estas vibraciones moleculares dependen de la masa de los
atomos que constituyen la molécula y de su acomodo espacial, la sefial Raman contiene informacidn
relacionada con la composicidn quimica y la estructura de la molécula. Visto de otra forma, el espectro
Raman obtenido puede ser utilizado para revelar la presencia de una determinada molécula (Larkin,
2011). Sin embargo, la sefial Raman es muy débil y no puede ser detectada facilmente cuando la
concentraciéon del analito es baja, lo cual genera la necesidad de buscar métodos para aumentar su
intensidad. Entre ellos, la amplificacion mas significativa proviene del lamado aumento por la superficie

(Sharma et al., 2012).

El modelo basico del aumento por la superficie se explica de la siguiente manera. Cuando una
onda electromagnética interactua con una superficie metdlica, se pueden excitar plasmones
superficiales localizados, lo cual resulta en la amplificacién de los campos eléctricos cercanos a la
superficie. Por lo tanto, si hay un aumento de los campos incidentes y dispersados, entonces puede
esperarse un aumento en la intensidad de la sefial Raman (Stiles et al., 2008). A esta sefial amplificada
se le conoce como dispersion Raman aumentada por la superficie o SERS (por sus siglas en inglés, Surface

Enhanced Raman Scattering).

La espectroscopia que hace uso de la dispersién Raman aumentada se le conoce como
espectroscopia SERS y ha sido ampliamente utilizada para la deteccion de moléculas, en particular en
medios liquidos, a través de diversas estrategias (AlvarezPuebla y Liz-Marzan, 2010). La mas sencilla de
ellas es la deteccidn directa del analito unido a una nanoestructura metalica que amplifica la sefial, por
ejemplo NPs metdlicas coloidales (Aroca et al., 2005). El reto principal para la deteccién de analitos en
soluciones gaseosas es propiciar la interaccién entre la muestra y la superficie metalica (Sharma et al.,
2012). Una forma de resolver este problema ha sido disover los analitos en microcanales con una
suspension coloidal de NPs (Piorek et al., 2007). Sin embargo, no todos los analitos son facilmente
solubles y seria ideal realizar las mediciones sin requerir de pasos intermedios. Entonces, se requiere de
un medio que permita el flujo abundante y eficiente de la solucidn gaseosa. Ademas, debe de cumplir
con un peso y resistencia mecdnica que le permita ser transportado, y resistencia térmica apropiada

para su uso constante. Finalmente, como caracteristica mas importante, necesita presentar respuesta



plasmodnica para la generacion de la sefial SERS. Para esto se buscé la presencia de NPs metalicas de oro

en el sustrato SERS propuesto.

1.2 Nanoparticulas metalicas

Las NPs metdlicas son particulas de metales tales como el oro (Au), la plata (Ag), el cobre (Cu) o
el platino (Pt) cuyas dimensiones son menores a 100 nanémetros en al menos una dimension. Entre sus
propiedades podemos encontrar una alta relacién entre el drea superficial y el volumen, una alta
reactividad superficial, y la posibilidad de controlar su tamafio, morfologia y composicién. Un aspecto
de gran relevancia son sus propiedades opticas (Yang et al., 2016), en particular, su capacidad de
responder a interacciones con la luz a pesar de tener dimensiones menores a la longitud de onda de la
luz utilizada, la cual ocurre mediante la resonancia de plasmones superficiales localizados (LSPR, por sus

siglds en inglés: localized surface plasmon resonance).

1.2.1 LSPR

La LSPR es un fenémeno oéptico de gran interés en las NPs metalicas (Lu et al., 2009). Para
entenderlo, consideremos una NP metalica esférica (Figura 1). Al aplicar un campo eléctrico, como la
componente eléctrica de la luz, se produce un desplazamiento de la nube de electrones debido a su
carga. Si el campo es oscilatorio, bajo determinadas condiciones se producird una distribucion de carga
oscilante. En particular, se puede obtener la condicidon de resonancia para dicha oscilacién de la carga
cuando se utiliza una longitud de onda especifica que produce una oscilacidon coherente y colectiva de

la nube electrdénica asociada a la NP metalica; a esto se le llama LSPR.

\
s

Nube de electrones

+ +

Figura 1. Esquema de la LSPR en nanoparticulas esféricas. El campo eléctrico de la luz genera una oscilacion
coherente y colectiva de la nube de electrones.



Las condiciones para la LSPR estan determinadas por la morfologia, composicién quimica y
tamanio de las NPs. Por ejemplo, se ha encontrado que NPs cubicas de plata son mas eficientes que las
NPs esféricas de plata para realizar SERS, lo cual se atribuye a que las regiones cercanas a las puntas
responden con una mayor intensidad de campo eléctrico (Rycenga et al., 2009). Por lo tanto, la
confiabilidad y reproducibilidad en el proceso de sintesis de NPs son caracteristicas indispensables para

el aprovechamiento de sus propiedades Unicas.

1.2.2 Método de crecimiento mediado por semillas

Entre los diferentes métodos para sintetizar NPs, encontramos los métodos de quimica himeda.
Los cuales son altamente versatiles y eficientes para la sintesis controlada de tamafio y morfologia de
NPs metadlicas (Niu et al., 2013). Entre ellos, el crecimiento mediado por semillas ha atraido una enorme
atencidn debido a su gran éxito en la sintesis de NPs metalicas con diferentes morfologias (Niu et al.,
2013). Entre las morfologias que podemos obtener se encuentran esferas, cubos, estrellas, con forma

de rodillos, entre otras.

El método de crecimiento mediado por semillas consiste en la separacién de la nucleacién
espontdnea y el crecimiento cristalino. El procedimiento tipico consiste en dos pasos: la sintesis de NPs
semilla y su subsecuente crecimiento en soluciones que contienen precursores metalicos, agentes
reductores y agentes direccionadores (Niu et al., 2013). El funcionamiento de esta técnica se basa en
que la energia de activacion para la reduccion de un metal en las semillas preformadas es
significativamente menor que aquella para una nucleacion homogénea de nanoparticulas semilla en la
solucidn, por lo tanto, solo permite crecimiento autocatalitico de d&tomos metalicos en las semillas pre-
existentes (Niu et al., 2013). Esta estrategia tomd gran relevancia en la sintesis de NPs con los trabajos
de los grupos de Murphy y El-Sayed en la sintesis de NPs anisotrdpicas (Nikoobakht y El-Sayed, 2003;
Jana et al., 2001). En el presente trabajo se propone el uso de tres morfologias de NPs: esferas, cubos y

rodillos debido a su distinta respuesta plasmodnica.



1.2.3 Hot-spots

El uso de NPs en espectroscopia SERS se debe a que al tener NPs muy prdéximas entre si, ocurre
una redistribucién del campo eléctrico que conlleva a la formacién de regiones locales de muy alta
intensidad. El aumento en la intensidad esta directamente ligado a la separacidn entre las superficies de
las NPs metalicas. A estas regiones de alta intensidad del campo se les denomina cominmente (en
inglés) como hot-spots y se les investiga por su influencia en la obtencién de una sefial SERS de mayor

intensidad comparada con la sefial producida por NPs aisladas.

Para aprovechar el incremento en la seial SERS debido a los hot-spots se ha propuesto el uso
de patrones bidimensionales con estructuras metadlicas (Abalde-Cela et al., 2009). En estos patrones, la
separacion entre las nanoestructuras es controlada para la generacién de hot-spots, obteniendo asi una
mejora significativa en la sensibilidad del sistema. Sin embargo, debido a que el sistema es estatico, la
radiacion no puede disiparse con facilidad, lo que favorece reacciones no deseadas. Otra limitacién es
la restriccion del espacio épticamente activo que se encuentra acotado a los primeros 10-30 nm sobre
la superficie de la nanoestructura (Tian et al., 2012), lo que refuerza la necesidad de acercar las
moléculas de interés a la limitada superficie bidimensional. Para mejorar la sensibilidad se han sugerido
materiales tridimensionales plasmdénicamente activos que preserven la gran densidad de una solucién
coloidal de nanoparticulas eliminando el problema de agregacion de las nanoparticulas (Tian et al.,

2016).

1.3 Hidrogeles, criogeles y xerogeles

Los hidrogeles son redes poliméricas hidrofilicas capaces de absorber agua en cantidades desde
un 10% hasta miles de veces su peso seco (Rosiak y Yoshii, 1999). Estas redes forman una red
tridimensional que en conjunto cuenta con un un alto grado de flexibilidad por su gran contenido de
agua (Ullah et al., 2015). Dependiendo de la forma en la que estas cadenas esten unidas (entrecruzadas)
podemos separar dos tipos de geles, permanentes y reversibles. Los geles se consideran permanentes o
guimicos cuando las redes estan unidas de forma covalente. Por su parte, los geles reversibles o fisicos
estdn unidos por fuerzas secundarias como idnicas, enlaces de hidrégeno o interacciones hidrofdbicas
(Rosiak y Yoshii, 1999). El estado de equilibrio de absorcién de agua de estos materiales depende del
parametro de interaccién entre el agua y el polimero, y de la densidad de entrecruzamiento. Debido a

gue bajo condiciones fisiolégicas podemos encontrar una consistencia gomosa suave similar a la de



tejidos vivos, se ha propuesto el uso de hidrogeles como ideales para una gran varidad de aplicaciones

bioldgicas (Rosiak y Yoshii, 1999).

La extraccion del liquido de un hidrogel puede darse de tres maneras diferentes (ver Figura 2).
En condiciones ambientales (evaporacidén), en condiciones supercriticas (fluido supercritico) y
condiciones de liofilizacidn (sublimacidn). Cada una de estas condiciones influye en las caracteristicas
finales del material. Es comun, aunque no de forma completamente aceptada, el nombrar a los

materiales obtenidos como xerogeles, aerogeles y criogeles, respectivamente.

Sélido Liquido Fluido
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Figura 2. Posibles rutas para la extraccion de agua de un hidrogel. Cada ruta en el diagrama de fases da
caracteristicas propias al material final obtenido.

1.4 Propuesta de trabajo

En este trabajo se propone la obtencién de materiales de baja densidad con respuesta
plasmodnica debido a que esta clase de materiales podria tener una potencial aplicacién como sustrato
para identificar moléculas en soluciones gaseosas por medio de la espectroscopia SERS. Para lograr la
respuesta plasmodnica se propone el uso de NPs esféricas, cubicas y con forma de rodillo, asi como la
variacion en la concentracion de las NPs para promover la formacién de hot-spots. Para esto se propone
fabricar hidrogeles y utilizarlos como una matriz tridimensional llena de agua. En dicha matriz se busca
realizar la sustitucidon del agua por una disolucién que contenga NPs y posteriormente realizar la

extraccion del liquido, dejando a las NPs en el interior de la matriz.



Capitulo 2. Antecedentes

2.1 Espectroscopia SERS de moléculas en soluciones gaseosas

La espectroscopia SERS es un técnica poderosa y no destructiva para determinar la identidad
guimica de compuestos y obtener informacién sobre su estructura (Sharma et al., 2012). Sin embargo,
la deteccidn SERS en soluciones gaseosas es un reto actual debido a la baja concentracién del analito y
la tipica baja interaccién con la superficie sensora (Kodiyath et al., 2013; Sharma et al., 2012). La mayoria
de las estrategias que pueden encontrarse en la literatura han sido para desarrollar sustratos SERS con

alta actividad SERS para deteccion en fase liquida (Dasary et al., 2009; Yang et al., 2010).

2.1.1 Deteccion en fase liquida

La deteccidn en fase liquida se logra al disolver al analito, originalmente en una solucion gaseosa,
dentro de un medio liquido. De esta forma es posible utilizar una variedad de sustratos y estrategias que
se encuentran disponibles. Como ejemplo, podemos encontrar el trabajo de Piorek et al. (2007) quienes
presentaron una técnica de deteccién combinando microfluidica y SERS (Figura 3). Para esto utilizaron
un microcanal por el cual fluyen NPs de plata en suspensién coloidal, el cual, al encontrarse expuesto a
la atmédsfera permite la absorcidn de 4-aminobencenotiol. Debido a esto el coloide comienza a agregarse

lo que genera hot-spots y produce un espectro SERS de gran intensidad.

Laser
A=514.5 nm
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Figura 3. Esquema del sensor de microfluidica para analitos gaseosos propuesto por Piorek et al. (2007). La
presencia del analito produce una aglomeraciéon de NPs que delata su presencia.



El uso de dispersiones coloidales permite el uso de laseres de mayor potencia para la produccion de
SERS gracias a la presencia del medio liquido que sirve como disipador térmico (Aroca et al., 2005). Sin
embargo, es importante sefialar que no todos los analitos de interés son solubles en medio liquidos.

Ademas de poseer de una estabilidad limitada, lo cual restringe su uso generalizado (Tian et al., 2016).

2.12 Deteccion en fase gaseosa

La deteccién en fase gaseosa permite la deteccion del analito sin cambiar el medio en que se
encuentra. Los trabajos reportados en la literatura pueden agruparse en dos tipos de sustratos: los

sustratos planos o bidimensionales y los sustratos tridimensionales.

El trabajo de Sylvia et al. (2000) es un ejemplo de sustrato bidimensional aplicado para la deteccion
de vapores quimicos que emanan de minas terrestres de TNT. Para esto se demostro la deteccidn de 2,4-
dinitrotolueno a concentraciones de 5 partes por mil millones, la cual se realizé con tiempo de adquisicidn
de 30s. Aunque esta clase de trabajo deja en claro una potencial y atractiva aplicacién de la espectroscopia
SERS, también muestra sus carencias. Estos sustratos ofrecen una area superficial limitada, lo cual limita
la maxima densidad posible de nanoestructuras presentes en las cuales ocurrird el efecto SERS. A lo
anterior se le suma que el espacio plasmonicamente activo esta limitado a los primeros 10-30nm sobre la
superficie, lo cual obliga a tener un método para acercar lo suficiente al analito a las nanoestructuras

(Kodiyath et al., 2013; Tian et al., 2016).

Los sustratos tridimensionales por su parte buscan ofrecer un espacio abierto y opticamente
activo en tres dimensiones, de tal forma que se preserven las caracteristicas favorables de una suspension
coloidal eliminando la posible agregacion. Dentro de las propuestas para generar estos sustratos, Tian et
al. (2016) propusieron un método para generar sustratos con respuesta plasmodnica al incorporar
nanorrodillos de oro en aerogeles de nitrocelulosa. De forma simplificada sintetizaron los aerogeles que
posteriormente fueron sumergidos en una solucién concentrada de NPs. Este material demostré tener
una mejor capacidad de sensado SERS comparado con su contraparte bidimensional. Otras propuestas
han sido orientadas al uso de aerogeles monoliticos metalicos como el trabajo realizado por Gao et al.

(2016).



2.2 Nanocompositos de hidrogeles con NPs

La aparicidn de nuevas tecnologias recae fuertemente en el desarrollo de nuevos materiales, los cuales
pueden obtenerse de la combinacion creativa de componentes conocidos (Thoniyot et al., 2015). Por
ejemplo, la combinacidon de la red polimérica de un hidrogel con NPs busca aportar la rigidez mecanica de
un hidrogel para aumentar la estabilidad de las NPs mientras se conservan sus propiedades Unicas. Para

esto, podemos encontrar 5 estrategias comunes:

1. Formacién del hidrogel en una suspencion de NPs.

2. Incrustracidn fisica de NPS en la matriz del hidrogel posterior a la gelificacién.
3. Formacidn reactiva de NPs en el interirior de un gel preformado.

4. Entrecruzamiento utilizando NPs para formar hidrogeles.

5. Formacidn de gel utilizando NPs, polimeros y moléculas geladoras.

Estas estrategias se representan esquematicamente a continuacién en la Figura 4. De acuerdo con
Thoniyot et al. (2015), algunas de las potenciales aplicaciones de los nanocompositos de hidrogeles con
NPs son: Sistemas de nanocompositos para biosensado seguros y clinicamente implantables. Sistemas de
remediacion ambiental para catalizar la oxidacion de toxinas y/o eliminacién de contaminantes.
Nanocompositos reciclables y cataliticos para sintesis quimica. Y parches de nanocompositos para

aplicaciones cosméticas

1 AEN 0 oot
M s Cross-linkers

ticles

) / + \ Gelation

Monomers Cross-linkers

Gelation

- -~ + \\ + & —
Nanoparticle
Monomers Cross-linkers Precursors

—p
In-situ

Cross-linking

via ,;.f,‘!
H’ + \\ + Q nanoparticles g.-'.‘f\'.;"."‘
4. P~ =),
Polymers Polymers  Nanoparticles
Gelators
5. A+ o
Polymers Nanoparticles

Figura 4. Estrategias mas comunes para obtener nanocompositos de hidrogeles con NPs encontradas en la
literatura. Imagen adaptada de Thoniyot et al. (2015).
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Capitulo 3. Hipdtesis y objetivos

En este trabajo se propone una nueva ruta para obtener materiales de baja densidad con
respuesta plasmdnica para su potencial uso como sustrato SERS en la deteccién de analitos disueltos en

soluciones gaseosas.

3.1 Hipétesis

Es posible obtener materiales de baja densidad con propiedades plasmdnicas mediante la
liofilizacidn de hidrogeles con NPs de oro inmersas, utilizando distintas morfologias y concentracién de

NPs.

3.2 Objetivos

e General

o Obtener materiales de baja densidad con respuesta plasmdnica.

e Particulares

o Sintetizar y caracterizar NPs de oro esféricas con distintos tamafios.

o Sintetizar y caracterizar NPs de oro con morfologia cubica concava y de rodillo.

o Variar la concentracién de las NPs de oro obtenidas.

o Obtener hidrogeles con NPs de oro inmersas.

o Encontrar las condiciones apropiadas de extraccién del medio acuoso mediante la

liofilizacion.
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Capitulo 4. Metodologia

En este capitulo se encuentra la metodologia detallada sobre la realizacién de este trabajo. El
orden expuesto sigue la secuencia para obtener el material: sintesis de NPs, formaciéon de hidrogeles y la
obtencidn de criogeles. La informacidon completa sobre los diferentes reactivos empleados (nombre,

abreviatura, pureza y proveedor) puede consultarse en el Anexo A.

4.1 Sintesis de NPs de oro

Las diferentes morfologias de NPs de oro fueron obtenidas por el método coloidal mediado por
semillas (seccién 1.2.2). Los métodos aqui descritos permiten obtener ~ 10ml por sintesis y fueron

escalados linealmente para obtener volimenes mayores.

4.1.1 Morfologia esférica (AuNEs)

La sintesis de AuNEs fue realizada por el método descrito por Hanske et al. (2017) con ligeras
modificaciones. Este método consta de cuatro pasos secuenciales: la obtencion de semillas, el primer

crecimiento a NPs de 10 nm, el segundo crecimiento al tamafio deseado y el proceso de suavizado.

Obtencion de semillas. Se afiadieron 40ul de NaBH4 (200 mM) a una solucién que contenia 1ml de CTAC
(100 mM) y 50 pl de HAUCI, (10 mM). Se mantuvo la agitacidon durante un minuto y posteriormente se
dejo en reposo por dos minutos. Después, la solucion fue diluida al 10 % (v/v) con CTAC (100 mM) en

agitacién media por dos minutos.

Crecimiento a AuNEs de 10 nm. A una solucién de 5ml de CTAC (25 mM) se le afiadieron 450 pl de las
semillas recién diluidas. Posteriomente, se afiadieron en orden: 20 ul de ac.asc. (100 mM) y 125 pul de
HAUCl4 (10 mM). La muestra se dejo en agitacion media durante 15 minutos. Finalmente, la solucién fue

diluida al 50 % con CTAC (25 mM).
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Segundo crecimiento. Se afiadié una cantidad seleccionada de AuNEs de 10 nm y 40 pl de ac. ascorb. a
una solucién de 10 ml de CTAC (25 mM). En la tabla 1 se muestran los volimenes de AuNEs de 10 nm
requeridas para el crecimiento de las AuNEs con diferentes tamafos. Posteriormente, se afiadieron 250 pl
de HAuCl, (10 mM) bajo agitacion vigorosa por 3 minutos. La mezcla fue dejada sin alteraciones durante

una hora.

Tabla 1. Volumen de AuNEs de 10 nm y de HAuCl4 empleados para obtener AuNEs de 30, 42 y 80 nm.

AuNEs 10nm () HAuCl; 10 mM (i) Diametro (nm)
316 0 30
66.6 10.2 42
15.5 16.8 80

Proceso de suavizado. Bajo agitacién media se afiadieron 10 pl de NaClO al 1-1.5 % (v/v) por cada 10 ml
de NPs y se dejo reaccionar por 5 minutos en agitacién a temperatura ambiente. Después se afiadié una
cantidad determinada de HAuCl, (10 mM) y se dejo reaccionar por 18 horas. En la tabla 1 se muestran los

volumenes de HAuCl, requeridos para el suavizado de las AuNEs con diferentes tamafios.

4.1.2 Morfologia de cubos concavos (AuNCCs)

La sintesis de AuNCCs fue realizada por el método mediado por semillas descrito por Romo-
Herrera et al. (2016) con ligeras modificaciones. El cual consta de dos pasos secuenciales: la obtenciéon de

semillas y el proceso de crecimiento.

Obtencion de semillas. Se afiadieron abruptamente 75 pl de una solucién de NaBH,4 (40 mM), preparada
previamente con agua desionizada a punto de congelaciéon, a una mezcla que contenia 5 ml de CTAC (100
mM) y 125 pl de HAuCls (10 mM) en agitacion fuerte. Se mantuvo la agitacién durante un minuto y
posteriormente se dejo en reposo por dos horas. Después, la solucién fue diluida con CTAC (100 mM)

1/150 (v/v).
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Crecimiento. A una solucién de 10 ml de CTAC (100 mM) con agitacion media se le afiadié de forma
secuencial 500 pl de HAuUCl, (10 mM), 100 pl de AgNOs (10 mM), 200 pl de HCI (1 M), 100 pl de ac.asc. (100
mM) y 100 pl de las semillas diluidas. De dejé en agitacidn vigorosa por un minuto y posteriormente en

reposo por una hora.

4.1.3 Morfologia de rodillos (AuNRs)

La sintesis de AuNRs fue realizada por el método mediado por semillas descrito por Chang y
Murphy (2018) con ligeras modificaciones. El cual consta de dos pasos secuenciales: la obtencién de

semillas y el proceso de crecimiento.

Obtencion de semillas. Se afiadieron abruptamente 75 pl de una solucién de NaBH,4 (40 mM), preparada
previamente con agua desionizada a punto de congelacién, a una mezcla que contenia 4.875 ml de CTAB
(100 mM) y 125 pl de HAuCl, (10 mM) en agitacidn fuerte. Se mantuvo la agitacion durante un minuto y

posteriormente se dejo en reposo por 1.5 h.

Crecimiento. A una solucion de 8 ml de CTAB (100 mM) con agitacion media se le afiadié de forma
secuencial 500 pl de HAuCls (10 mM), 40-100ul de AgNOs (10 mM), 200 pl de HCI (1 M), 80 ul de ac. asc.
(100 mM) y 2 ml de las semillas. Se dejé en agitacidn vigorosa por un minuto y posteriormente en reposo

en bafio maria a 29 °C durante 18h.

4.2 Obtencion de hidrogeles

La formacidn de hidrogeles se realizd en tres pasos. La obtencién de una fase liquida que contiene
a las nanoparticulas, un mondmero y un agente entrecruzante; la polimerizacion para obtener un hidrogel

y finalmente la hidratacién del mismo.



4.2.1 Fase liquida

La fase liquida se prepardé como una disolucién al 30.0% wt de acrilamida y 0.30% wt de bis-
acrilamida, utilizando la disolucién de NPs como disolvente, se considerd que la disolucién tenia una
densidad neta de 1 g/ml. De cada tipo de NP se prepararon tres soluciones con diferentes concentraciones,
que se identificaron como 1x, 10x y 50x. Para esto, se tomé como referencia 0.25mM de Au® como 1x
midiendo la absorbancia en 400 nm y las correspondientes como 10 y 50 veces esa concentracién (Hendel
et al.,, 2014). Para obtener las soluciones coloidales con la concentracion adecuada se utilizaron dos
estrategias: la centrifugacion y el ultrafiltrado (ver 5.2.1). Las velocidades y tiempos de centrifugacion para
las NPs empleadas se encuentran resumidos en la Tabla 2. Para el ultrafiltrado se empled una celda con

agitacion Millipore modelo 8050 con membranas de 30 kDa. En la Figura 5 se muestra la forma de

ensamble y funcionamiento de la celda.

Tabla 2. Velocidades y tiempo de centrifugacion de las NPs empleadas. Los pardmetros aqui reportados son el

producto del ensayo y el error.

NP Velocidad (g) | Tiempo (min)
30 11000 5
Esféras 42 4000 7
80 34000 15
Rodillos 16000 40
Cubos 4000 5
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Figura 5. Celda de ultrafiltrado. A) Forma de ensamble de la celda, B) Diagrama de funcionamiento de la celda.

4.2.2 Gelificacion

Un mililitro de la fase liquida fue colocado en viales de 8ml. Posteriormente se afiadieron 10ul de

PSA como agente iniciador para esferas y 70 pl para cubos, y se cerrd el vial. Mismo que fue colocado en

un bafio maria a 95°C por 30 min para los geles de concentracién 1x y 10 min para las demas

concentraciones.

4.2.3 Hidratacion

Los geles fueron extraidos rompiendo el vial, limpiados de cualquier fragmento y colocados en un

vaso de precipitado con agua desionizada. Los geles fueron hidratados durante 4 dias para formar un

hidrogel.
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4.3 Obtencion de criogeles

Los criogeles fueron obtenidos al liofilizar los hidrogeles obtenidos anteriormente (seccién 4.2).
Para esto, los hidrogeles fueron colocados en vasos de precipitado y sumergidos en suficiente agua
desionizada para cubrir al hidrogel. Se cerrd el vaso con un parafilm al cual se le hicieron perforaciones.
Posteriomente, se congeld a —80 °C colocando las muestras en un ultracongelador durante, al menos, 24h.
Finalmente, las muestras fueron liofilizadas durante 48 h. El equipo empleado fue un FreeZone -105 C 4.5
Liter Cascade Benchtop Freeze Dry System de Labconco. Las condiciones iniciales fueron -105 °C en el

colector y 0.040 mbar de presion.

4.4 Caracterizacion

4.4.1 Analisis estadistico
El tamafio reportado de las NPs es el promedio de 100 NPs con una desviacidn estandar. Las

mediciones fueron tomadas manualmente con el programa ImagelJ (Schneider et al., 2012). El analisis fue

realizado empleando Origin.

4.4.2 Espectrofotometria infrarroja por transformada de Fourier (FT-IR)

Para obtener los espectros de absorcidn de los geles se utilizé el espectrofotémetro FTIR en un

rango de 4000-350 cm™® haciendo pastillas de la muestra con KBr.

4.4.3 Espectrofotometria ultravioleta-visible (UV-Vis)

Para obtener los espectros de absorcidn de las NPs se utilizd el espectrofotdmetro Agilent Cary 60
UV-Vis en un rango de 300-900 nm empleando celdas desechables y correccidn de linea base con agua

desionizada. Para medir la concentracidn de las soluciones concentradas se preparaban diluciones de las
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mismas con el surfactante a 25 mM. Se siguid un ajuste lineal, considerando que para una celda de 1 cm

de paso dptico 1.2 de absorbancia equivale a 0.5 mM de Au® segun lo reportado por Hendel et al. (2014).

4.4.4 Microscopia electrdénica de barrido (SEM)

Las micrografias de las NPs fueron obtenidas empleando el equipo EVO MA15 de Zeiss de la
division Ciencias de la Tierra del CICESE. Para la preparacién de la muestra se realizaron cortes
transversales de los criogeles y posteriormente se aterrizé la muestra con tinta conductora en los bordes

de la muestra.

4.4.5 Microscopia electrénica de transmision (TEM)

Las micrografias de las NPs fueron obtenidas empleando los equipos: JEOL JEM-2010y JEOL 2100F
de la Unidad de Nanocaracterizacién del Centro de Nanociencias y Nanotecnologia de la UNAM. Se
emplearon rejillas con recubrimiento continuo de carbono mesh 200. Para la preparacion de la muestra se
tomaron en cuenta dos parametros: concentracion del surfactante (1 mM) y concentracion de Au® (2 mM).
Se emplearon 10 pl de solucidn por rejilla y se dejaron evaporar a temperatura ambiente por al menos 2

h.
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Capitulo 5. Resultados

En este capitulo se exponen los resultados mas sobresalientes obtenidos de la experimentacion.
Aspectos particulares sobre la preparacién y la caracterizacion de las muestras puede encontrarse en la

seccion 4.4.

5.1 Sintesis de NPs de oro

Para la caracterizacién de las NPs obtenidas se utilizaron dos técnicas complementarias:
espectrofotometria UV-Vis y microscopia electrdnica de transmisidon (TEM). Estas dos técnicas permiten

caracterizar el comportamiento dptico y la morfologia de las NPs, respectivamente.

5.1.1 Sintesis de AuNEs

El método escogido permite, segun la literatura, la obtenciéon de AuNEs lisas con tamafios entre
10y 100nm. En el primer paso se obtienen NPs de entre 1-3 nm, las cuales no presentaron una banda de

absorcion como se muestra en la Figura 6A.
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Figura 6. Espectros de absorcion de NPs de Au. A) NPs de 1-3 nm. Debido a su tamafio, estas NPs no muestran una
banda de absorcién. B) NPs de 10 nm. Se observa una banda de absorcion centrada en 519 nm.
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Estas NPs semilla fueron empleadas para obtener AuNEs de 10 nm, las cuales presentaron una

banda de absorcion centrada en 519 nm como se observa en la Figura 6B. Estos resultados son consistentes
con lo reportado por Hanske et al. (2017). En el segundo crecimiento las AuNEs de 10 nm fueron empleadas
como semillas por lo cual se variod el volumen utilizado en la sintesis (Tabla 1). Las AuNEs obtenidas de este

paso son esferas faceteadas las cuales pueden apreciarse en las Figuras 7A, 7D y 7G.

Para obtener esferas lisas se llevd a cabo un proceso de suavizado, cuyo resultado puede verse en
las Figuras 7B, 7E y 7H. Este proceso de suavizado provocd un corrimiento al azul en el espectro de
absorcién y una disminucién en 400nm, lo cual se relaciona a la reduccién de tamafo y a la pérdida del
material en la parte mas externa de las AuNEs respectivamente (Figuras 7C, 7F y 7). Las variaciones de

tamanfio y el cambio en la banda de absorcidn se encuentran resumidos en la Tabla 3.
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Figura 7. AuNEs. De izquierda a derecha: forma faceteada, lisa y espectro de absorcidn. A) 31nm, B)42nm, C)85nm.

Tabla 3. AuNEs. Tamafio y LSPR antes y después del proceso de suavizado.

Tamaiio inicial (nm)

LSPR inicial (nm)

LSPR final (nm)

Tamafio final (nm)

31+2 532 525 30+2
42+3 535 532 4242
8547 600 571 80+5




5.1.2 Sintesis de AuNRs

El método reportado por Chang y Murphy (2018) permite la variacion de la relacidn de aspecto de

los NRs (2.2 a 3.8) variando la cantidad de Ag presente en la solucidon. A mayor cantidad de plata mayor la

relacidn de aspecto. Los NRs con 30 ul de Ag tienen una longitud promedio de 24 = 5 nm y un didmetro de

12 + 2 nm (Figura 8A). La relacion de aspecto calculada es de 2.0 + 0.8. Las bandas de absorcidon se

encuentran en 523 y 630 nm (Figura 8B). Por otro lado, los NRs con 100 ul de Ag tienen una longitud

promedio de 31 + 8nhm y un didmetro de 8.3 + 1.3 nm (Figura 8C). La relacion de aspecto calculada es de

3.7 £ 1.6. Las bandas de absorcidn se encuentran en 514 y 777 nm (Figura 8D). Para experimentos

posteriores se trabajo con los NRs de 31 nm.
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Figura 8. Efecto de la Ag en la sintesis de AuNRs, 30 y 100 pl. A, C) Micrografias TEM. B, D) Espectros de absorcion.
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5.1.3 Sintesis de AuNCCs

Para la sintesis de cubos concavos, el método reportado por Romo-Herrera et al. (2016) permite
la variacidn del tamafio de la arista al cambiar la cantidad de semillas afiadidas a la solucién de crecimiento.
El espectro de absorcidon en la Figura 9B muestra una banda alrededor de 621nm. Los AuNCCs tienen una

arista promedio de 39 £ 5 nm. El rendimiento de morfologia obtenido fue del 60 %.
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Figura 9. AuUNCCs. A) Micrografia TEM, B) Espectro de absorcion.

5.2 Obtencion de hidrogeles

A partir de las NPs sintetizadas se decidio utilizar las AuNEs de 30, 42 y 80 nm, los AUNCCs de 39
nm y los rodillos de 31 nm. Esta eleccidén se basé en estudiar el efecto de la variacion de tamafio en la
morfologia esférica y en la comparacion de esferas y cubos de dimensiones similares. Esto ultimo porque
como describieron Romo-Herrera et al. (2016), los AUNCCs de un tamafio similar tienen una mejor
respuesta para realizar SERS a comparacion de esferas de tamafio comparable. Los AuNRs elegidos son los

mas cercanos a este tamafio.
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5.2.1. Fase liquida

Para obtener las dispersiones coloidales con la concentracién adecuada se tenia acceso a dos
centrifugas con las siguientes capacidades por vial: 50 ml a 3600 g (6 viales) y 2 ml a 16400 g (24 viales).
Por esta razdn se utilizé una estrategia mixta. Las muestras fueron concentradas utilizando la celda de
ultrafiltrado para obtener un volumen medible i.e. 25 ml a partir de un volumen inicial tipico de 250ml.
Para que la concentracion del agente surfactante de los cubos y rodillos fuera comparable con las NPs
esféricas, después de su proceso de filtrado se les agregd agua desionizada y se repitié el filtrado. Se
asumio que el surfactante salia de forma homogénea por la membrana. Se corrobord que las NPs no son
capaces de atravesar la membrana al estudiar el espectro de absorcion del liquido de salida. A partir del
volumen concentrado (~10x) se trabajé en la centrifuga. Las AuNEs de 80 nm fueron centrifugadas
directamente ya que debido a su tamafio era posible precipitarlas a velocidades relativamente bajas. En
las Figuras 10A-10E se muestran las distintas concentraciones de NPs. Para asegurar la concentracion

adecuada se corrobord la absorcién en 400 nm con UV-Vis.

G

\

!

Figura 10. Vista macroscépica de NPs de Au concentradas. De izquierda a derecha 0.25, 2.5y 12.5 mM de Au®. A)
NEs 30 nm, B) NEs 42nm, D) NEs 80 nm, E) AuNRs 32 nm, F) AuNCCs 40 nm. Es posible apreciar un marcado cambio
en la absorcion y tonalidad de las distintas muestras. F) Depdsito de NPs sobre la membrana de filtrado. Al
aumentar la concentracién de NPs se produce un bloqueo total sobre la membrana.
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Mudltiples intentos para concentrar NPs a concentraciones superiores a 10x utilizando el
ultrafiltrado resultaron en fracasos. Como se muestra en la Figura 10F, las NPs mostraron una tendencia a
depositarse sobre la membrana causando una obstruccién. Aunque fue posible recuperar a las NPs
depositadas, al ser redispersadas se observaba agregacidon después de unos minutos. Esta falta de

estabilidad las inutilizaba para ser empleadas como medio para obtener el gel.

Una vez obtenidas las disoluciones con concentracion adecuada se procedié a mezclar al
mondmero y al agente entrecruzante con ayuda de un bafio ultrasénico. Ocasionalmente se observé un
cambio en la coloracidon a un color violeta. El cual esta tradicionalmente atribuido a un proceso de
agregacion de las NPs. En la Figura 11A se puede observar el cambio en el espectro de absorciéon y la
aparicion de un hombro. Para evitar esto, se optd por mantener la solucidon de NPs fria (4 °C) antes de
realizar la mezcla. Como se muestra en la Figura 11B, el espectro mostré un cambio en la absorcién, pero
el mismo perfil. Esto nos indica que el cambio fue debido principalmente al cambio en la concentraciéon de
NPs y que la solucidon de NPs es estable. El desplazamiento del pico fue de 6nm al rojo, este cambio se

atribuyé al cambio en el indice de refraccién del medio.
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Figura 11. Espectros de absorcidn de la mezcla de NPs con acrilamida y bis-acrilamida. A) Mezcla a temperatura
ambiente. Se observa la aparicién de un hombro alrededor de los 700 nm. B) Mezcla a 4 °C. Se observa un cambio
en la absorcidn total y un corrimiento al rojo de 6 nm.
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5.2.2. Gelificacion

A partir de observaciones experimentales para la formacion de geles con NPs esféricas se intuyd
que el agente iniciador (PSA) causaba la agregacion de las NPs esféricas por el cambio al color violeta de
la disolucidn. Por esta razén se varid el volumen (40, 30, 20, 10 pl) de PSA en una solucién de 2ml al 70 %
(v/v) de NPs esféricas con agua desionizada y se estudid su evolucion cada 30 s a temperatura ambiente.
Como se muestra en la Figuras 12A, 12B, 12C y 12D, al disminuir la cantidad de PSA las NPs tienen una
mejor estabilidad. Este efecto se atribuyd al cambio en la fuerza idnica de la solucidn, la cual afecta a las
miscelas que mantienen estables a las NPs. El cambio en el espectro al agregar 20ul es minimo, por lo cual
se decidié emplear 10 pl de iniciador por cada mililitro de solucidn liquida para todas las morfologias y
tamafios. En la Figura 12E se muestra una vista macroscopica de las suspensiones y el llamado cambio al
violeta. Este cambio en la coloracidn es un rapido indicador del grado de estabilidad de la suspensidn de
NPs y tiene la ventaja de que puede ser detectado inmediatamente. Como en este trabajo se buscaba un
material que retuviera el efecto plasmdnico de las NPs, se busco evitar este cambio en todas las etapas.

Desde la concentracidn hasta la gelificacion.
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Figura 12. Efecto del iniciador (PSA) sobre la solucion de NPs, mondmero y agente entrecruzante. A) 40ul, B) 30
ul, C) 20 ul, D) 10 ul de PSA. E) Vista macroscépica de las disoluciones. Puede observarse el cambio al violeta en la
coloracion.
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Resultado de los parametros obtenidos anteriormente (ver 4.2.2), se obtuvieron geles de
poliacrilamida (PAam) que conservaban la coloracién de la solucion liquida (Figura 13). Los geles que
contenian NPs esféricas (Figuras 13A, 13B, y 13C) fueron obtenidos sin complicacion alguna. Sin embargo,
fue necesario agregar una mayor cantidad de PSA para lograr la polimerizacién de los AuNCCs. No se
observé cambio de color debido a este aumento de volumen. Lo expuesto anteriormente se puede deber
a la existencia de una mayor concentracidon de CTAC que en las esferas, lo cual significaria que, durante el
proceso de filtrado, el CTAC no es removido con facilidad de la dispersidon coloidal de las NPs. Aunque esto
pueda parecer una contradiccion debido a que la membrana empleada era de 30kDa es necesario recordar
que el CTAC libre se encuentra en forma de micelas, lo cual aumenta en gran medida su tamafio como
conjunto. Por su parte, no fue posible obtener un gel con NPs con forma de rodillo. Al aumentar la cantidad
de PSA se obtuvo un evidente cambio en la coloracién para concentraciones de NPs 1x y no se logrd la

gelificacion en los demas casos. La diferencia entre los surfactantes es la presencia de bromuro en el CTAB

y cloruro en el CTAC.

i

D --E

Figura 13. Vista macroscépica de los geles obtenidos recién sintetizados. De izquierda a derecha aumento en la
concentracién de Au®. A-C) AuNEs de 32, 40, y 80 nm respectivamente. D) AuNRs. E) AUNCCs.
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Para estudiar la polimerizacién del gel y comprobar la obtencién de PAam se recurrié a la
espectrofotometria FT-IR. Se compard un gel blanco de PAam, es decir, sin nanoparticulas, contra uno
qgue tenia AuNEs de 40 nm. Estos espectros fueron comparados con lo reportado en la literatura y se
encontrd una clara correspondencia con la PAam (Kuptsov A. y Zhizhin G., 1998). Para el blanco se
observa la presencia del pico caracteristico a 1668 cm™ atribuido al estiramiento de C = O presente en
el grupo — CONH,. La fuerte absorcion en 3393 y 3194cm-1 se deben a los estiramientos antisimétricos
y simétricos respectivamente del grupo N - H. El pico en 1616 cm™ se atribuy6 al doblez del grupo N -
H. Por otro lado, para el gel con NPs se observa la presencia del pico caracteristico a 1665 cm™* del C=0
en el grupo — CONH2. Las absorciones de los estiramientos antisimétricos y simétricos del N — H se
encontraron en 3393 y 3192 nm. El pico en 1616 nm™ se asocio al doblez del N - H. La diferencia mas
importante fue el cambio en el grupo C = O el cual paso de 1668 a 1665 cm™. De acuerdo a lo reportado
por Salaheldin (2017) este cambio podria atribuirse a una interaccidn de las NPs con el grupo C = O. Por
otro lado, debido a que el pico en 1616 nm™ no cambid, se propone una falta de interaccién entre el N
del N - Hy las NPs. Adicionalmente, se muestra que la presencia de las NPs no afecta a la obtencién del
polimero. Por el contrario, actian como catalizadores debido a que no se utiliz6é TEMED o algun
acelerador que es comun en la obtencidn de poliacrilamida. Por su parte, para obtener el blanco si fue

necesario utilizar 1.5 pl de TEMED debido a que no sé logré obtener un gel en las mismas condiciones.
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Figura 14. Espectros FTIR de los geles obtenidos. A) Sin NPs, B) con NPs esféricas de 42 nm.
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5.2.3. Hidratacion

Para poder medir la capacidad de absorcién de los hidrogeles se procedid a secar los geles de la
siguiente manera: Se dejaron en el interior de una campana de extraccidn durante 72 h y posteriormente
por 12 h en un horno de vacio (Figuras 15A - 15D). Posteriormente los geles fueron extraidos
cuidadosamente y colocados en viales con atmdsfera inerte (N;) para mantenerse secos durante los
movimientos para el pesado. Después de su pesado inicial los geles fueron sumergidos en agua desionizada

y vueltos a pesar cada 24 h. En las Figuras 16A — 16C se muestra su comportamiento.
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Figura 15. Vista macroscépica de xerogeles e hidrogeles. De izquierda a derecha hay un aumento en la
concentracidn de Au®. En los xerogeles A-D) se observa una fuerte concentracién de las NPs. Se muestran A-C)
AuNEs de 32, 40 y 80 nm y D) AUNCCs. Se observa un cambio en la coloracién de los hidrogeles con el aumento de
volumen. E-G) AuNEs de 32, 40 y 80 nm, y H) AuNCCs.
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Figura 16. Curva de hinchamiento de hidrogeles con AuNEs A) 32 nm, B) 40 nm y C) 80 nm. Las concentraciones
1x, 10x y 50x corresponden a los colores negro, rojo y azul, respectivamente.
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Como se puede observar, después de 3 dias se alcanzé el maximo de absorcion. El coeficiente de
absorcién fue de 465%. En la Figuras 15E- 15H se muestra el aspecto de los hidrogeles, los cuales pasaron
de tener colores obscuros a colores brillantes. Eso se atribuyd al cambio en la concentracién de NPs por el
aumento de volumen. No se observd visualmente fuga de NPs del gel y fue corroborado por UV-Vis. Sin
embargo, es importante sefialar que después de la extraccién del gel y durante el proceso de limpieza de
fragmentos si existe una pérdida de NPs, la cual se observa como coloracién en el agua empleada. Estas
NPs se suponen no lograron quedar encerradas en el gel debido a una polimerizacidon incompleta. Durante

el proceso de hidratacidon se cambié el agua desionizada para eliminar residuos.

5.3. Obtencion de criogeles

Se probaron dos tiempos de liofilizaciéon: 24 y 48h. Los hidrogeles liofizados durante 24h
mostraban un aspecto seco en el interior del liofilizador (Figura 17A), pero al ser extraidos su aspecto
cambiaba a un aspecto gomoso como se muestra en la Figura 17B. Esto se atribuyd a que no se habia
retirado toda el agua presente en los geles, lo cual provocaba que al ser extraidos del liofilizador los

fragmentos de hielo se derritieran y fueran reabsorbidos por el gel y se destruyera su estructura.

Los hidrogeles liofizados (criogeles) durante 48h son el resultado final del material trabajado. En
la Figuras 17C- 17F se muestran los materiales terminados. Son materiales duros y ductiles. La densidad
calculada promedio, considerando las pastillas como cilindros perfectos fue de 0.15g/cm3. El cambio en la
coloracion observado en los materiales terminados, puede ser explicado por la presencia de NPs en el
material. Esta es una prueba cualitativa de que los materiales finales conservan las propiedades
plasmodnicas de las NPs. Para corroborar la existencia de NPs en los criogeles y explorar su distribucidn
espacial se utilizé la microscopia electrénica de barrido. En la micrografia de pocos aumentos mostrada en
la Figura 18A se puede observar la porosidad del material. En la Figura 18B se puede ver una imagen
obtenida con electrones secundarios, lo cual nos da una imagen de la topografia del material. Se pueden
localizar pequefas protuberancias que se supusieron eran las NPs en el material aunque a simple vista
pueden pasar desapercibidas y en ocasiones resulta dificil distinguir algunas de ellas. Para corroborar con
mayor claridad la presencia y distribucién de las NPs se tomd la imagen empleando electrones
retrodispersados (Figura 18C). Asi pues, pueden distinguirse claramente como puntos brillantes la
presencia de las NPs de Au, debido a la diferencia de contrastes por la marcada diferencia en nimero

atémico entre el Auy los componentes de la matriz polimérica. En las Figuras 19A- 19D se muestra la vista
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a pocos aumentos de los diferentes criogeles utilizando electrones retrodispersados y la concentracién de
NPs mas alta. Se pueden apreciar zonas brillantes, las cuales se atribuyen a cimulos ocasionales de NPs.
Una vista a mayores aumentos como en las Figuras 19E- 19H nos muestra una distribucion homogénea de

NPs en todas las zonas estudiadas.

Figura 17. Vista macroscépica de los criogeles. De izquierda a derecha hay un aumento en la concentracién de Au®.
Liofilizacién durante 24h. A) Aspecto en el interior del liofilizador. B) Aspecto después de 30 minutos de ser extraido
del liofilizador. Liofilizacidon durante 48h, vistas superior y lateral. C-E) AuNEs de 32, 40, y 80 nm, y F) AUNCCs.
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Figura 18. Micrografias SEM del criogel con AuNEs de 80nm y concentracion 50x. A) Vista a bajos aumentos
con electrones secundarios. Distribucién de NPs con B) electrones secundarios, y C) electrones retrodispersados. Las
marcas de color representan a la misma ubicacion espacial.

El cambio en la coloracién de los criogeles es consecuencia de su respuesta plasmoénica, es decir,
el color provine de la absorcion de cierta longitud de onda por las NPs. Para estudiar esta absorcién se
recurrio a la espectroscopia UV-Vis por reflectancia difusa con esfera integradora. La espectrocopia UV-
Vis por transmitancia y por reflectancia en la superficie resultaron poco eficientes para las condiciones de
un material sélido macroscépico. Se estudiaron las muestras con mayor concentracién de NPs. Los
espectros se encuentran resumidos en la Figura 20. El ruido en las sefales es propio de la espectroscopia
en muestras solidas. Para las muestras con NPs esféricas, Figuras 20A-C, pude observarse una mayor
absorcién en los espectros al acercarse al rango de los 500-600nm. Por su parte en los cubos hay un
maximo en el rango de 600—700 nm. Estos rangos coinciden con los plasmones de las NPs en forma coloidal

(curvas azules en la Figura 20).
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Figura 19. Micrografias SEM de los criogeles con electrones retrodispersados. Vista a bajos aumento A) NEs
30nm, B) NEs 42 nm, C) NEs 80 nm, D) NCCs. Vista a altos aumentos D) NEs 30 nm, E) NEs 42nm, F) NEs 80 nm, G)
NCCs. Barra de escala 1um.
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Figura 20. Espectros UV-Vis por reflectancia difusa (curvas negras). A) AuNEs 30 nm B) AuNEs 42 nm C) AuNEs 80
nm y D) AuNCCs, comparadas con la respuesta LSPR de las NPs en dispersion coloidal en agua (curvas azules). Los
insertos corresponden a la vista macroscépica de los criogeles y a la disolucidon coloidal concentrada correspondiente.
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Capitulo 6. Discusion

6.1. Discusion de resultados

La sintesis de NPs de oro esféricas con distintos tamafios fue un éxito, los tamafios obtenidos
fueron 30, 42, y 80 nm y pueden corroborarse visualmente por las imdgenes TEM en la Figura 7. En la
misma Figura los histogramas muestran una distribucion uniforme del tamafio de las NPs. Esta distribucion
uniforme se traduce en bandas de absorcién angostas en los espectros correspondientes. También puede
observarse en la Tabla 3, que las longitudes de onda de la LSPR se encuentran dentro del intervalo de 500
- 600nm con una tendencia hacia el rojo al aumentar el tamafio. Todos los resultados anteriores estdn en
acuerdo con lo reportado por Link y El-Sayed (1999); Hanske et al. (2017). La variacién de tamafio de las
esferas obedece a una de las ideas basicas del método de crecimiento mediado por semillas: "las
condiciones de crecimiento no permiten una nucleacion homogénea". Es decir, el oro en la solucién de
crecimiento solo puede depositarse sobre las semillas suministradas. A mayor cantidad de semillas, menor
el depdsito en cada una. Por su parte, el corrimiento al rojo del plasmén puede comprenderse
rapidamente haciendo una analogia con el problema de la particula en una caja: a mayor tamafio, menor

la energia.

La sintesis de diferentes morfologias de NPs fue exitosa, se lograron obtener rodillos y cubos como
puede corroborarse en las imagenes TEM de las Figuras 8 y 9. Los espectros de absorcion de los rodillos
(Figura 8B y 8D) muestran dos bandas de absorcién que corresponden a los modos de resonancia
transversal y longitudinal, tal y como se ha discutido en la literatura (Nikoobakht y El-Sayed, 2003; Jana et
al., 2001; Chang y Murphy, 2018). Para lograr la ruptura de la simetria en el crecimiento de las NPs, los
métodos aqui empleados hacen uso de dos estrategias: el uso de un agente direccionador, la Ag; y el uso
de un surfactante selectivo, el CTAB. Se ha observado que la presencia de la Ag en el crecimiento de las
nanoparticulas de oro, favorece el crecimiento entre caras de alto indice de Miller. En el caso de los cubos
se propone que el ion Cl- provoca la concavidad en unién con la plata (Zhang et al., 2010). Por su parte,
en el caso de los rodillos se ha propuesto que es la afinidad del CTAB la que produce un crecimiento
preferencial en una direccion mientras que la plata evita la aparicion de rodillos pentagemelados

(Nikoobakht y El-Sayed, 2003).

De acuerdo con Scarabelli et al. (2015) la calidad de las NPs expresada en una distribucion estrecha

de tamafios y la homogeneidad de las morfologias estd ligada a: la calidad del agua empleada, la utilizacion
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del mismo lote de reactivos y a la limpieza del material. Los resultados respecto a la sintesis y
caracterizacion de NPs sugieren una implementacién adecuada de los diferentes métodos de sintesis. A
pesar de ser resultados ampliamente reportados en la literatura y no aportan nuevo conocimiento
respecto a la sintesis de NPs, la eficiente implementacidon de estos es necesaria, pues este trabajo
comprendid desde la sintesis de las NPs hasta la obtencién de los materiales porosos con respuesta
plasménica. La eleccién de las morfologias se basa en la comparacién del efecto SERS en diferentes
morfologias. Se espera que los cubos concavos presenten un mayor incremento del campo local por sus
puntas. La variacién en el tamano de las esferas se debe a que se busca explorar la respuesta SERS con el

tamafo.

En la Figura 10 se muestra la vista macroscépica de las NPs de Au concentradas. Al ser examinadas
por espectroscopia UV-Vis, se encontrd que el perfil de absorcién era el mismo para diferentes
concentraciones del mismo tipo de NPs y por lo tanto el cambio en la tonalidad y la absorcién se debe a
una mayor concentracion de NPs. De esta forma se prueba que se logré no desestabilizar las NPs ni
producir alglin tipo de cambio en el tamafio durante la concentracién. Este supuesto cambio de tamafio
se hubiera visto como un corrimiento en la posicidn de la banda de absorcién como describen Link y El-
Sayed (1999) para las esferas, Nikoobakht y El-Sayed (2003) hacen dicha verificacion para la banda
longitudinal de los rodillos y Romo-Herrera et al. (2016) para los cubos. La obtencidn de una alta
concentracion de NPs es la consecuencia directa de que los métodos empleados (centrifugacion y
ultrafiltrado) con las condiciones expuestas permiten respetar la estabilidad de las NPs. Este resultado no
es trivial. En particular, debido a que la purificacién de NPs por medio de la centrifugacion puede llevar
con mucha facilidad a la agregacion irreversible. Obtener las condiciones ideales fue un problema de

ensayo y error. Estos resultados pueden servir como base para trabajar con altas concentraciones de NPs.

Los espectros FT-IR muestran la composicién de la matriz polimérica, la cual corresponde con
PAam. Misma que no se ve afectada por la presencia de las NPs. Sin embargo, se puede observar
cualitativamente en la coloracidon de los geles de la Figura 15 la presencia de NPs. Para lograr la
polimerizacion fue necesario primero encontrar un mondémero y un agente entrecruzante que fueran
solubles en agua y de caracter neutro. Por una parte, las NPs solo son estables en agua, cualquier intento
de modificiar el medio a un ambiente menos polar resulta casi inmediatamente en agregacion irreversible.
Por otro lado, la presencia de mondmeros con carga modifica la fuerza idnica de la solucién y provoca la
desestabilizacidn de las NPs. La acrilamida fue elegida como mondémero y la Bis-acrilamida como agente
entrecruzante pues cumplen con estas condiciones. Ademas de la facilidad reconocida para poder

polimerizar (Mark, 1998; Kuptsov A H, 1998). Estos resultados sugieren el uso de la poliacrilamida como
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una matriz ideal para dispersar NPs estabilizadas en CTAC sin necesidad de realizar modificaciones en Ia
superficie de las NPs. La variacion de las concentraciones de mondmero y agente entrecruzante no fue
estudiada en este trabajo, pero abren la posibilidad para futuros trabajos sobre su efecto en la matriz
resultante. De acuerdo con Thoniyot et al. (2015) los nanocompositos de hidrogeles con NPs es un terreno
poco explorado, donde la mayor dificultad radica en lograr preservar una distribucién homogénea de las

NPs, misma que las imagenes SEM muestran haber sido lograda en el presente trabajo.

Las condiciones mas apropiadas para la liofilizacién fueron 48h de liofilizacion. Esto se puede
observar al comparar la Figura 17B y las Figuras 17C- 17F. El proceso de liofilizacién consiste en la
extraccién del agua por medio de la sublimacidn, en este trabajo se liofilizé un hidrogel, material que por
su naturaleza tiende a absorber una gran cantidad de agua. La liofilizacién de un hidrogel macroscépico
para obtener un material con propiedades plasmdnicas no fue encontrada en ningun trabajo en la

realizacion del anteproyecto.

El material final obtenido puede ser considerado de baja densidad debido a que su densidad
promedio (0.15g/cm3) es menor a la del polietileno de baja densidad, la cual es de 0.855g/cm3. La baja
densidad del material se atribuye a su estructura porosa, de acuerdo las imagenes de SEM podemos
estimar un poro promedio de 200nm. La porosidad de este material lo perfila como un candidato para ser
analizado como sustrato SERS. De forma cualitativa, basandonos en las imdgenes SEM, se muestra una
porosidad uniforme en el material. La presencia de NPs en el material es corroborada por medio de
imagenes de SEM (Figura 18). Esto sugiere que las NPs se encuentran ligadas a la matriz. La naturaleza de
esta unidn no fue estudiada. La evidencia de respuesta plasmdnica se encuentra de forma empirica en la
coloracién de los materiales obtenidos (Figura 17) y caracterizada por medio de los espectros de absorcion
obtenidos por espectroscopia UV-Vis de reflectancia difusa como los muestra la Figura 20. La respuesta
plasmodnica consiste en la absorcidn de ciertas longitudes de onda, mismo efecto que provoca la coloracién
en las NPs dispersas y la cual no existe en la acrilamida sin NPs. Este material podria servir como un medio

plasmodnico seco.

Se comprueba la hipédtesis del trabajo, pues fue posible obtener un material plasménico de baja
densidad a partir de la liofilizacion de hidrogeles con NPs de oro inmersas. El empleo de diferentes
morfologias, tamafios y concentraciones de NPs es una muestra de la flexibilidad de la metodologia

propuesta y desarrollada en el presente trabajo
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Capitulo 7. Conclusiones

7.1. Conclusiones

Los métodos seleccionados para sintetizar las morfologias y tamafios de NPs deseadas fueron
efectivos y brindan una corroboracién adicional de la eficacia del método de crecimiento medidado por
semillas. Como parte de este trabajo, se propuso la concentracion de NPs utilizando una celda de
ultrafiltrado, este método no es util para trabajar con concentraciones mayores a 2.5 mM de oro. Sin
embargo, de la misma manera que fue empleado en este trabajo, puede utilizarse como un pre-proceso
para trabajar con volumenes grandes de NPs en caso de tener una limitacién en el volumen de

centrifugacion.

La mezcla de NPs con acrilamida y bis-acrilamida permite la formacion de una solucién estable a
bajas temperaturas y que es polimerizable para obtener un hidrogel con NPs inmersas. El uso del agente
iniciador PSA provoca la aglomeracidon de NPs por lo cual se sugiere el uso de un acelerador en caso de
desear continuar esta ruta de trabajo. De esta forma el volumen de agente iniciador permitira que las NPs
se mantengan dispersas homogéneamente durante la polimerizacién. El método reportado permite
obtener geles de poliacrilamida con NEs y NCCs, los cuales no se fugan del material. Sin embargo, no fue
posible obtener geles con NRs. El uso de un acelerador también podria ayudar en esta reaccion si se

buscara una forma de encerrar NRs.

La presencia de las NPs en los geles no afectd las caracteristicas de los hidrogeles: la absorcidn de
agua vy la retencién de la forma. Ademas de que los geles pueden ser secados e hidratados sin cambio

aparente en la estabilidad de las NPs, ni en sus propiedades plasménicas (absorcion de luz).

Fue posible retirar el solvente de los hidrogeles de poliacrilamida utilizando el proceso de
liofilizacidn. Los criogeles obtenidos mantienen la presencia de NPs con una distribucién uniforme de NPs.
Ademas de presentar propiedades plasmdnicas, observadas en las distintas coloraciones y en los espectros
de absorcion. Por lo tanto, se cumplio el objetivo principal del proyecto: se obtuvieron materiales de baja

densidad con respuesta plasménica.
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Anexo

Reactivos utilizados

Reactivos comuines a todas las sintesis de AUNPs:

e Acido cloroadrico trihidratado (HAUCL4 - 3H,0), 2 99.9%, Sigma-Aldrich.
e Acido L-ascérbico (ac.asc.), > 95%, Sigma
e Borohidruro de sodio (NaBH.,), = 96%, Fluka.

AuNEs

e Cloruro de hexadeciltrimetilamonio (CTAC, por sus siglas en inglés Cetyl Trymethyl Ammonium
Chloride), 2 95%, Sigma-Aldrich.

e Hipoclorito de sodio (NaClO), 10 — 15 % clorito disponible, Sigma.

AuNCCs

e Cloruro de hexadeciltrimetilamonio (CTAC), 2 95%, Sigma-Aldrich.
e Nitrato de plata (AgNOs), = 99.0%, Sigma.

AuNRs

e Bromuro de hexadeciltrimetilamonio (CTAB, por sus siglas en inglés Cetyl Trymethyl
Ammonium Bromide), 2 99%, Sigma-Aldrich.

e Nitrato de plata (AgNOs), 2 99%, Sigma.

Geles de PAam

e Acrilamida, =2 99%, Sigma-Aldrich

e Bis-acrilamida, 99%, Sigma-Aldrich

e Persulfado de amonio (PSA), = 98%, Sigma-Aldrich.

e N,N,N’,N’-Tetramethylethylenediamine (TEMED), > 99%, Sigma-Aldrich.



