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RESUMEN

Se sintetizaron dos quimiosensores colorimétricos (fluorescentes), partiendo de
nanoparticulas de oro (AuNp) de caracter hidrofilico, que en su superficie estan
ligadas con un aminoacido (L-cisteina) Cys y un oligopeptido (L-glutation) GSH el
cual al interactuar con la AuNp por medio de un enlace covalente coordinado con el
azufre de los ligandos (dimerizaciébn de puentes de disulfuro), este demostré
cambiar las propiedades 6pticas de las nanoparticulas. Los quimiosensores se
sintetizaron por medio del método de Bottom Up, el cual se planteé de dos maneras,
bafio en frio y a reflujo (no mayor a 40 °C), ademas se llevaron a caracterizacion de
las propiedades O6pticas por UV-vis y Fluorescencia, y para las propiedades
estructurales por FT-IR, DRX, RMN Y TEM. Las propiedades Opticas por
fluorescencia fueron calculadas y determinadas demostrando un rendimiento
cuantico del 5% para una nanoparticula con GSH y 4% para una nanoparticula con
Cys. Se evaluo el efecto de las propiedades 6pticas de las nanoparticulas cuando
son acopladas con los iones de mercurio Hg?* en medio acuoso. Para los dos
guimiosensores se presenta quenching off (apagamiento de la fluorescencia) en
presencia del Hg*> ademas, se evidencia un corrimiento hacia el infrarrojo en las
bandas de absorcion del plasmon de resonancia y de emision para la superficie de
la nanoparticula. Se propuso un mecanismo de deteccién de las AuNp y Hg*? de
acuerdo a los cambios que se presentaros en las propiedades Opticas y
estructurales de las nanoparticulas, el cual se ve una afinidad del Hg*? hacia el GHS,
por otro lado también se ve como se incorpora el Hg*? con el Au (amalgama) dentro
de la estructura. Se evalu6 la deteccion de Hg2+ mediante la constante de Stern-
Volmer (Ksv) que me permite evidenciar si el modelo es lineal y el limite de deteccion
experimental (LD) con el analito de mercurio. Con un Ksv: 12095x105 M-1 y LD:
0,66 nM.

PALABRAS CLAVE

Nanoparticulas de Oro, Fluorescencia, Ligandos, Limite de Deteccion.
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ABSTRACT

Two colorimetric (fluorescent) chemosensors were synthesized, starting from gold
nanoparticles (AuNp) of hydrophilic character, which on their surface are linked with
an amino acid (L-cysteine) Cys and an oligopeptide (L-glutathione) GSH which when
interacting with AuNp by means of a covalent bond coordinated with the sulfur of the
ligands (dimerization of disulfide bridges), this proved to change the optical
properties of the nanoparticles. The chemosensors were synthesized by means of
the Bottom Up method, which was proposed in two ways, cold bath and reflux (not
greater than 40 ° C), also led to characterization of the optical properties by UV-vis
and Fluorescence, and for the structural properties by FT-IR, DRX, NMR and TEM.
The fluorescence optical properties were calculated and determined by
demonstrating a quantum yield of 5% for a nanoparticle with GSH and 4% for a
nanoparticle with Cys. The effect of the optical properties of the nanoparticles when
they are coupled with the mercury ions Hg2 + in aqueous medium was evaluated.
For the two chemosensors, quenching off (decrease in fluorescence) is presented in
the presence of Hg + 2, in addition, there is an infrared shift in the absorption and
emission bands. A mechanism for the detection of AuNp and Hg + 2 was proposed
according to the changes that may occur in the optical and structural properties of
the nanoparticles, which shows an affinity of Hg + 2 towards the GHS, on the other
hand See how Hg + 2 is incorporated with Au (amalgam) within the structure. The
detection capacity of Hg2 + was characterized by the Stern-Volmer constant (Ksv)
and the experimental detection limit (LD). With a Ksv: 61x105 M-1y LD: 0,74 nM.

KEYWORDS

Gold nanoparticles, Fluorescence, Ligands, Limit of Detection.
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INTRODUCCION

Colombia es uno de los principales productores de metales preciosos como el
oro,las cifras que se estiman aproximadamente por los mineros Colombianos la
organizacion legal (SIMCO) los departamentos més afectados en el pais por la
mineria ilegal son Antioquia, Choco, Bolivar, Cauca, Caldas y Narifio, se extraen
entre 40 a 50 toneladas/afo, en el 2018 aproximadamente 45 toneladas/afio de oro
fueron obtenidos de la mineria artesanal®.

La Red Por La Justicia Ambiental Colombiana, han demostrado que a nivel nacional
las actividades industriales y mineras contienen en sus residuos iones de metales
pesados como el mercurio; especificamente la actividad minera hace que los indices
de contaminacion se eleven, las técnicas aplicas para la extraccién de este metal,el
mercurio se adhiere al oro, formando una amalgama que facilita su separacion de
la roca, arena u otro material?, posterior a esto, se calienta la amalgama para que
se evapore el mercurio y el producto final sea oro. Este proceso de produccion tiene
repercusiones a largo plazo, generando problemas de salud graves por intoxicacion,
en Colombia existe uno de los niveles mas altos en impacto ambiental por mercurio,
liberando al ecosistema entre 50 a 100 Toneladas/Afio, esto lo hace uno de los
paises que mas libera contaminacion ambiental pero a su vez el crecimiento
econémico hace que siga aumentando la escala de toxicidad ambiental®.

El proyecto se orienta en el desarrollo y la aplicacion de un procedimiento sencillo y
econdémico para la deteccion de mercurio en medio acuoso como el agua, en la que
cualquier persona pueda acceder y verificar en tiempo real que hay presencia de
mercurio en el medio acuoso. Y de este modo, evaluar la comparacion de los
métodos analiticos tradicionales, los cuales requieren de un equipo especializado y
en algunos casos costoso, para el mismo propdésito. La propuesta a desarrollar
emplea nanoparticulas de oro que se caracterizan por sus propiedades opticas, las
cuales se modifican con la captura de mercurio generando cambios de coloracion y
cambios en las propiedades fluorescentes*.

Las nanoparticulas no son toxicas ni peligrosas, su obtencion se realizara por
sintesis verde empleando reactivos no contaminantes a presion atmosférica y

! Mercurio en la mineria del oro: impacto en las fuentes hidricas destinadas para consumo humano,
Farith A. Diaz-ArriagaDepartment of Civil, Architectural and Environmental Engineering, Cockrell
School of Engineering. The University of Texas at Austin, U.S.A.

2 Porosimetria del mercurio con métodos fisicos, normativa, proceso y procedimiento experimental,
Universidad de CEDEX.

3 Red de la Justicia Ambiental Colombiana, resoluciones nacionales, 2018.

4 Granados, Oliveros G. Sintesis y caracterizacion de las propiedades épticas de puntos cuanticos
de CdSe y CdSe/ZnS. 31 Mayo del 2017.
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temperatura controlada®. La interaccion del mercurio se realizard empleando
ligandos tiofilicos que pueden incorporarse en la superficie.

5 Sistema de deteccion de "fluencia” basado en nanoparticulas de oro para la deteccion selectiva de
iones de mercurio en solucién acuosa, por los autores Sohee Choi y Youngmi Kim, del Departamento
de Quimica, Instituto de Nanosensores y Biotecnologia, Universidad Dankook 448-701
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OBJETIVOS
OBJETIVO GENERAL

Desarrollar un quimiosensor colorimétrico partiendo de nanoparticulas de oro
modificadas con ligandos L-Cisteina y L-Glutation, para la deteccién de iones
mercurio (Hg*?) en medio acuoso.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

1. Seleccionar los parametros del proceso de sintesis de nanoparticulas de oro.

2. Sintetizar las nanoparticulas de oro, elucidando la estructura y propiedades
Opticas mediante técnicas de caracterizacion.

3. Determinar experimentalmente la interaccion que tenga la mayor afinidad
entre los ligandos (L-cisteina y L-glutatién) y las nanoparticulas de oro, que
reconozcan los iones mercurio en la superficie de estas.

4. Evaluar la respuesta del quimiosensor colorimétrico de nanoparticulas de
oro, con pruebas cuantitativas para un rango de deteccién establecido.
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1. MARCO TEORICO

La nanotecnologia es el area que se dedica al desarrollo y analisis de materiales a
escala hanométrica nm. Se ha necesitado el desarrollo de metodologias y técnicas
de disefio para la manipulacion de estos sistemas nanometricos.

El interés en esta ciencia radica en las nuevas posibilidades que ofrece la
miniaturizacion de los sistemas y en las novedosas propiedades que presentan
éstos frente a los materiales en estado masivo.®

Es la rama del saber que estudia los fendmenos, la escala nanometeriales
comprendida entre 0,1-100 nm y por ende estos materiales supramoleculares se
acomodan a esta magnitud. Su estudio se centra en las propiedades que presenta
cada material supra molecular y que por ende estas cumplen ciertas dimensiones y
variables de control que nos permitan manipular estos materiales que cabe resaltan
algunos son complejos en su tratamiento quimico. ’

Figura 1. Escala de tamafios dependiendo del material micro-nano-A
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= = - = = 3
e W - =
= -- > ‘:'?_iu" Z “;‘5&‘ ‘.} ii
=% 2 P S
| t t t t >
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Nanotubos Litosrafica (2003) (1970)
NANO

Fuente: CORNEJO Laureano.Nuevas Tecnologias y Materiales. [En linea]. Consultado el
20 de Agosto 2019. www.nuevastecnologiasymateriales.com/metodos-de-sintesis-de-las-
nano-particulas/.

El origen de la nanociencia se podria situar en 1959, cuando el estadounidense
Richard Feynman, premio Nobel de Fisica en 1965, imparti6 en la American
Physical Society la conferencia “There’s plenty of room at the bottom”. En esta
conferencia, Feynman plante6 lo beneficioso que seria para la sociedad la
capacidad de trabajar con atomos y moléculas y fabricar dispositivos con una

6 Nahima Echevarria. Sintesis y caracterizacion de nanoparticulas de oro. Universidad de Pais
Vasco. Julio 2015.

7 Nuevas Tecnologias y Materiales. Laureano Cornejo. [En linea]. Consultado el 20 de Agosto 2019.
www.nuevastecnologiasymateriales.com/metodos-de-sintesis-de-las-nano-particulas/.
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precision de unos pocos nandémetros, aungue la falta de microscopios electrénicos
de mayor resolucién en ese momento obstaculizé poder trabajar a dicha escala. 8

1.1 PROPIEDADES DE LAS NANOPARTICULAS

Existen varios factores que interfieren en la nanoparticulas ya sea cuando estén
siendo sintetizadas, por su aplicacion o por su naturaleza quimica, que las hacen
tan versatiles pero a la vez dependen mucho de su tamafio, principalmente son
practicamente la mayor area superficial que brinda cada una de ellas, el
confinamiento cuantico que algunos materiales poseen en la banda de valencia y
conduccion, las interfaces quimicas que permiten el acoplamiento de la superficie
hacia el nucleo del material supramolecular.

Las nanoparticulas tienen una relacion area de la superficie/volumen (masa) muy
grande ya que el efecto de estas puede aumentar o disminuir la escala molecular
que tenga en dimension. El incremento en su area superficial debido por
aglomeraciones. El incremento del nimero de a&tomos en su superficie por efecto
de ligandos o complejos que estén en presencia.

Estos efectos incrementan la reactividad quimica de la superficie de las nano
particulas que dependen claramente del tamafio, forma, composicion quimica,
estructura electrénica, estructura de la superficie con complejos o legantes,
defectos, energia de superficie de las caras de los nano cristales que en este caso
es fundamental para determinar las propiedades O&pticas supramoleculares,
interacciones con los atomos vecinos y con su entorno quimico con otro complejo
reactante como los puntos de carbono o puntos cuanticos.®

La reactividad quimica de los materiales supramoleculares incrementa la energia
libre de superficie por medio de un gradiente de pH o complejos y su tendencia a
combinarse; los atomos de superficie son termodinAmicamente meta estables o
inestables, tienden a estar insaturados con una coordinacion no electronica
equivalente, poseen una energia asociada a la superficie y presentan una
configuracion cuasi aletorea.

Cuando el tamafio varia en los nanomateriales en sus enlaces quimicos hay un
fendbmeno que permite que estos se acoplen y son las fuerzas de atraccion de Van
der Waals ya que por medio de un activante o por si mismas tiende a atraerse entre
si y a aglomerarse reduciéndose su reactividad quimica ya que entre mas energia
consuma estas no sera capaces de atrapar electrones que se encuentren en su

8 Feynman, R. There’s plenty of room at the bottom. Engineering and science, 1959.
° Nuevas Tecnologias y Materiales. Laureano Cornejo. [En linea]. Consultado el 20 de Agosto 2019.
www.nuevastecnologiasymateriales.com/metodos-de-sintesis-de-las-nano-particulas/.
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medio; para evitar este efecto no deseado, se debe reducir su energia superficial
libre, de modo que se acoplen estructuralmente siguiendo una ruta quimica
predeterminada que tenga el ligando, complejo o en esta aplicacion un analito
metalico generando una estructura atdmica que va asociada a unas concretas
propiedades que se desean para los materiales nano estructurados en la parte
estructural. 10

Para los nanomateriales el area superficial relativa incrementa por las interacciones
con metales que pueden formar selectividad y procedera la catalisis; por medio de
la superficie puede generarse un enlace o dependencia por microrganismos; la
actividad quimica baja el punto de ebullicibn para no afectar las propiedades
estructurales y de fusion para lograr actividad quimica en pirolisis; las propiedades
mecanicas como lo es la dureza, rigidez y densidad.

Fuente: CORNEJO Laureano.Nuevas Tecnologias y Materiales. [En linea]. Consultado el
20 de Agosto 2019. www.nuevastecnologiasymateriales.com/metodos-de-sintesis-de-las-
nano-particulas/.

Las nanoparticulas y los materiales supramoleculares que tienen la interaccion de
los electrones blogueados al estar sometidos a un confinamiento cuantico en esa
direccién por la disminucién de energia. Como consecuencia del confinamiento
electronico manifiestan propiedades: Opticas, electronicas, electromagnéticas,
magnéticas y eléctricas, diferentes a las particulas de mayor tamafio del mismo
material. 11

Las nanoparticulas de metales nobles (nanoparticulas de oro (AuNPS)), presentan
unas excelentes propiedades fisicas, quimicas y bioldgicas, que son intrinsecas a
su tamafio nanométrico (1 a 100nm), los sistemas supramoleculares mas

1 GRANADOS, Oliveros G. Sintesis y caracterizacion de las propiedades Opticas de puntos
cuanticos de CdSe y CdSe/zZnS. 31 Mayo del 2017.

1L aureano Cornejo. Nuevas Tecnologias y Materiales. [En linea]. Consultado el 20 de Agosto 2019.
www.nuevastecnologiasymateriales.com/metodos-de-sintesis-de-las-nano-particulas/.
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estudiados han sido aquellos compuestos por metales, semiconductores y
materiales magnéticos y entre otros metales, cabe destacar el oro y la plata debido
a su alta estabilidad y a la facilidad con la que pueden ser acoplados en su
superficie. Las AuNPs pueden ser producidas con distintos tamafos y formas y ser
facilmente funcionalizadas con un amplio contenido de ligandos (anticuerpos,
polimeros, tioderivados, farmacos, material genético, etc.). 2

1.2 COMPORTAMIENTO DE LAS NANOPARTICULAS DE ORO

El oro es quimicamente estable, se puede sintetizar facilmente, no es toxico y es
biocompatible. Debido a los efectos de confinamiento cuantico, la densidad de
estados continuos de un metal en masa (tipo bulk) se transforma en niveles de
energia discretos, efecto de igual naturaleza al presentado dentro de los
semiconductores. Adicionalmente, los nanoparticulas metalicas se caracterizan por
sus propiedades de resonancia del plasmoén de superficie. Esta propiedad se
origina por la presencia de electrones libres en la banda de conduccion de la
superficie de las nanoparticulas metalicas hacen que se genere mas energia y tenga
un efecto de vibraciones deslocalizada en la superficie, las cuales al recibir un
energia en este caso por la luz incide en la superficie y se genera mayor energia
que es detectada facilmente por un cambio del complejo coloreado de las
nanoparticulas. 13

Figura 3. Resonancia plasmonica (polaritrones) de una nano particula metélica.

Fuente: CORNEJO Laureano. Nuevas Tecnologias y Materiales. [En linea]. Consultado el
20 de Agosto 2019. www.nuevastecnologiasymateriales.com/metodos-de-sintesis-de-las-
nano-particulas/.

2. AL-QADI SONIA; REMUNAN CARMEN. Nanoparticulas metélicas: Oro. Departamento de
Farmacia y Tecnologia Farmacéutica. Facultad de Farmacia. Universidad de Santiago de
Compostela. P223. 2013

13 Sintesis y caracterizacion de nanoparticulas de oro, universidad del pais vasco, Junio 2015.
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La excitacion electromagnética se llama polaritén del plasmén de superficie; en la
figura 3. Observamos el polariton que se encuentra de color rojo y es una casi-
particula hibrida resultante del fuerte acoplamiento entre la luz y los electrones libres
en la superficie de un nanocristal.

El fendbmeno que es creado por la vibracion en la superficie de la nanoparticula
produce un acoplamiento entre las frecuencias de la onda incidente y de la
oscilacion del polaritén sin embargo estas son des localizadas y son emitidas en
cierta logitud de onda que practicamente lo detecta en la region infrarroja, este
fenémeno se llama resonancia del plasmén de superficie RPS y tiene la capacidad
de absorber determinadas frecuencias de la luz incidente y de transmitir las
frecuencias no absorbidas que se asocian a un determinado color. 4

1.3 CONFINAMIENTO CUANTICO DE NANOPARTICULAS DE ORO

De acuerdo con la Teoria de Bandas, en el oro en estado bulck tiene en su enlace
quimico los electrones en la banda de conduccion que estan separados pero
pueden viajar libremente por la molécula, debido a que los niveles energéticos
bastante cerca, y estos pueden absorber radiacion electromagnética si es
propiciada por una fuente energética. Sin embargo, el fendbmeno de absorcién
cambia cuando se lleva al material a una escala supramolecular o nano, debido a
gue los electrones superficiales sufren un confinamiento cuantico y baja los niveles
de energia que anteriormente ya poseia. Este efecto ocurre cuando la longitud de
onda asociada a estos electrones es del mismo orden que el tamafio de la particula
gueda atrapados por alguna clase de defecto superficial o en su entorno quimico
consume su energia para que esta pueda absorber. °

14 GRANADOS, Oliveros G. Sintesis y caracterizacion de las propiedades Opticas de puntos
cuanticos de CdSe y CdSe/zZnS. 31 Mayo del 2017.

15 ECHEVARRIA Nahima. Sintesis y caracterizacién de nanoparticulas de oro, universidad del pais
vasco, Junio 2015.
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Figura 4. Fendmeno de confinamiento cuéntico de las nanoparticulas.
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Fuente: ECHEVARRIA Nahima. Sintesis y caracterizacion de nanoparticulas de oro,
universidad del pais vasco, Junio 2015.

Las estructuras de las bandas electronicas de los metales, de los semiconductores
y de los materiales dieléctricos son diferentes, los metales poseen bandas de
valencia y de conduccion que estan cargadas de electrones que pueden moverse
libremente en la banda de conduccion que estan en la superficie de estos materiales
metélicos. En los semiconductores existe entre la valencia y de conduccién un
espacio de banda de energia. °

Figura 5. Bandas de Conduccion y Bandas de Valencia de materiales

supramoleculares.
overlap

>

bandgap

Electron energy

metal semiconductor insulator
Fuente: CORNEJO Laureano.Nuevas Tecnologias y Materiales. [En linea]. Consultado el
20 de Agosto 2019. www.nuevastecnologiasymateriales.com/metodos-de-sintesis-de-las-

nano-particulas/.

16 CORNEJO Laureano.Nuevas Tecnologias y Materiales. [En linea]. Consultado el 20 de Agosto
2019. www.nuevastecnologiasymateriales.com/metodos-de-sintesis-de-las-nano-particulas/.
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El tamafio de las nanoparticulas influyen bastante en cuanto su estado cristalino
que lo representa ya sea un material conductor o un semiconductor o aislantes.
Cuando es mas pequefio el tamafio del nanomaterial semiconductor esta
incrementa el apagamiento de los electrones, posterior a esto se incrementa la
energia de la banda por ende puede absorber mas electrones y su longitud de onda
serad menor.

Entre las energia tenga la nanoparticula este puede dar salto a la banda de
conduccién de manera mas féacil, sin embargo entre estas hay una regia
determinada como Bandgap Optico que es que la misma energia puede ser tan
grande que la sobre pase o0 sea igualada y pueda quedar retina en esta area, por
ende solo se podra determinar la energia asociada con métodos espectroscopicos
y relacionar las bandas que determinan la region en la que absorbe y cuanto se
solapan si se compara con una banda sin excitar.

1.4 FLUORESCENCIA EN LAS NANOPARTICULAS

La fluorescencia puede darse por un fendmeno que existe entre la banda de
conduccion y la banda de valencia de los materiales que posean energia en la
superficie de su estructura o molécula. Los materiales conductores como AuNp en
una solucion coloidal que tenga algun precursor o complejo en la superficie tiene la
capacidad de absorber radiaciones electromagnéticas ( rayos X, rayos gamma,
rayos laser, luz azul ) de una determinada longitud de onda. 1’

Figura 6. Espectro visible UV, infrarrojo y visible.
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Fuente: CORNEJO Laureano.Nuevas Tecnologias y Materiales. [En linea]. Consultado el
20 de Agosto 2019. www.nuevastecnologiasymateriales.com/metodos-de-sintesis-de-las-
nano-particulas/.

17 GRANADOS, Oliveros G. Sintesis y caracterizacion de las propiedades Opticas de puntos
cuanticos de CdSe y CdSe/zZnS. 31 Mayo del 2017.
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Para que el plasmon de resonancia de superficie (RPS) tenga las condiciones
adecuadas de absorber energia depende la distribucion espacial que posea la
solucién y su geometria al momento del proceso de sintesis y variables de control.
Generalmente, en una dispersion coloidal de nanoparticulas de oro de tamafio
influye de manera especial al momento de ver si el diametro afecto la region en la
gue el RPS absorba la energia propiciada como en 30 nm, la RPS absorbe la luz de
la zona visible del espectro electromagnético de color azul-verde (A =450 a 500 nm)
y producen una luz reflejada de color rojo (A = 600-1000 nm), tomando la disolucion
coloidal un color rojo intenso. En muchos tipos de nanoparticulas, los picos de las
bandas pueden desplazarse con el tamafio, forma y el estado de agregacion de las
nanoparticulas.

En la figura 6. Vemos la region del campo visible el cual esta divida en secciones
gue son la region ultravioleta, visible e infrarroja, el desplazamiento al ultravioleta
azul es una respuesta 6ptica de fenémeno electromagnético hacia las longitudes de
onda mas cortas de mayor energia que se encuentran entre 250nm y 500nm. El
Desplazamiento hacia el rojo se refiere a los picos de las bandas que se van hacia
longitudes de onda mas largas que se encuentran en la regio infrarroja que se
encuentran entre 600nm a 1000nm. 8

1.5 PROPIEDADES FiSICAS DE LAS NANOPARTICULAS

Las propiedades estructurales son importantes para los nanomateriales ya que por
diferentes métodos y variables control se pueden estimar algunas propiedades
fisicas que puedan tener en respuesta hacia el desarrollo de los materiales, el punto
de fusion disminuye, como consecuencia de su gran area superficial especifica y
selectiva y mayor cantidad de moléculas y atomos en la superficie que afecta las
propiedades termodinamicas como el Kps. Los atomos de la superficie necesitan
menos energia para moverse ya que las fuerzas intermoleculares de atraccion lo
logran por medio de complejos o ligantes.

1.6 PROPIEDADES OPTICAS

Las propiedades o6pticas de las nano particulas de algunos metales como: oro, plata
y los semiconductores, se da el fendmeno dependiendo de la cantidad que pueda
absorber de energia y esta interactuar con el RSP produciendo la energia necesaria
para dar un respuesta en una region del espectro visible, produciendo un efecto
cuantico por el cambio en su estructura electronica por el tamafio y la forma de la
nano particula.

18 GRANADOQOS, Oliveros G. Sintesis y caracterizacion de las propiedades Opticas de puntos
cuanticos de CdSe y CdSe/zZnS. 31 Mayo del 2017.
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El color que adquiere una nano particula dependen practicamente de su forma y
dimension especifica ya que al ser mas grades al absorber un rayo de luz blanca
que se encuentra en la regio ultravioleta de 200 a 800 nm. °

La longitud de onda absorbida de energia hace que el RSP de las AuNp vibre con
la misma longitud de onda que la onda absorbida. La longitud de onda del conjunto
de electrones de la superficie (plasmon) se puede variar con el tamafio y la forma
de la nanoparticulas (surface plasmon resonance).®

« Algunas propiedades fisicas que se destacan de las nanoparticulas son:

e Super paramagnetismo (Fe, Co)

« Conversion de materiales semiconductores o aislantes.

o Fluidos con propiedades magnéticas.

« Fotoluminiscencias y efectos cuanticos.

o Conductividad elestrica y térmica alta.

« Modificacion de las porpiedades electronicas de las nanoparticulas respecto a
su tamafo.

1.7 PROPIEDADES MECANICAS DE LAS NANOPARTICULAS

Las propiedades mecanicas de los materiales supramoleculares y nano cambian
con el tamafio, forma y dimensiones. La escala nano métrica se modifica
haciéndose mas resistentes y tomando propiedades mecénicas mayores a las de
los macro materiales. Para un determinado material, a escala nano métrica, se
incrementan su dureza y su resistencia, siguiendo, generalmente, un crecimiento
inversamente proporcional a su diametro (1/(Nd) (Ley de Hall Petch). 2°

Las nanoparticulas tienen la capacidad de soportar tensiones externas muy
elevadas, sin que se produzca la dislocacion de la estructura del nanocristal y sin
gue se manifiesten fisuraciones o fracturas. EI mecanismo por el cual se llega a la
fractura fragil, sin zona de transicién ductil, no esta ain muy claro. %!

1.8 ASPECTOS QUIMICOS DE LA NANOPARTICULAS DE ORO

La manipulacion de las condiciones de sintesis permite el control totall del tamafio
y la forma de las nanoparticulas y les permite adaptarse las propiedades de los
materiales a una aplicacion especifica. Las nanoparticulas pueden presentarse de
diferentes formas (esféricas, semiesféricas, triangulares, hexagonales, etc.),

¥ Nuevas Tecnologias y Materiales. Laureano Cornejo. [En linea]. Consultado el 20 de Agosto 2019.
www.nuevastecnologiasymateriales.com/metodos-de-sintesis-de-las-nano-particulas/-

2 Feynman, R. There’s plenty of room at the bottom. Engineering and science, 1959.
21 Nuevas Tecnologias y Materiales. Laureano Cornejo. [En linea]. Consultado el 20 de Agosto
2019. www.nuevastecnologiasymateriales.com/metodos-de-sintesis-de-las-nano-particulas/
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dependiendo de como se sinteticen ademas pueden darse con diametros desde
1nm a 100nm, esto nos indica que es una molécula grande.

Se selecciona un material conductor como lo es el oro (Au), por sus propiedades
electronicas que le permite desarrollar un plasmon de resonancia magnética, ya que
tiene la ventaja de absorber en determinadas ondas de Iluz y de transmitir las
frecuencias no absorbidas que se asocian a un determinado color. %2

Se va emplea una sintesis verde por el método de Bottom Up, Se comienza con
moléculas, iones o atomos y mediante un proceso de montaje, se crea un
mecanismo para dar origen a un material supramolecular, donde se agregan y se
cristalizan?®, Se prepara una solucién coloidal mono dispersa en fase liquida por
solvente polares, organicos y apolares, de metales, oxido de metales y tioles.

1.9 METODOS DE SINTESIS DE NANOPARTICULAS DE ORO

La fabricacién y sintesis de las nanoparticulas, puede ser realizada por dos
procedimientos:

1. Por fase solida (arriba-abajo, top-down)
2. De abajo-arriba (bottom-up)

En el método mas utilizado es el de arriba-abajo, donde se parte de una
“microparticula que es sometida a un proceso de molienda con un grado de
intensidad variable, seglin sea el grado de conminacién deseado.”

Con este método se producen nanoparticulas de un mayor tamafio sin embargo las
propiedades como la temperatura, presion y purificaciéon limitan la geometria de la
nanoparticula, ademas las fuerzas electromagnéticas de los atomos y de las
moléculas por medio de la energia desarrollada permiten el acoplamiento de
complejos selectivos en la superficie, esto con el fin de evitar aglomeracién, de la
las nanoparticulas y de su tamafio, con mayor cantidad de impurezas que utilizando
el método de abajo-arriba.

22 Materiales al dia — Novedades en Ingenieria de Materiales. Dep. Ciencia de Materiales - UPM [En
linea]. Consultado el 22 de Agosto 2019.
www.madrimasd.org/blogs/ingenieriamateriales/2012/04/20/380/.

3 F, GOMEZ VILLARRAGA, Sintesis de complejos y estabilizacion de nanoparticulas de paladio con
ligandos hibridos pirazolicos y carbenos Nheterociclicos y su aplicacion en catdlisis, tesis doctoral,
Universidad Autonoma de Barcelona, Barcelona, 2013.

24 Nuevas Tecnologias y Materiales. Laureano Cornejo. [En linea]. Consultado el 20 de Agosto 2019.
www.nuevastecnologiasymateriales.com/metodos-de-sintesis-de-las-nano-particulas/.
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Figura 7. Procesos quimico-fisicos en la produccion de nano particulas OAW
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Fuente: CORNEJO Laureano.Nuevas Tecnologias y Materiales. [En linea]. Consultado el
20 de Agosto 2019. www.nuevastecnologiasymateriales.com/metodos-de-sintesis-de-las-
nano-particulas/.

1.9.1 Reduccion quimica de una sal metalica. Consiste en la reduccién quimica
de sales de metales con agentes reductores que también a su vez pueden ser
metales y sales en soluciones coloidales que en presencia de estabilizantes o
complejos evitan la agregacion o aglomeracion de la solucion metalica.25

1.9.2 Descomposicion térmica, fotoquimica o sonoquimica. Consiste en la
descomposicion de compuestos organometalicos bien sea por la variacion de la
temperatura, fendmenos Opticos en presencia del medio ambiente en el que
descansa, bajas energias a cero Valente que da lugar a las particulas, protegidas
por un estabilizante. 26

1.9.3 Sintesis por deposicion quimica de vapor. El método consiste en la
evaporacion de precursores metélicos en soluciones coloidales y la posterior
reaccion o descomposiciéon para dar lugar a los coloides metélicos sobre un
sustrato, que también esta sintesis ayuda a eliminar contaminantes toxicos, y
ademas el porcentaje de residuos es mas bajo.27

%524 A, Roucoux, J. Schulz y H. Patin, Chem. Rev., 2002, 102, 3757-3778.

27 M. T. Swihart, Curr. Opin. Colloid Interface Sci., 2003, 8, 127-133.
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1.9.4 Sintesis Electroquimica. Consiste en utilizar como fuente de los atomos
metélicos un anodo especifico (para metales facilmente oxidables como Cu o Ni).
Este anodo es oxidado en presencia de una sal de amonio cuaternario que puede
ser tratado como un estabilizante y los cationes metalicos se dirigen hacia el catodo
donde son reducidos en su banda de valencia produciendo que los atomos que
formaran parte de las nanopatrticulas.28

1.9.5 Desplazamiento de ligandos de compuestos organomeétalicos
(aproximacion organometalica). Este método consiste en la reduccion y remocion
de ligandos de algunos complejos organometélicos, preferiblemente cerovalentes.
Al reducir o remover los ligandos, los atomos metalicos son liberados y mediante el
uso de un agente estabilizante se generan las nanoparticulas. 29

1.9.6 Sol-Gel. Esto métodos son usas principalmente para la fabricaciéon de
materiales (6xidos de metales) empezando de una solucién quimica, que actta
como el precursor de una red integrara (gel) de particulas discretas o redes de
polimeros. El método méas simple es dando tiempo para que ocurra la
sedimentacion, y después vaciar el liquido sobrante. La centrifugacion también
puede ser utilizada para acelerar el proceso de la separacion de fases.30

1.10 SINTESIS VERDE PARA NANOPARTICULAS METALICAS

Las sintesis coloidales de nanoparticulas de oro se puede preparar por medio de
surfactantes donde los mas usados son: CTAB, Acido Mercaptopropionico, Tolueno,
TiO2, 1-Dodecanaotiol, se realiza una separacion de fases donde la fase organica
contiene las nanopatrtiuclas y la otra fase es desechada, posterior a esto se realiza
un lavado con solventes apolares y se llevan a precipitacion, que finalmente
obtendremos las nanoparticulas de oro en fase sélida.

Sin embargo estas sintesis coloidales presentas una serie de inconvenientes que
son:

1. Temperatura de la sintesis
2. Desechos generados al final de la sintesis.

B M. T. Reetz, W. Helbig y S. A. Quaiser, Active Metals: Preparation, Characterization, Applications,
A. Furstner, Ed., VCH, New York, 1996.

2 B. Chaudret y K. Philippot, Oil Gas Sci. Tech., 2007, 62, 799-817.

30 Brinker, C.J. and Scherer, G.W. Sol-Gel Science: The Physics and Chemistry of Sol-Gel. (1990).
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La Temperatura es uno de los factores mas importantes en la sintesis ya que si
preparamos nanoparticulas con un didmetro que se ajuste a la aplicacion que
posteriormente se le vaya dar, debemos tener un control éptimo de 4°C a 45°C, ya
que si la temperatura empieza a sobrepasarse de 45°C a 50°C estas se aglomeran
y disminuyen sus propiedades Opticas y de dificil comprension de sus propiedades
estructurales, se establece ademas un limite inferior de temperatura de refrigeracion
de 4°C ya que a esta temperatura se deben conservar las nanoparticulas ademas
que también evita la aglomeracion a bajas temperaturas o condensacion de las
mismas, segun los antecedentes podemos corroborar estos parametros sobre el
control de la temperatura.3!

Los desechos que se generan en la separacion de la fase organica (con AuNp) que
es conservada y la fase acuosa (otros solventes) que el a desechada, esta tiene un
alto grado de toxicidad por los surfactes utilizados para el medio ambiente, ademas
el precipitado que queda atrapado en el beaker o embudo de decantacion no es
aprovechado totalmente ya que este puede quedar con trazas de impurezas y se
desechan o puede irse trazas de nanopoarticulas en los surfactantes.

El Método de Sintesis verde es el desarrollo de una técnica ecoldgica que permite
sintetizar las nanoparticulas metalicas sin generar residuos peligrosos controlando
variable de proceso que son provechosos para el medio ambiente una de estas
variables es la temperatura del proceso. El método de fisicoquimica verde es un
método no convencional y amigable que nos puede brindar la posibilidad de
preparar nanoparticulas de oro.

El objetivo es la reduccién de la temperatura de la reaccién, utilizar una atmosfera
del medio ambiente, el tiempo de reaccién de las nanopatrticulas sera indispensable
para el tamafio controlado de la solucién, el aprovechamiento de toda la solucion
coloidal de la sintesis, y no generar residuos téxicos.

Figura 8. Esquemas de las nanoparticulas de oro en clusters.
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Fuente: Elaboracion propia.

31 Liying Yu, Lingyu Zhang, Guojuan Ren, Shuang Li. Multicolorful fluorescent-nanoprobe Composed
of Au Nanocluster and Carbon Dots for Colorimetric and Fluorescent Sensing Hg2+ and Cr6+. 23-1-
2018.
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1.11 TAMANOS DE LAS NANOPARTICULAS DE ORO

Las nanoparticulas de oro puede variar sus tamafos y esto se debe al tipo de
sintesis que se aplique y que la temperatura de reaccion sea la mas adecuada para
un tamafo Optimo. Las nanoparticulas de oro aumentan su tamafio, la longitud de
onda del RPS, que se relaciona con la cantidad de energia que puede absorber en
el campo de la regidn del espectro visible si las longitudes de onda mayores quiere
decir que se van al color rojo y si se absorbe la luz roja y se refleja la luz azul y la
solucion coloidal presentara una coloracion hacia el azul. Como se ve en la figura
9.

Figura 9. Tamafos de nanoparticulas de oro segun su color de sintesis.

E_X X X 1

Fuente: CORNEJO Laureano.Nuevas Tecnologias y Materiales. [En linea]. Consultado el
20 de Agosto 2019. www.nuevastecnologiasymateriales.com/metodos-de-sintesis-de-las-
nano-particulas/.

Cuando el tamafio de la nanoparticula de oro aumenta de mas de 50nm las
longitudes de onda de la RPS empieza a vibrar de mayor magnitud y tienen un
desplazamiento hacia la zona infrarroja y la mayor parte de las longitudes de onda
del campo visible no son aborbidas, presentando la dispersién coloidal un color claro
translicido como anteriormente se menciond en la figura 9.

Si las nanoparticulas metélicas tienen un didmetro d<20 nm, estudia la teoria de
Mie estudia la dispersién coloidal de las radiaciones electromagnéticas producidas
por nano particulas de forma esférica cuando el plasmon de resonancia absorbe y
emite una cantidad de energia elevada en banda de conduccion cuando esta en
presencia de un complejo o ligante .32

32 NAHIMA ECHEVARRIA GARCIA. Sintesis y caracterizacién de nanoparticulas de oro. Universidad
de Pais Vasco. Julio 2015.
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Tabla 1. Longitud de onda, colores absorbido y emitidos de las nanoparticulas

Longitud de onda Color Absorbido Color complementario
650-780 rojo azul-verde
595-650 naranja azul verdoso
560-595 amarillo-verde purpura
500-560 verde rojo-purpura
490-500 verde azulado rojo
480-490 azul verdoso naranja
435-480 azul amarillo
380-435 violeta amarillo-verde

Fuente: CORNEJO Laureano.Nuevas Tecnologias y Materiales. [En linea]. Consultado el
20 de Agosto 2019. www.nuevastecnologiasymateriales.com/metodos-de-sintesis-de-las-
nano-particulas/.

1.12 REDUCCION QUIMICA POR UNA SAL-METALICA

Para la sintesis verde se utilizara un agente reductor de naturaleza inorganica que
es el boro hidruro de sodio, la concentracion del agente reductor es constante y en
exceso, debido a esto el tamafio de la nanoparticula aumenta; esto es a que el
agente reductor se acopla al soluto en menor concentracion que esta en la solucién
a demés depende del solvente que se esta utilizando para garantizar que los
enlaces quimicos tengan afinidad e interaccién, en este caso los puentes de
hidrogeno cuando se utiliza como disolvente el agua. En ultimo obtendremos
conglomerados méas grandes que se ven favorecidos con un crecimiento cristalino
apropiado®3

Figura 10. llustracion del Tetrahidruroborato de sodio.

iy B
-4
H
Fuente: Merck- sales de Boro [en linea] Consultado el 7
de marzo 2019.

Disponible:www.merckmillipore.com/CO/es/product/Sodiu
m borohydride, MDA CHEM-806373

3 Corzo Lucioni. Sintesis de nanoparticulas de oro obtenidas por reduccion de H{AuCl4]. Rev. Soc.
Quim. Pert v.78 n.2 Lima abr./jun. 2012.
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1.13 LIGANDOS DE NATURALEZA TIOL (TIODERIVADOS)

La sintesis verde de nanoparticulas de oro en medio acuoso es parecida a la sintesis
organica (surfactantes) ya que utiliza el mismo agente reductor en medio acuoso,
sin embargo lo que cambia es el ligante que se vaya a utilizar.

Por lo general, se sintetizan ligantes que contengan grupos funcionales en un
extremo y de cadenas largas, como tioles, aminas y carboxilatos que se pueden
coordinar a la superficie de una nanoparticula, en el otro extremo el ligante también
puede presentar un grupo funcional polar que tenga un enlace covalente coordinado
con el metal en el Ultimo estado de valencia que este posea y que incremente la
solubilidad en el solvente en estado acuoso.®*

Para esta sintesis se utilizara un ligante de grupo tiol. Los tioles son un compuesto
gue contiene el grupo funcional formado por un atomo de azufre y un atomo de
hidrogeno (-SH). Siendo el azufre analogo de un grupo hidroxilo (-OH), este grupo
funcional es llamado grupo tiol o grupo sulfhidrico.

Para las nanoparticulas de oro es importante contar con el ligante en la superficie
ya que cumple con dos funciones:

1. Desarrollo de un quimiosensor usando fluoroforos y cromoforos organicos
acoplados a un analito de mercurio generando enlaces Hg-C, Hg-N y Hg-S
(Selectividad y Sensibilidad).

2. Toxicodinamia del mercurio. ( Interaccion molecular de coordinacion ) Se debe
a la afinidad en estructuras que posean -S, ya que el metal bloquea los grupos
sulfhidricos (-SH) de proteinas y enzimas.

El grupo Tiol se acoplara a la nanoparticula por medio de un aminoacido y un
oligopeptido como lo son la cisteina y el glutation, el cual al interactuar en la
superficie le dara alta estabilidad y demostrara interactuar con los iones de mercurio
en medio acuoso.

Ademas de esto, el glutatibn es un acido carboxilico oligopéptido formado por
aminoacidos (glutamato, cisteina y glicina) que es importante en toda la parte
organica de la célula de los seres vivos como en la desintoxicacién de plantas y
bacterias por metales pesados como el mercurio, permitiendo el crecimiento de

34 Kim, H. N.; Ren, W. X.; Kim, J. S.; Yoon, J. Fluorescent and Colorimetric Sensors for Detection of
Lead, Cadmium, and Mercury lons. Chem. Soc. Rev.2012, 41 (8), 3210-3244.
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estos en suelos téxicos, ademas que estos acidos estan presentes en la estructura
celular del encéfalo de los vertebrados. 3

1.14 LIGANTES ORGANICOS

Para los materiales supramoleculares es importante tener en cuenta los ligantes
organicos que puedan interactuar en la superficie de estos, algunos ligantes son de
caracter selectivo por ciertos precursores de naturaleza metal organica o sales
metélicas que son usados en la mayoria de aplicaciones biol6gicas para la
deteccion de analitos o como precursores de mejorar la actividad Optica de un
material, debido a que le confieren estabilidad, solubilidad y miscibilidad en medios
polares principalmente acuosos.

La mayoria de estos ligantes son de caracter organicos y pueden ser poli
funcionales estos significa que pueden ser acoplados para biomedios que se
encuentre selectivos a un ion especifico o microorganismo que sea capaz de
adaptarse a estos. Los ligantes que se utilizaran para esta investigacion son de
caracter tioderivados que son sensibles a metales pesados en especial mercurio.
Entre los ligantes polifuncionales que mas se han utilizado en aplicaciones con
analitos metalicos son de caracter aminoacidos, péptidos, mercaptanos vy
tioderivados, proteinas, etc...3¢

Los ligandos son asociados a la constante de coordinacion de especificidad con el
enlace de Hg-S se ha estimado ser 10 6rdenes de magnitud mas grande que con
otros nucledfilos presentes en el medio como pueden ser en este caso el glutation
y la cisteina.37

3% GRANADOS, Oliveros G. Sintesis y caracterizacién de las propiedades Opticas de puntos
cuanticos de CdSe y CdSe/zZnS. 31 Mayo del 2017.

3 Pomeransky, A. A.; Khriplovich, I. B. Equations of Motion of Spinning Relativistic Particle in External
Fields. Surv. High Energy Phys.1999, 14 (1), 145-173.

37 Zhu, X.; Zhao, Z.; Chi, X.; Gao, J. Facile, Sensitive, and Ratiometric Detection of Mercuric lons
Using GSH-Capped Semiconductor Quantum Dots. Analyst2013, 138 (11), 3230.
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Figura 11. Modelo de las Cisteina y el Glutation.
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Fuente: elaboracién propia.

1.15 QUIMIO SENSORES CON NANOPARTICULAS METALICAS

Los sensores supramoleculares y quimiosensores son moléculas de origen abiético
que pueden enlazarse de forma especifica y reversible a un analito con un cambio
en las propiedades del sistema coloidal, indicativa de que la interaccion receptor-
analito se ha producido.3®

Las nanoparticulas metalicas actualmente son desarrolladas y puestas en practica
a una aplicacion especifica de deteccion como en sensores electroquimicos y
biosensores. Las propiedades Opticas y estructurales que posee son Gnicas como
una mayor area superficial dependiendo de su geometria, actividad catalitica y una
mejor transferencia de masa aumentan la sensibilidad y selectividad cuando se
aplican en sensores electroquimicos por lo que es posible lograr limites de deteccion
mas bajos.

Los quimiosensores fluorescentes de puntos cuanticos, pueden detectar una
especie quimica (analito), por medio de un cambio fluorescente como respuesta a
este analito. Por lo general este analito provoca un cambio quimico o fisico, que es
traducido como un cambio fluorescente.*®

Para detectar los fenbmenos en las propiedad Opticas y estructurales de las
nanoparticulas se especifican de ciertos equipos para la sefalizacién, expresadas
por cambios en las propiedades de esa unidad de manera energetica, siendo los
cambios en las propiedades redox, cromogénicas o fluorescentes, los que

3 TARRAGA TOMAS. Sensores moleculares: un reto para el quimico, una demanda social.
Academia de ciencias de la region de Murcia, Octubre de 2012.

% Ganesabaskaran, S.; Kandasamy, K. Chemosensors for Hg lons: A Review of Literature. Biosens.
J.2015, s4 (2), 1-9.
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proporcionan las sefal para los sensores moleculares, electroquimicos,
colorimétricos y fluorescentes.

El mecanismo de reaccion que sigue la metodologia de reduccion por sales
metalicas como en este caso el agente reductor es el boro hidruro de sodio,
implementando ligandos organicos selectivos para el acople en la superficie del
material conductor (oro), debe seguir estrictamente unas variables de proceso que
son el control de la temperatura que no sobrepase los 40°C esto es importante no
solo para el control del tamafio de la nanoparticula ni de la aglomeracion de estas,
es importante tener en cuenta que el boro hidruro de sodio posee propiedades
fisicas en donde se puede encontrar soluble a 25°C en solucion acuosa, una ventaja
adicional es que su punto de fusién es a 400°C asi que podemos manipular la sal
sin correr ningun riesgo, ademas el GLU también podemos encontrarlo soluble a
25°C.

La capacidad redox del boro hidruro es la mas importante ya que hay que tener en
cuenta que al entrar en contacto con la sal metélica AuCI3, esta interactta con el
ultimo orbital del oro haciendo que este pierda electronegatividad ya que todos las
bandas de valencia fueron ocupadas, sin embargo es importante tener en cuenta
gue las trampas superficiales que tiene la sal metalica afecta la reaccion redox ya
gue encontramos la molecula en estado de valencia (-3) que es lo ideal, pero
podemos encontrar también que la molecula tenga estados de valencia después de
actuar con el agente reductor de (-3, -2, -1 y 0) esto se debe a el agente reductor no
entro en contacto con todas la moléculas (el ultimo orbital de valencia) entonces se
puede encontrar moléculas de oro con estados de oxidacion diferentes.

Los ligandos de naturaleza tiol y poli funcionales son importantes cuando se agrega
a la reaccion ya que al ser bastante selectivo por su extremo SH-, entra en contacto
con la superficie con la sal metélica o con el oro ya en su ultimo estado de oxidacion
o también con otras especies de oro (-3, -2, -1 ) cabe resalta que este ligando tiene
la capacidad acoplarse con todas las especies de oro, no le afecta las trampas
superficiales de la molécula ya que esta en si busca la energia més alta para poder
conformar un enlace covalente coordinado. Es importante resaltar que las trampas
superficiales de la nanoparticula ya conformada afectan las propiedades épticas ya
gue se puede demostrar por medio de un espectro 6ptico que las especies oxidantes
de las nanoparticula se encuentren en otra region del espectro ultravioleta diferentes
reportadas con los antecedentes, ya que idealmente se interpreta que el plasmon
de resonancia de superficie de la nanoparticula se encuentra en los 520-540 nm,
pero también se evidencia que puede aparecer en otra longitud de onda.
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Ecuacion 1. Mecanismo de reaccion de la sintesis de las nanoparticulas de oro

AuCl; (sol) + H,0(aq) — [HAuCl3].3H,0

AuCl,BH, (aq) + NaOH (aq) + H,0(aq) — Au

GSH

Au + BH, (aq) —7730°c.120 mn,600 rpm

[HAuCl;].3H,0 (aq) + NaBH,(aq) - AuCl, BH, (aq) + NaOH

+ BH, (aq)

Fuente: elaboracién propia.

Figura 12. Molécula final de la nanoparticula de oro.
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Fuente: elaboracion Propia.

1.16 SENSORES CROMOGENICOS

La quimica supramolecular aplicada al

desarrollo de sensores quimicos

generalmente se compone de dos unidades, una unidad coordinante y una unidad
indicadora que puede ser un analito de naturaleza quimica organometalica.*®

40 Abalos Aguado Tatiana. Sensores cromégenos Y fluo
aniones. Universidad Politécnica de Valencia. 2011.
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La definicibn de sensor se acopla a dos unidades: de reconocimiento y de
sefalizacion que puede ser detectada por medio de equipos desde ldmparas
ultravioletas hasta espectrofotometros especializados en analitos especificos.**

Los sistemas de reconocimiento molecular con sefiales de salida Opticas son
especialmente atractivos en relacion con la transduccion de una sefial modulada ya
que la deteccion utilizada suele ser mucho mas barata, facil de manejar, y con el
uso de instrumentacién muy accesible. Como ya se ha mencionado, una de las
ventajas que los sensores cromogénicos presentan es que ofrece la posibilidad de
la llamada "deteccién a simple vista" para la determinaciones semicuantitativas, ya
sea como paso preliminar en un estudio o como paso final de un proceso, tal como
ocurre en muchas determinaciones analiticas reportadas en la bibliografia, en
donde el ultimo paso es la formacion de un compuesto coloreado que es indicativo
de la presencia de un determinado analito y que han servido de inspiracion para el
disefio de sensores cromogénicos. Los compuestos coloreados presentan bandas
de absorcion en la zona comprendida entre los 380 y 770 nm aproximadamente y
que corresponden al rango de radiaciones electromagnéticas visibles para el ojo
humano. 4

Figura 13. Nanoparticula cromofora y cambio en la banda de transmision
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Fuente: Universidad Nacional de Colombia. Estudio de la preparacion y evaluacion de
receptores cromogenicos. [En linea]. Consultado el 3 de junio del 2019. Disponible:
www.bdigital.unal.edu.co/view/subjects/54.html.

La fluorescencia permite dar una sefial de emision ya que las moléculas son
excitadas por la absorcion de energia de electrones que quieres saltar a la banda

41 Estudio de la preparacién y evaluacioén de receptores cromogenicos, universidad de valencias,
por Luis Santos Figueroa , 2016
42 |bid. P 01
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de conduccion y volver a su estado fundamental de energia inicial que es la mas
minima.

Los métodos de fluorescencia tienen una ventaja grande y es la sensibilidad que
tiene por algunas especies quimicas que posean alto niveles de energia, la cual es
con frecuencia, de uno a tres o6rdenes de magnitud mejor que las de la
espectroscopia de absorcion.*3

1.17 TECNICAS DE CARACTERIZACION DE LAS NANOPARTICULAS DE
ORO

Tabla 2. Evaluacién de los costos para la deteccién de sensores cromogenicos

Costos de métodos aplicados en sensores cromogenicos

Métodos Espectroscépicos Costos por hora en equipos
Espectrofotometro UV-Vis $ 60.000
Espectrofotometro Fluorometro $ 110.000
Ensayos Electroquimicos $ 80.000 - 120.000
Lamparas Ultravioletas $ 10.000

Fuente: elaboracion propia.

Anteriormente mencionado los sensores cromogenicos presentan una sefial cuando
estan expuestos a un analito ya sea selectivo o no como puede tratarse de una
impureza, ademas de esto los sensores cromogenicos tiene la capacidad de dar
una respuesta en las propiedades Opticas de la molécula, para dar reconocimiento
y andlisis a estos cambios Opticos se necesita implementar de métodos
espectroscopicos. En la grafica 1, se mencionan varios equipos en los cuales se
obtienen los resultados de manera rapida y optima ya que los espectros pueden
verse en la pantalla del mismo equipo, dependiendo del tipo de sensor
coromogenico que se obtenga se escogera un equipo que se adecue a los cambios
Opticos como por ejemplo en el caso de las nanoparticulas tendremos cambios en
el plasmon de resonancia (superficie) por medio de los ligandos de especie
organica, se optara por Espectrofotdmetro UV-VIS, para analizar las bandas en las
que se excitan y aparece el PLRS, ademas se tendréd en cuenta que agregando el
analito en este caso sera el Mercurio Hg2+, tendremos cambios en las bandas de
valencia del ultimo orbital del oro ligado al GLU, por ende puede que estas bandas
tengan un alto grado de energia y puedan pasar a la banda de conduccion sin
problema y luego vuelvan a su esta inicial de energia en este paso se da el
fendbmeno oOptico de fluorescencia el cual es este caso optaremos con un

4 Abalos Aguado Tatiana. Sensores cromégenos Y fluorogenicos para la deteccién de cationes y
aniones. Universidad Politécnica de Valencia. 2011.
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espectrofotometro Fluorometro para determinar la banda més alta de fluorescencia
y determinar el rendimiento cuantico de estas nanoparticulas.

1.18 PROPIEDADES OPTICAS

Espectroscopia Ultra Violeta Visible

Esta técnica se basa en la absorcion de energia en forma de radiacion de todo el
campo ultravioleta-visible (radiacion con longitud de onda comprendida entre los
160y 780 nm). La absorcién exita a los electrones haciendo que estos tengan algun
tipo de desplazamiento, vibracion, apagamiento o emision que es producido por
algun fenédmeno 6ptico que pueden ser enlaces. La espectroscopia UV-Vis se utiliza
para la identificacion de los grupos funcionales presentes en una molécula.**

Figura 14. Espectro electromagnético de la luz visible.
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Fuente: VILADOMAT Mariette. Espectroscopia Uv-visible [En linea]. Consultado el 10 de
marzo del 2019. Disponible: www.es.slideshare.net/manuelgug/expo-espectroscopica.

1.18.1 Ley de Lambert Beer. Los métodos espectroscopicos de andlisis estan
basados en la medida de la radiacién electromagnética que es absorbida o emitida
por una sustancia. En funcion de ello se clasifican fundamentalmente en:

Métodos de absorcibn y Métodos de emision. Practicamente el material
supramolecular es excitado por otro tipo de energia (térmica, eléctromagnetica).

Ecuaciéon 2. Emision de fluorescencia

A=¢bc

Fuente: Garcia Andrea, Determinacion de rendimientos cuanticos de fluorescencia por
métodos indirectos. Universidad de Oviedo, julio del 2015-pag 07.

4 Servicios Técnicos de investigacion. ESPECTROSCOPIA ULTRAVIOLETA VISIBLE [En lineal.
Consultado el 11 de Septiembre 2019.
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Donde c se expresa en mol/L, b es la longitud del camino Optico (anchura de la
célula que contiene la disolucion de la sustancia) y se expresa en cm, y € es la
absorciéon molar (L mol-1 cm-1).4°

1.18.2 Rendimiento Cuantico de Fluorescencia. El rendimiento cuantico de
fluorescencia es optico que relaciona la capacidad de vibracidén que tiene el RSP en
la banda de conduccion, esta es la cantidad de fotones emitidos sobre los fotones
absorbidos a la longitud de onda de excitacion de la muestra.46

Ecuacion 3. Rendimiento Cuantico

Nem(Aex)
b= —emrex’
f Naps (ﬂ-ex)

Fuente: Garcia Andrea, Determinacion de rendimientos cuanticos de fluorescencia por
métodos indirectos. Universidad de Oviedo, julio del 2015 pag 07.

El espectro de la bandas de absorcion y emisién tienen ue comprarse con un
estandar que ya aparece reportado en la bibliografia y esta tiene caracteristicas
importantes dando respuestas opticas de fluorescencia grandes, este debe ser muy
parecido al de la muestra de nanoparticulas que se vaya a medir. La expresion que
provee la IUPAC para determinar el rendimiento cuantico por el método relativo es
la siguiente:

Ecuacién 4. Remplazo en el rendimiento cuantico de las nanoparticulas de oro.

1-10"4st 2 g 2 M
Ty 2 =Py 2 x % (ec.7)
st

Px=Pyy ———X
St1-10-4x “ 2, " I n% M

Fuente: Garcia Andrea, Determinacién de rendimientos cuanticos de fluorescencia por
métodos indirectos. Universidad de Oviedo, julio del 2015 pag 07.

Figura 15: Fluorescencia de Nanoparticuas de oro con CD.

Fuente: elaboracion propia.

4 Harris, D. C. Andlisis Quimico Cuantitativo. 32 ed. Capitulo 18. Ed. Reverté, 2007.

46 Gomez Pifieros Brayan. Nano-sensores fluorescentes basados en puntos cuanticos de CdSe/ZnS
para la deteccién de mercurio. Universidad Nacional de Colombia, Facultad de Ciencias Quimicas;
2018.
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1.19 PROPIEDADES ESTRUCTURALES

1.19.1 Espectroscopia de transmision infrarroja con transformada de Fourier.
Esta espectroscopia se fundamenta en la absorcion de la radiacion IR por las
moléculas en vibracion. Una molécula absorbera la energia de un haz de luz
infrarroja cuando dicha energia incidente sea igual a la necesaria para que se de
una transicion vibracional de la molécula. Es decir, la molécula comienza a vibrar
una determinada manera gracias a la energia que se le suministra mediante luz
infrarroja.4’

Pueden distinguirse dos categorias basicas de vibraciones: de tension y de flexion.
Las vibraciones de tension son cambios en la distancia interatémica a lo largo del
eje del enlace entre dos atomos. Las vibraciones de flexion estan originadas por
cambios en el angulo que forman dos enlaces. En la siguiente figura se representan
los diferentes tipos de vibraciones moleculares.

Figura 16. Espectroscopia Infrarroja.
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Fuente: Caracterizacibn de materiales cristalinos practica
guiada. Técnicas de Caracterizacion IR. [En linea]. Consultado
el 16 de julio 2019. Disponible:

www.ehu.eus/imacris/PIE06/web/IR.htm.

1.19.2 Difraccion de Rayos X. La difraccion de rayos X es uno de los fenbmenos
fisicos que se producen al interaccionar un haz de rayos X, de una determinada
longitud de onda, con una sustancia cristalina. La difraccion de rayos X se basa en
la dispersion coherente del haz de rayos X por parte de la materia (se mantiene la
longitud de onda de la radiacién) y en la interferencia constructiva de las ondas que
estan en fase y que se dispersan en determinadas direcciones del espacio.

47 Rubinson K.A., Rubinson J.F., “Analisis Instrumental”, Ed. Pearson Educacion, 2000.
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El fenomeno de la difraccion puede describirse con la Ley de Bragg, que predice la
direccion en la que se da interferencia constructiva entre haces de rayos X
dispersados coherentemente por un cristal:

Ecuacion 5. Ley de bragg

nA = ds en6

Fuente: Garcia Andrea, Determinacion de rendimientos cuanticos de fluorescencia por
métodos indirectos. Universidad de Oviedo, julio del 2015.

Figura 17. Difraccion de Rayos X

1 & Bragg's Law 1
T nd = 2dsin®

|
i
W)

Fuente: Caracterizacibn de materiales cristalinos practica
guiada. Técnicas de Caracterizacion IR. [En linea]. Consultado
el 16 de julio 20109. Disponible:
www.ehu.eus/imacris/PIEO6/web/IR.htm.

1.19.3 Calculos del diametro de un cristal por DRX. Ecuacion de Scherrer. Esta
ecuacion nos permite evidenciar el dimetro aproximado que tiene un cristalito.
Figura 18. Ecuacion de Scherrer

Ko
= = B cos O

Fuente: Materiales Nanoestructurados: Sintesis y Caracterizacion — Seminarios. [En linea].
Consultado el 10 de marzo 20109.
Disponible:www.uco.es/docencia/mejoradocente/docientia/material/semi-materiales-
nanoestructurados-sintesis-caracterizacion/.
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k es una funcion de forma la cual tiene un valor de 0.94
A es la longitud de onda de la radiacion (CuKa = 0.154178 nm)

B fue determinado de la integracion del ancho medio del pico experimental
(FWHM) con un valor de 0,4 (GSH) 0,45(CIS)

0 es el angulo de incidencia con un valor de 31,8

1.19.4 Microscopia Electronica de Transmisiéon. ElI microscopio electronico de
transmision (TEM) es un instrumento que aprovecha los fendbmenos fisico-atomicos
gue se producen cuando un haz de electrones suficientemente acelerado colisiona
con una muestra delgada convenientemente preparada. Cuando los electrones
colisionan con la muestra, en funcion de su grosor y del tipo de atomos que la
forman, parte de ellos son dispersados selectivamente, es decir, hay una gradacion
entre los electrones que la atraviesan directamente y los que son totalmente
desviados. La informacion que se obtiene es una imagen con distintas intensidades
de gris que se corresponden al grado de dispersion de los electrones incidentes.48

Figura 19. MET Microscopio Electrénico de Transmision.

Fuente: SILVA Héctor. Microscopios Electronicos de
Transmision (TEM). [En linea]. Consultado el 10 de marzo
2019. Disponible:  www.linan-ipicyt.mx/Microscopio_HR-
TEM.html.

8 Servicio de Microscopia Electrénica. Universidad Politécnica de Valencia. [En linea] Consultado el
4 de Septiembre 2019. www.upv.es/entidades/SME/info/753329normalc.html.
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1.19.5 Espectrometria de resonancia magnética nuclear. Es una técnica que
explota las propiedades magnéticas de ciertos nucleos. Las aplicaciones mas
importantes para su uso en quimica organica son la espectrometria RMN de
protones y la de carbono-13. En principio, la RMN es aplicable a cualquier ndcleo
que posea espin.

Cuando los materiales supramoleculares se encuentran en un entorno quimico con
variables y condiciones ideales, los diferentes protones en una molécula al ser
excitadas por una fuente de energia en este caso electromagnética estas resuenan
a frecuencias ligeramente diferentes, ya que estas se puede desplazar directamente
proporcionales a la fuerza del campo magnético en la que se encuentre los
electrones que interactdan con la superficie y el complejo con el cual se encuentra
funcionalizado, este campo se vuelve independiente en la regién electromagnética
y se le da valor adimensional conocido como desplazamiento quimico.*®

Figura 20. Bruker para RMN.

oG

500

UltraShield™

Fuente: Espectrometria de  resonancia
magnética nuclear. Espectrometria.com. [En
Linea]. Consultado el 4 septiembre 2019.
www.espectrometria.com/espectrometra_de_res
onancia_magntica_nuclear.

4 Espectrometria de resonancia magnética nuclear. Espectrometria.com. [En Linea]. Consultado el
4 septiembre 2019. www.espectrometria.com/espectrometra_de_resonancia_magntica_nuclear

49


http://www.espectrometria.com/espectrometra_de_resonancia_magntica_nuclear
http://www.espectrometria.com/espectrometra_de_resonancia_magntica_nuclear
http://www.espectrometria.com/espectrometra_de_resonancia_magntica_nuclear

1.20 IMPACTO AMBIENTAL CON MERCURIO EN COLOMBIA

Colombia es uno de los principales productores de metales preciosos como el oro,
segun cifras del Sistema de Informacién Minero Colombiano (SIMCO), en los
altimos cinco afios, practicamente todo el oro producido en el pais fue extraido por
los departamentos de Antioquia, Choco, Bolivar, Cauca, Caldas y Narifio, se
extraen entre 40 a 50 toneladas/afio, en el 2018 aproximadamente 45 toneladas/afio
de oro fueron obtenidos de la mineria artesanal®°.

La Red Por La Justicia Ambiental Colombiana, han demostrado que a nivel nacional
las actividades industriales y mineras contienen en sus residuos iones de metales
pesados como el mercurio; especificamente la actividad minera hace que los indices
de contaminacién se eleven, independientemente de la técnica aplicada en
extraccion (artesanal o industrial), el mercurio se adhiere al oro, formando una
amalgama que facilita su separacion de la roca, arena u otro material®!, posterior a
esto, se calienta la amalgama para que se evapore el mercurio y el producto final
sea oro. Este proceso de produccion tiene repercusiones a largo plazo, generando
problemas de salud graves por intoxicacion, en Colombia existe uno de los niveles
mas altos en impacto ambiental por mercurio, liberando al ecosistema entre 50 a
100 Toneladas/Afio.%2.

La Organizacién Mundial de la Salud (OMS) destaca que el consumo de agua
contaminada por mercurio tiene un estandar de concentraciéon menor a 0,02 ppm
para gue sea apta para el consumo humano, no obstante, se ha detectado que en
varios municipios de Colombia hay un indice de concentracion de 0,03 ppm y en
regiones donde hay explotacién minera es hasta de 0,08 ppm. El Ministerio de
Ambiente, Vivienda Y Desarrollo Territorial en la resolucion 2115 del 2007,
establece el valor maximo aceptable del mercurio es de 0,01ppm.

0 Mercurio en la mineria del oro: impacto en las fuentes hidricas destinadas para consumo humano,
Farith A. Diaz-ArriagaDepartment of Civil, Architectural and Environmental Engineering, Cockrell
School of Engineering. The University of Texas at Austin, U.S.A.

51 Porosimetria del mercurio con métodos fisicos, normativa, proceso y procedimiento experimental,
Universidad de CEDEX.

52 Red de la Justicia Ambiental Colombiana, resoluciones nacionales, [En Linea]. Consultado el 2 de
Septiembre.www.justiciaambientalcolombia.org/herramientas-juridicas/mercurio/
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Figura 21. Ciclo del mercurio y mineria ilegal.

en molinos caseros, hasta conseguir
una pasta

convirtien en Metilmercurio

{mercurio orgnico)

liberan distintas cantidades de mercurio

Fuente: Contaminacion de mercurio en el medio ambiente. Disponible: Services, H.
Toxicological Profile for Mercury. In ATSDR'’s Toxicological Profiles; CRC Press, 2002.

El proyecto se orienta en el desarrollo y la aplicacién de un procedimiento sencillo y
econdémico para la deteccion de mercurio en muestras de agua, en la que cualquier
persona pueda acceder y verificar en tiempo real que hay presencia de mercurio en
el medio acuosos. Y de este modo, evaluar la comparacion de los métodos
analiticos tradicionales, los cuales requieren de un equipo especializado y en
algunos casos costoso, para el mismo propdésito. La propuesta a desarrollar emplea
nanoparticulas de oro que se caracterizan por sus propiedades épticas, las cuales
se modifican con la captura de mercurio generando cambios de coloracion y
cambios en las propiedades fluorescentes®?, perceptibles incluso cualitativamente.
Las nanoparticulas no son toxicas ni peligrosas, su obtencion se realizara por
sintesis verde empleando reactivos no contaminantes a presion atmosférica y
temperatura controlada®®. La interaccion del mercurio se realizard empleando
ligandos tiofilicos que pueden incorporarse en la superficie de las nanoparticulas y
ademas coordinar el mercurio, para realizar mediciones cuantitativas y cualitativas.

A continuacion en la tabla 2, de acuerdo a los antecedentes se evidencian los tipos
de sintesis que se realizaron en cada investigacion, evaluando el precursor en este
caso el HAuCIl4, o en algunas sintesis también se evaluaron con puntos de carbono
CD, los ligantes para el acople en la superficie que fueron L-GLU, L-CIS, L-MET. Se
evaluaron precursores de especie inorganica con el fosforo u otros metales como la

53 Granados, Oliveros G. Sintesis y caracterizacién de las propiedades 6pticas de puntos cuanticos
de CdSe y CdSe/znS. 31 Mayo del 2017.

54 Sistema de deteccién de "fluencia" basado en nanoparticulas de oro para la deteccién selectiva
de iones de mercurio en solucién acuosa, por los autores Sohee Choi y Youngmi Kim, del
Departamento de Quimica, Instituto de Nanosensores y Biotecnologia, Universidad Dankook 448-
701.
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plata y el hierro que le dan el soporte selectivo a la superficie del material
supramolecular.

Ademas, se evaluaron las variables de proceso mas importantes que influyen en la
parte Optica de los materiales supramoleculares, en este caso tenemos la
temperatura que anteriormente se ha mencionado que es la variable mas importate
a controlar ya que los nanoparticulas pueden sufrir de aglomeracion y afectar las
propiedades opticas al momento de medir el espectro en el equipo, en conclusion
con los antecedentes la temperatura optima de sintesis es de 20 a 40 °C solo para
las nanoparticulas de oro si estas se acoplan con otro material supramolecular como
se referencia los puntos de carbono necesitan otra temperatura de sintesis solo para
estas que pueden ser de 100 a 180°C dependiendo el precursor de carbono que se
aplique, es importante tener en cuenta que cuando se realiza la sintesis por
microondas la temperatura se puede graduar y la variable del tiempo disminuye a lo
que es el tiempo 6ptimo de reaccion que en este caso es de 1 a 8 horas, también
evaluando la sintesis si tiene mas de un precursor que necesite mayor tiempo de
reaccion.

La conservacion de los materiales supramoleculares depende mucho de la
temperatura de refrigeracion, ya que esta variable es importante al momento en que
el materia posee defectos superficiales y esta lo que hace es que “frena” el proceso
de defectos superficiales, ya que no se genera aglomeraciones ni disoluciones, la
temperatura optima es la de refrigeracion que esta entre 2 a 4°C.

Cuadro 1. Comparacion de sintesis de nanoparticulas con cada variable

Quimis | Sintesis Variables de | Referencia
ensor operacién
AUNC- | Sintesis a reflujo, | Soluciones Multicolorful  fluorescent-
CD’s con precursor de | equimolares 1:1 | nanoprobe Composed of
HAuCI4 y reductor | Temperatura: 37 °C | Au Nanocluster  and
NaOH. Tiempo : 12 horas | Carbon Dots for
Refrigeracion: 4 °C | Colorimetric and
Agitacion: 300 rpm | Fluorescent Sensing Hg2+
and Cr6+.
CD - | Sintesis en bafio | Soluciones Carbon dot cluster as an
AuNC + | frio, con precursor | equimolares 1:2 | efficient “off-on”
GLU de HCL y Aulll, | Temperatura: 5 °C | fluorescent probe to detect
ligando GSH Tiempo 1 hora | AU(lll) and glutathione.
Refrigeracion: 3 °C
Agitacion: 800 rpm
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Cuadro 1. (Continuacion)

HAuCL4,P205,
Ligando metionina.

Refrigeracion: 4 °C
Agitacion: 850 rpm

Quimis | Sintesis Variables de | Referencia
ensor operacion
CD - | Sintesis a reflujo, | Soluciones Fluorescent probes for “off-
AUNC + | con precursor CD y | equimolares 1:1 | on” highly sensitive
CIS HAuCL4, Temperatura: 30 - | detection of Hg2+ and L-
(C6H807-H20), 180°C cysteine based on
Ligando Cisteina. Tiempo : 8 horas | nitrogen-doped carbon
Refrigeracion: 3 °C | dots.
Agitacion: 800 rpm
CD - | Sintesis a | Soluciones Ratiometric  fluorescence
AuNC temperatura equimolares 3:1 | sensor based on
Radio ambiente, con | Temperatura: 22 °C | dithiothreitol modified
precursor HAuCL4, | T.A carbon dots-gold
PBS, Ligando | Tiempo:microwavin | nanoclusters  for  the
GSH. g 8 mn | sensitive  detection  of
Refrigeracion: 4 °C | mercury ions in water
Agitacion: 900 rpm | samples, Sensors.

GQD - | Sintesis a | Soluciones Interfacingwatersolublena
AuNp temperatura equimolares 1:1 | nomaterialswithfluorescen
ambiente, con | Temperatura: 15 °C | cechemosensing:

precursor HAuCL4, | Tiempo:microwavin | Graphene
Ligando GSH-QD. |g 10 mn | quantumdottodetectHg2p
Refrigeracion: 4 °C | in 100%aqueoussolution
Agitacion: 900 rpm
AuNp- | Sintesis a | Soluciones Phosphorus-doped carbon
L- temperatura equimolares 1:1 | dots for sensing both Au
Methio | ambiente, con | Temperatura: 15 °C | (Ill) and L-methionine
nine precursor Tiempo: 30 mn
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Cuadro 1. (Continuacion)

Fe304- | Sintesis a reflujo, | Soluciones DNA Modified Fe304-Au
Au con precursor | equimolares 1:2 | Magnetic Nanoparticles as
Nanopa | HAuCL4,Fe304, Temperatura: 45 °C | Selective  Probes  for
rticles Ligando GSH - | Tiempo: 3 horas | Simultaneous Detection of
of CYS Refrigeracion: 4 °C | Heavy Metal lons
detecti Agitacion: 500 rpm
on Hg
AuNp + | Sintesis a reflujo y | Soluciones
GLU bafio en frio, con | equimolares 1:1
precursor HAuCL4, | Temperatura: 30 °C
NaBH4 Ligando | Tiempo: 2 horas ESTE PROYECTO
GSH - CYS. Refrigeracion: 4 °C

Agitacion: 600 rpm

Fuente: elaboracion propia.
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2. DISENO METODOLOGICO

2.1 REACTIVOS

Se obtuvo de Sigma Aldrich (EE.UU.) Cloruro de Oro (AuCls), Borohidruro de Sodio
(NaBH,), Glutation (Glu), Cisteina (CIS), Sulfato de Quinina (C20H24N202), Cloruro
de Mercurio (HgCl,), todos estos en estado puro.

Se obtuvo de Panreac (Colombia) Hexano, cloroformo, acetato de Etilo, etanol y
metanol al 99,8% y agua desionizada, todo grado analitico.

2.2 SINTESIS DE NANOPARTICULAS DE ORO EN BANO FRIO

Se prepararon AuNp ligados con Glutatién y Cisteina, por el método de Buttom Up,
en dispersion coloidal a bafio en frio.

Figura 22. Sintesis de AuNp en bario frio.

— = S

Fuente: elaboracién propia.

Esta metodologia que se presenta a continuacion es propia del grupo de
investigacibn Nano-Inorganica, las variables del proceso fueron definidas
anteriormente en el capitulo 1, para la validacién de las BPL se basaron en los
antecedentes donde se podra replicar el método continuamente.>®

Para ello, se preparé 30 mL de una solucion de 0.2 mM de borohidruro de sodio y
se afladen a un balén de fondo redondode 100 ml, con agitacibn magnética y
colocandolo en un bafio de hielo por 20 minutos. En otro balon de 100 ml se afiade
20 mL de una solucién 0.1 mM de precursor del metal (HAgCls). Esta soluciéon se
coloca en un bafio de hielo y se afiade 3 mL de la solucién del ligando al 3% con

5555 Liying Yu, Lingyu Zhang, Guojuan Ren, Shuang Li. Multicolorful fluorescent-nanoprobe
Composed of Au Nanocluster and Carbon Dots for Colorimetric and Fluorescent Sensing Hg2+ and
Cr6+. 23-1-2018.
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agitacion magnética. Posteriormente, se afiade la solucion de NaBH4 helada, gota
a gota a la solucion del metal. La reaccion se deja a temperatura ambiente
manteniendo la agitacion. La solucion se purifica con cloroformo para eliminar
impurezas, finalmente se centrifugan las nanoparticulas.

Figura 23. Diagrama de flujo de la sintesis de AuNp en bafio frio.

METODOLOGIA: SINTESIS VERDE EN BANO FRIO

Solucion 1 i
Solucidn 3 Yo
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GSH 6 CI8 SO Tl | Agregamos
En 20ml d e - 8| siniy2
a .
= l‘g““ deS0ml [ G A _
Solucién 2 En un beaker, se agtepa \j Se monta el bafio frio y
0,2 mM NaBH4 gotaa gota. se pasa 2 un balon de
L 100z Temperatura de 3°C
Agitacién 2 600 tpm
Tiempo 2 horas de mxn
Purificacion con
solventes organicos

(Clotoformo)

Precipitacion de Solucién coloidal

10mlANp +25 | AuNp's Solidas
ml de metanol +
25l AE

de AuNp's

Centrifuga a 800 rpm (purificadas)

Fuente: elaboracion propia.
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2.3 SINTESIS DE NANOPARTICULAS DE ORO A REFLUJO

Se prepararon AuNp ligados con Glutation y Cisteina, por el método de Buttom Up,
en dispersion coloidal a reflujo.

Figura 24. Reflujo de las AuNp.

Fuente: elaboracion propia.

Para ello, se preparé 30 mL de una solucién de 0.2 mM de borohidruro de sodio y
se afladen a un balén de fondo redondode 100 ml, con agitacibn magnética por 20
minutos. En otro balén de 100 ml se afiade 20 mL de una solucién 0.1 mM de
precursor del metal (HAgCls). Esta solucion se coloca a reflujo y se afiade 3 mL de
la solucion del ligando al 3% con agitacion magnética. Posteriormente, se afiade la
solucién de NaBHa, gota a gota a la solucion del metal con él ligando. La reaccion
se deja a temperatura de 30°C, manteniendo la agitacion. La solucion se purifica
con un embudo de decantacion con cloroformo para eliminar impurezas, finalmente
se centrifugan las nanoparticulas a 800 rpm.>®

Para la obtencién de los materiales supramoleculares como las nanoparticulas de
oro siguen el método de sintesis bottom Up, ya que estas empiezan desde atomos
y moléculas como en este caso la molécula de Cloruro de Oro (AuClI3) que por
medio del control de variables del proceso de sintesis llegan a crecer como
particulas supramoleculares. La reduccion por una sal metélica se produce por
medio del Borohidruro de Sodio (NaBH4) que reduce el precursor de AuClI3 a varios
estados de valencia que presenta el metal Oro (Au).

% Liying Yu, Lingyu Zhang, Guojuan Ren, Shuang Li. Multicolorful fluorescent-nanoprobe Composed
of Au Nanocluster and Carbon Dots for Colorimetric and Fluorescent Sensing Hg2+ and Cr6+. 23-1-
2018.
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Figura 25. Diagrama de flujo de la sintesis de AuNp a reflujo.
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Fuente: elaboracién propia.

La sintesis que se presenta en la figura 23 y 24, menciona las condiciones optimas
para que lleguen a la escala nanometrica sin que sufran ningun tipo de
transformacién en la parte estructural ni en sus propiedades épticas, por eso al
controlar la temperatura a 30°C y 3°C nos aseguramos que no se modificaran las
propiedades Opticas y ni posibles aglomeraciones mientras el precursor de H[AuCI3]
entra en contacto con el ligante de L-GLU con una agitacion de 600 rpm donde se
encuentra estabilizada y en solucién coloidal, al agregar el agente reductor este
necesita agregarse en funcion del tiempo el cual necesita alimentar la solucion en
un intervalo de 10 segundos ( gota a gota ) para que este al incorporarse a la
solucién reaccione completamente con el precursor y el ligante ya que este busca
la reduccion del estado de oxidacién de la molécula de oro para llevar a cabo el
proceso de, primero el tamafio de particula y segundo llegar al estado de oxidacién
optimo que es su mayoria seria Au (-) al cabo de un tiempo de 2 horas.
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2.4 CARACTERIZACION DE LA NANOPARTICULAS DE ORO LIGADAS CON
L-GLUTATION Y L-CISTEINA

Todos los equipos utilizados para la elucidacion de las propiedades Opticas y
estructurales pertenecen a la Universidad Nacional de Colombia por lo tanto las
referencias de cada equipo son Unicas y posterior a esto cada equipo se encuentra
calibrado sin margen de error.

2.4.1 Propiedades Opticas UV-Vis y Fluorescencia. Para elucidar los espectros
de absorcibn de complejos coloreados de las nanoparticulas se utilizd el
espectrofotometro UV-Vis EMC-11-UV con una lampara de tungsteno. Las
absorbancias de las AuNp se midieron segun la ley de Beer-Lambert el cual se
realiz6 por cada uno de los ligandos utilizados.

Los espectros de fluorescencia se midieron en el espectrofluorometro Cary Eclipse,
con una lampara de Xenon como fuente de excitacién. Se utilizé Sulfato de Quinina
como solucién estandar del rendimiento cuantico de fluorescencia (®r) el cual para
el sulfato de quinina es de 0.94 disuelta en &cido clorhidrico, el cual la longitud de
excitacion es de 360 nm.

2.4.2 Propiedades Estructurales FTIR, DRX, TEM. El analisis Espectroscopia de
transmision infrarroja con transformada de Fourier (FT-IR) de las AuNp se midieron
en un espectro Thermo Scientific Nicolet iS10; para el analisis de difreaccion de
rayos X (DRX) de las AuNp se hicieron en un difractometro PAnalytical modelo
X pert PRO-MPD, con tubos de generacion de rayos X con anodos de Cu (cobre),
Mo (Molibdeno) y Fe (Hierro), operando a 45 kV y 40 mA con una una A = Cu-Ka
(1.54A).

Para el analisis de Microscopia Electrénica de Transmision (TEM) de las AuNp se
hicieron en un microscopio de transmicion de la fundacién Santa Fe de Bogot4, el
microscopio electrénico de transmisién emite un haz de electrones dirigido hacia el
objeto que se desea aumentar ya que los electrones rebotan o son absorbidos por
la membrana y otros lo atraviesan formando una imagen aumentada de las AuNp.

2.5 EVALUACION DE LA SUPERFICIE DE LA NANOPARTICULA DE ORO
CON LOS LIGANDOS (GLU Y CIS)

Por medio de Espectroscopia de Resonancia Magnética Nuclear (RMN), se
elucidara la estructura molecular del ligando y el enlace del cluster de oro, por medio
del coeficiente de difusiéon en 2D (DOSY).

Por ultimo el andlisis de RMN 1H protonico se hicieron en un espectrometro de RMN
Bruker 400 UltraShield equipado con una sonda de observacién de banda ancha
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(BBO) de gradiente z de 5 mm que funciona a 400 MHz (para la frecuencia 1H).
Para los experimentos de difusion en RMN 2D (DOSY) Diffusion Ordered
Spectroscopy, bajo una secuencia basica de pulsos (PFGSE) Pulsed Field Gradient
Spin-echo Experiment.

. Se preparan muestras purificadas y en estado sélido ( Np L-GSH y Np L-CIS
) en los tubos de RMN con Cloroformo Deuterado.

. Segun los resultados obtenidos mediante la técnica se analiza el estado de
la estructura por medio de un analisis de coeficiente de difusion

. (DOSY).

. Se propone un mecanismo de reaccion para la interaccién del mercurio con

las nanoparticulas.

2.6 EVALUACION DEL EFECTO DEL MERCURIO SOBRE LAS PROPIEDADES
OPTICAS DE LAS NANOPARTICULAS DE ORO

La evaluacidon del efecto del mercurio en las nanoparticulas de oro, tiene como
efecto la modificacidon de las propiedades 6pticas en la superficie de la nanoparticula
gue seran analizadas por el espectrofotometro UV-VIS y Fluorometro que registrara
la respuesta en la banda de valencia del analito que interfiere con una cadena de
acido carboxilico de glutation.

Se escogio la sintesis a reflujo con precursor de H [AuCI3] y L-GLU, ya que esta
tuvo un porcentaje de precipitados de nanoparticulas del 89 % a comparacién de la
sintesis en bafio en frio que tuvo un porcentaje del 68%. Segun los antecedentes
se requiere que la sintesis que se llevan a aplicaciones para sensores
cromogenicos, tenga un alto grado de dispersion coloidal y tamafio de particula
constante en entre una colonia de 120 moleculas, ya que para llevarlas a un proceso
en funcién del tiempo estas deben reaccion por 20 minutos a 400 rpm y a
temperatura ambiente, ya que por medio de estas operaciones no se generaran
aglomeracion o contaminacion en la solucion. En la superficie de los materiales
supramoleculares los analitos se pueden acoplar debido a la selectividad que tenga
con estos, en este caso el mercurio como anteriormente mencionamos tiene gran
afinidad con el oro, sin embargo para que este reaccione en su totalidad hay que
agregar a la solucion precursora un volumen especifico para garantiza el acople,
para una muestra con 0,1 UM de precursor debe agregarse el analito 1:1, 1:2,1:3,1:4
y 1:5.
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Se prepardé una solucion acuosa de AuNp con L-Glutatibn en un volumen de
solucién acuosa de Hg?* para obtener una mezcla de AuNp 130 ppm en una
concentracion de 0.001uM, 0.002uM ,0.003uM, 0.004uM y 0.005uM, se dejan a
agitacion magnética por 20 minutos a 400 rpm, posterior a esto se midio la
intensidad de fluorescencia a 420 nm, ademas se midieron las absorbancias,
midiendo a 260 nm aparece el plasmon de resonancia.
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3. RESULTADOS Y DISCUSION

Las AuNp se sintetizaron por el método de sintesis verde por solucion coloidal en
bafio frio y a reflujo, el cual en bafio en frio a 2 °C en constante agitacion se obtuvo
una nanoparticula con un diametro estable, ademas se sintetizaron a reflujo a 40 °C
en constante agitacion donde la nanoparticula aumento de didmetros sin embargo
se mantuvo estable.

Para la purificacion de las AuNp se realiza con cloroformo para eliminar impurezas,
posterior a esto se llevan a centrifugacion por 20 minutos a 800 rpm, dejando
algunas nanoparticulas en el fondo del vaso de precipitados, tenemos que tener en
cuenta que por ser un metal que tiene un peso molecular de 196.9 g/mol pero no
solo se tiene el oro puro ademas este esta con una sal AuCI3 con un peso molecular
303.33 g/mol, las nanoparticulas tienen a precipitar por ellas mismas en un
determinado tiempo de 20 minutos, para aumentar el nivel de precipitado utilizamos
solvente apolares como en este caso Acetato de Etilo y Metanol, se llevaron a
centrifugacion por 20 minutos a 800 rpm y se observa que una gran cantidad de
nanoparticulas han precipitado en el fondo, sin embargo para obtenerlas en fase
sélida, se requiere dejarlas reposar a temperatura ambiente por 24 horas para que
se evapore las trazas de agua o de solventes, pasado el tiempo se obtiene un
polvillo de color marrén oscuro y muy fino, si se dejan méas tiempo al medio ambiente
por un largo periodo de tiempo estos tienden a formar cristales.

Para la sintesis con los ligandos tioderivados glutatién y cisteina se alcanza el
objetivo de que este se acople a la superficie de la nanoparticula por medio de una
interaccidon de enlace covalente coordinado, este ligante hace que las propiedades
Opticas de la AuNp se modifiqguen en cuando a la absorcién de esta y la emision. En
fluorescencia la excitacién esta en una longitud de onda de 360 nm y la emision en
420nm el cual me indica que la nanoparticula posee una leve fluorescencia que se
determind por el rendimiento cuantico, esto es debido a que la AuNp posee un
plasmon de resonancia magnética y este le permite absorber y liberar en forma de
vibraciones el cual en la regién del ultravioleta se ve reflejado.

El alcance de este proyecto es evaluar la interaccién que el mercurio provoca en las
AuNDp, el cual ya anteriormente mencionado por ser un material conductor le permite
absorber fotones para emitirlos en un rango terminado del espectro visible, por ende
se opta por evaluar un quimio sensor colorimétrico — Fluorescente que me permita
evidenciar el fendmeno fisico-quimico de la fluorescencia que es el Quenching (el
aumento o disminucion de la fluorescencia en un material).
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3.1 PROPIEDADES OPTICAS

3.1.1 UV-Vis. A partir de los espectros de absorcion de las AuNp, el pico de
absorcion 6ptico mas alto es de 528nm con ligando de glutation y 531nm con ligando
de cisteina, que se encuentra en la region visible. Podemos decir que ha aparecido
el Plasmon de resonancia de las AuNp en esa banda de absorcion. Ver en la gréafica
1.

Gréfica 1. Espectros UV-VIS (Azul — Glu, Rojo- Cis)
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Fuente: elaboracion propia.

3.1.2 Fluorescencia. El rendimiento cuantico fluorescente de las nanoparticulas en
la grafica 2 se determina con una excitacion a 360 nm como estandar el sulfato de
quinina disuelto en acido sulfarico (0,5 M), que entra en un rango de los 360nm a
450 nmy se evidencia un pico maximo en 425nm para las AuNp con Glu y de 430nm
para las AuNp con Cis. Obtenemos un rendimiento cuantico del ®=5% AuNp-Glu y
®=7% AuNp-Cis. Ver en la gréfica 2.
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Gréafica 2. Espectro de Fluorescencia (Rojo-Glu y Azul-Cis).
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Fuente: elaboracién propia.

3.2 PROPIEDADES ESTRUCTURALES

3.2.1 Espectroscopia de transmisién infrarroja con transformada de Fourier
Grafica 3. FT-IR Glutation.
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Fuente: elaboracion propia.
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El espectro FT-IR, en la grafica 3 se muestra el pico centrado caracteristico del &cido
carboxilico Glutation y cisteina, en la regiéon de 2500 cm~! donde se encuentra el
grupo tiol SH, que es de gran importancia cuando se acopla a la superficie de la
nanoparticula de oro ya que por medio de un enlace covalente coordinado se enlaza
en el altimo orbital del oro con una configuracion electrénica de 4F14 5d9 6p2 y en
su extremo con el grupo tiol con estado de oxidacion S-H 1.

Gréfica 4. FT-IR de la AuNp (rojo — GLU, azul — CIS).
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Fuente: elaboracion propia.

El espectro FT-IR, en la grafica 4 se muestran los picos centrados en 3334 y
1635¢m~1. La amplia e intensa absorbancia a 3332cm™! es la caracteristica del
grupo funcional hidroxilo en alcoholes y compuestos fendlicos que regular la acidez
de la nanoparticula y hace parte de la cadena de los acidos carboxilicos del ligante
organico. La banda a 1635¢m™! puede asignarse a la banda de amida C = O por
las proteinas que el ligando (L-glutation) se ha unido a la superficie de las

65



nanoparticulas, en 3002 cm™~! esta el grupo CH, la banda en 2103cm™? representa
el benceno arométicoC=Cyen 756 C = S.

3.2.2 Difraccion de Rayos X. El difractograma de rayos X, la gréfica 6, muestra un
pico en la region de 3.8 A. Por los indices de Miller nos da a entender que se
encuentra el oro una direccion de deslizamiento de [111], correspondientes a la
celda cubica centrada en las caras del Au, con 4 &omos por celda, factor de
empaguetamiento de 0,74, constante de red 0,408nm y un radio atdmico de
0,144nm, con la ecuacion de Scherrer se sabe que el tamafio de la nanoparticula
es aproximadamente de 21,54nmy 19,18nm. Ver grafica 5.

Gréfica 5. Referencia de difractograma de rayos X de la banda del oro (Au).
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Fuente: Gold-Coated Iron (Fe@Au) Nanoparticles: Synthesis, Characterization, and
Magnetic Field-Induced Self-Assembly. Disponible: Journal of Solid State Chemistry 159,
26}31 (2001).
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Grafica 6. DRX de AuNp con CIS y AuNp con Glu.
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3.2.3 Microscopia Electronica de Transmision. Se determiné el diametro de
particula por medio del software ImageJ, el cual se mide la escala nanometricay se
ajusta a la superficie de la micrografia, por medio una red de interface se ajusta a
los granos que sigan el rango de la escala especificada y esta cuenta las colonias y
arroja un promedio estandar de diametro que tomo el software. Ademés, se
determino el diametro de particula de forma manual con el mismo software pero
esta vez solo tomando la escala nanometrica y manualmente se van ajustando a los
granos que tomemos o consideremos “nanoparticula” sin tomar espacios no
deseados. Ver grafica 7.

Grafica 7. TEM -CIS y TEM- GLU

68



Tabla 3. Comparacion de ligando de acuerdo al tamafio de particula

Diametro de
particula Desviacion del Desviacion
LIGANDO (nm) Std. Dev. (%) software manual
L-Glutation 21,1 12,4 0,77 0,35
L-Cisteina 18,9 10,5 0,63 0,56

Fuente: elaboracion propia.

La Micrografia se evidencia en la grafica 7, la homogeneidad en la dispersion de
las particulas expuestas, con un andlisis de frecuencia vs tamarfo de particula en
cual da como resultado que para las nanopatrticulas ligadas con glutation el diametro
de estas es de 21,1nm, mientras que las nanopatrticulas ligadas con cisteina tienen
un didametro de 18,9nm.

Grafica 8. Histograma de AuNp — Glu
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Grafica 9. Histograma AuNp + L-Cis
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Fuente: elaboracion propia.

3.2.4 Espectroscopia de Resonancia Magnética Nuclear. Los espectros de RMN
proténicos de los ligandos sefializan los tres picos tipicos de la Cisteina pura se
evidencian de manera pronunciada, se denotan variaciones en desplazamientos
qguimicos, debido a enlaces de caracter electrostaticos con complejos diferentes de
la cisteina, generando un efecto de proteccion/desproteccion en la banda de

conduccion donde se encuentran los electrones del oro.

Grafica 10. RMN 1H protoénico del ligando L-cisteina, RMN de AuNp + L-CIS
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Fuente: elaboracion propia.
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Grafica 11. RMN 1H protonico del ligando L-Glutation y RMN AuNp + L-GLU
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Fuente: elaboracién propia.

Los espectros de RMN proténicos de los ligandos sefalizan los seis picos tipicos
del Glutation puro, se denotan variaciones en desplazamientos quimicos, debido
a enlaces de caracter electrostaticos con complejos diferentes del glutation,
generando un efecto de proteccién/desproteccion en la banda de conduccién donde
se encuentran los electrones del oro.

3.2.4.1 RMN DOSY 2D. Las interacciones que se generan entre un ligante con la
superficie de la nanoparticulas de oro, se puede emplear con la técnica RMN 2D
DOSY. La técnica se evidencia cuando hay presencia de la baja sefializacion de la
variacion del gradiente magnético, se puede estimar la constante de difusion del
nanomaterial.

Ecuacion 6. RMN DOSY

Fuente Santos Leonardo. Espectroscopia difusional, separaciéon e identificacion de
componentes en un solo espectro. Mayo del 2013.

71



Determinando los valores de la ecuacion y con el software que permite manipular el
espectro calculando la constante de difusion por medio de pulsos de energia que el
nanomaterial presenta por medio de los protones en funcién de la intensidad por
ende el pico de RMN sigue el modelo de una funcién exponencial bajo una
constante de decaimiento que es directamente proporcional a la constante de
difusién, uniendo estas funciones se genera un transformada de Laplace que es el
resultado del mapa 2D — denominado en RMN — DOSY , en donde en el eje X
tenemos el desplazamiento quimico (8) y en el eje Y la constante de difusién (D).57

Gréafica 12. DOSY RMN (Glutation), DOSY RMN (AuNp+L-Glu)
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Fuente: elaboracién propia.

57 Zhao, C.; Bai, Z.; Liu, X.; Zhang, Y.; Zou, B.; Zhong, H. Small GSH-Capped CulnS 2 Quantum
Dots : MPA-Assisted Aqueous Phase Transfer and Bioimaging Applications. 2015, 1-27.
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El espectro nos arroja un coeficiente de difusion por medio de una transformada
Bayesiana, el cual el espectro nos indica que para el glutation en la regio en 1,67
ppm el DOSY: 4x10~*, cuando interactia con el clister de oro por medio de un
enlace coordinado covalente la constante se ve desplaza ligeramente en la region

de 1,50ppm y DOSY: : 7x107%.
Gréafica 13. DOSY RMN (Cisteina), DOSY RMN (AuNp+L-Cis)
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Fuente: elaboracion propia.

El espectro nos arroja un coeficiente de difusion por medio de una transformada
Bayesiana, el cual el espectro nos indica que para la Cisteina en la regio en 1,32
ppm el DOSY: 2x10~°, cuando interactiia con el clister de oro por medio de un
enlace coordinado covalente la constante se ve desplaza totalmente en la regiéon de

1,54ppm y DOSY: 3x107*.
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3.3 EVALUACION DEL EFECTO DEL MERCURIO, SOBRE LAS PROPIEDADES
OPTICAS DE LAS NANOPARTICULAS DE ORO

La evaluacion de la respuesta de la nanoparticula de oro cuando esta se encuentra
con el mercurio se observa que el Hg?* disminuye la fluorescencia de la AuNp ligada
con L-Glu, ademas, induce un corrimiento hacia el ultravioleta azul de la banda de
emision, esta es una respuesta electromagnética hacia las longitudes de onda mas
cortas que estan en la superficie de la nanoparticula de oro, de mayor frecuencia y
energia como lo es el RSP por medio de vibraciones. Asi, que el enlace competitivo
entre el Hg?* con el azufre del tiol en el glutation, provoca que la superficie de la
AuNp ligada con L-Glu quede libre, resultando la acoplaje de manera transitoria y
las dislocaciones superficiales de las AuNp van aumentando, provocando la
disminucién de la fluorescencia de la AuNp.

Gréfica 14. Espectros de absorcion de las AuNp + L-Glu a diferentes
concentraciones de Hg2+, y la variacion de la longitud de onda de emisién y del
primer plasmon de resonancia.
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Fuente: elaboracion propia.

A continuacién se muestra la grafica de comparacion de la fluorescencia con
respecto al modelo de stern Volmer como las primeras bandas donde aparece el
plasmon de resonancia interactuando con el analito de mercurio en la superficie.

La respuesta de los fendmenos opticos, se debe a la formacion del complejo
coloreado entre Hg?*+Glu y los cambios fisicos generados en el quimiosensor de
AuNpcon L-Glu, se propone el siguiente mecanismo de deteccién de mercurio por
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las AuNps. Esta fuerte afinidad del glutation por el mercurio, que compite con la
interaccion del Au de la AuNp, es por el enlace de grupo SH.>®

Grafica 15. Espectros de Fluorescencia excitados a 360nm, y la variacion de la
longitud de onda de emision y del primer plasmon de resonancia.
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Fuente: elaboracién propia.

Las nanoparticulas de oro presentan mayor selectividad a los enlaces de covalentes
del Hg, ya que este le brinda mas estabilidad al material ya que
termodinamicamente la constante de solubilidad es de (Kps(HgS) = 1,6x10-52) y
(Kps(AuHg) = 2,0x10-13),59 es to se debe a que busca formar el proceso quimico
de amalgamacién de oro y Hg, sin embargo no olvidar la naturaleza tioderivada del
ligando que tiene especificidad por los iones SH, formando asi, un complejo
coloreado de Hg2+ y Glu que se observa indirectamente a altas concentraciones de
mercurio.

La fluorescencia como anteriormente lo mencionamos da la respuesta energética
gque en este caso el fendbmeno Optico detectado es el apagamiento de la
fluorescencia, teniendo encuento que el rendimiento cuantico de las nanoparticulas
es bajo del 7%, sin embargo en presencia del analito el recptor de oro tiende a
enlazarce y pierde su energia o su desactivacion. Para tener encuenta este proceso
podria considerarce de manera lineal ya que a mayor concentracion de analito
menor es la sefial de fluorescencia lo que indica que el tiempo de vida media
dependen del estado de excitacion del material, lo cual puede seguir el modelo

58 Pearson, R. G. Hard and Soft Acids and Bases. J. Am. Chem. Soc.1963, 85 (22), 3533—-3539.
% Dean, J. A. Lange’s Handbook of Chemistry; McGraw-Hill, 1990; Vol. 5.
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matematico que propone Otto Stern y Max Volmer.8° El modelo se interpreta con la
ecuacion:

Ecuacion 7. Modelo stern volmer

(Io/Iiq) =1+ Ksv [Q]

Fuente: J. R. Lakowicz. Principles of Fluorescence Spectroscopy, 2nd ed., Kluwer
Academic/Plenum Publishers, New York (1999). pg 1.

Las constantes

lo es la intensidad de fluorescencia.

lig) es la intensidad de fluorescencia.

Ksv es la constante de Stern Volmer

[Q] es la concentracién del analito de mercurio

La deteccion de Hg?* se representa con el limite de deteccion experimental del
quimiosensor (LD) que también sigue un modelo lineal en sefalizacion. Este puede
variar de manera directa o indirectamente proporcional ya que este demuestra e
nivel de sensibilidad del quimiosensor fluorescente (Ksv) que con Stern Volmer es
la desviacion estandar de los datos obtenidos, y los blancos de analitos y de
nanoparticulas son indispensables para evaluar el decaimiento del complejo.

Ecuacién 8. Limite de deteccién

LD = 36 residual (Ksv)'!

Fuente: J. R. Lakowicz. Principles of Fluorescence Spectroscopy, 2nd ed., Kluwer
Academic/Plenum Publishers, New York (1999). pg 1.

Con las ecuaciones anteriores se desarrollé el modelo lineal del efecto de un analito
metalico (Hg) con las nanoparticulas de oro el cual demostr6 que para las
propiedades Opticas se sefializaron cambios en el nivel de energia que necesita la
nanoparticula para funcionalizarce con el analito como receptor, en la fluorescencia
hay una relacion lineal de lo/l vs la concentracion de Hg?*.

El modelo lineal de Stern Volmer se ajusta muy bien a los datos experimentales, se
encontré una linealidad de (R?= 0,98) para las AuNp + L-Glu, con un rango lineal
de 0 a 0,005 pM.

6 | akowicz, J. R. Principles of Fluorescence Spectroscopy; Lakowicz, J. R., Ed.; Springer US:
Boston, MA, 2006.
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La especificidad esta representada con la constante de Stern-Volmer (Ksv) para las
AuNp + L-Glu que fue de 72x10 M-1. El limite de deteccion experimental (LD) de
Hg2+ es de 0,066 ppm y 66 ppb (66,25 uM), teniendo en cuenta la desviacion
estandar residual (6 residual) de la curva de calibracion experimental, que para las
AuNps fue de 0,00159.

Se han reportado varios estudios sobre la deteccion de mercurio empleando
nanoparticulas de oro acopladas con ligantes, puntos de carbono, polimeros etc,
gue se han mencionado en este trabajo, sin embargo ninguno de ellos ha realizado
la sintesis verde de las AuNp, ademas se estudio de la propiedades 6pticas que han
demostrado ser estables tanto con la absorcibn como la emision de fluorescencia
ya sea acopladas con el ligante o en presencia de mercurio. Las AuNp demostraron
ser una alternativa para una deteccién de mercurio a nivel de trazas por un método
fluorescente directo, sensible y econdmico, comparado a los métodos actualmente
usados.

Se presenta a continuacion la tabla 4, que desde el capitulo 1 se describid los
diferentes tipos de sintesis que se evaluaron para obtener los parametros de nuestro
guimio sensor, para cada antecedente se aplicé una técnica de deteccion de un
analito en especifico en este caso el mercurio, ademas que se funcional izaron las
nanoparticulas con otros precursores para elevar el rendimiento cuantico o la
absorcion en el pasmon de resonancia de las nanopatrticulas.

La deteccidén de mercurio en un rango lineal de deteccién tiende a ser desde 0 uM
— 100 uM, en diferentes concentraciones entre precursor y analito, que puede llegar
a variar de 1:1 o 1:10, segun corresponda. Es importante destacar que esta
investigacioén limita en un rango establecido de 1:1 a 1:5 de precursor y analito, para
que la interaccion de la nanoparticula estabilizada en la superficie tenga un cambio
Optico mas sensible cuando el mercurio entra en la superficie de esta y que pueda
des-estabilizar el ligando por su gran afinidad al grupo tiol, o forme la amalgama
mercurio-oro que a nivel energético presenta mas estabilidad (Kps).

El limite de deteccion que se obtuvo en este trabajo para ver la competitividad de
quimio sensor fluorescente, obtuvo un LD de 66 nM, lo que al compararlo con los
antecedentes se supero el rango de deteccion con un nivel de sensibilidad mas alto,
cabe resaltar con respecto a los principales parametros de sintesis desde el inicio
obtuvo mayor rendimiento cuantico cada vez que la nanoparticula obtuviera el
tamafio adecuado, y el estado de oxidacién en su mayoria fuera de Au.

Los equipos que estuvieron involucrados para obtener los datos de LD, fueron los
espectrofotometros UV-vis y Fluorometro el cual al compararlo con otros equipos
que cumplen la funcion de medir directamente el mercurio como el “analizador de
mercurio RA-915M” que es una tecnologia moderna, los espectrofotometros tienen
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la ventaja de ser mas accesibles a las personas, mucho més econémico y que nos
puede arrojar los datos a tiempo real y veridicos.

Tabla 4. Comparacién del limite de deteccion LD de los quimio sensores con AuNp
mas recientes.

Quimisensor Rango Lineal Limite de Deteccion Referencia

Multicolorful
fluorescent-
nanoprobe Composed
of Au Nanocluster and
Carbon Dots for
Colorimetric and
Fluorescent Sensing
AuNC-CD’s 0,001 - 0,005 um 13,4 nM Hg2+ and Cr6+.

Carbon dot cluster as
an efficient “off-on”
fluorescent probe to
detect AU(IIl) and
CD - AuNC + glutathione.
GLU 0-10puM 1,86 nM

Fluorescent probes
for “off-on” highly
sensitive detection of
Hg2+ and L-cysteine

CD - AuNC + based on nitrogen-
CIs 0-10 uM 1,65 nM doped carbon dots.
Ratiometric

fluorescence sensor
based on dithiothreitol
modified carbon dots-
gold nanoclusters for
CD - AuNC the sensitive detection
Radio 0-1uMm 8,7 nM of mercury ions in
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water samples,

Sensors.
Tabla 4. (Continuacion)
Quimiser Rango Limite de
or Lineal Deteccion Referencia
Interfacingwatersolublenanomaterialswithfluo
rescencechemosensing: Graphene
GQD - 0 -60 guantumdottodetectHg2p in
AuNp Y 3,36 nM 100%aqueoussolution
AuUNp-
L- Phosphorus-doped carbon dots for
Methioni 1-6 sensing both Au (lll) and L-
ne uM 8 nM methionine
Fe304- DNA Modified Fe304-Au Magnetic
Au Nanoparticles as Selective Probes
l\!anopa for Simultaneous Detection of Heavy
rticles of Metal lons
detectio 0-5
n Hg uM 3,4 nM
PROPUESTA PARA EL DESARROLLO
DE UN QUIMIOSENSOR
COLORIMETRICO PARTIENDO DE
NANOPARTICULAS DE ORO
MODIFICADAS CON LIGANDOS L-
0- CISTEINA Y L-GLUTATION, PARA LA
AuNp + 0,005 DETECCION DE IONES MERCURIO
GLU UM 66 nM (Hg+2) EN MEDIO ACUOSO

Fuente: elaboracion propia.
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Actualmente los quimio sensores evaluados para la deteccion directa de cationes
de metales pesados son cada vez més, involucrando tecnologias como la
cromatografia liquida, la espectroscopia de absorcién atomica o con vapor frio, el
cual tiene un alto rango de sensibilidad al momento de elucidar las muestras.

Esta investigacion tiene el soporte adecuado para desarrollar un quimio sensor
selectivo que es de obtencion sencilla, es amigable para el medio ambiente por que
no genera residuos peligrosos en la sintesis, tiene propiedades 6pticas Unicas para
un material supramolecular que actualmente es tendencia a nivel mundial, las
propiedades estructurales se ajustan precisamente hacia un modelo sensible al
acoplamiento de complejos, ligandos y demas precursores en la superficie de estas
y por ende al aplicarlo a un analito especifico como lo son metales pesados hacen
que estas propiedades presenten cambios y se vean reflejados por fendmenos
opticos y superficiales que son evidenciados por equipos que se tienen en un
laboratorio o de facil acceso como espectrometros UV-vis que determino el complejo
coloreado partiendo de los cambios de las bandas de espectro electromagnético
visible en la superficie de las nanoparticulas por medio de vibraciones que presenta
la cuasi particula plasmon de resonancia superficial y el Fluorometro que determino
el pico optico més alto en donde las moléculas del oro saltaron a la banda de
conduccidn y relajarse transmitieron energia evaluada por el rendimiento cuantico y
limite de deteccion.
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4. CONCLUSIONES

Los parametros seleccionados para la sintesis de verde bottom up fueron
puestos en practica experimental por 2 método de sintesis uno en reflujo y otro
en bafio frio a condiciones estandar: Temperatura (Menor a 40°C), Tiempo (La
reaccion se estabiliza en 2 horas, cuando la solucion coloidal presenta un color
pardo), Purificacion (Por solventes apolares) y Almacenamiento (Refrigeracion a
4 a 5 °C) ya que estas no permiten que la nanoparticulas presenten
aglomeraciones y reaccionen en su totalidad.

La sintesis de nanopatrticulas de oro fueron funcionalizadas con ligantes tiofilicos
( cisteina y glutation) por los dos métodos el cual el que mejores resultados
obtuvo fue en la sintesis en reflujo por las condiciones estandar que se
plantearon , ya que estas al ser evaluadas por técnicas de caracterizacion
demostraron que no tenian impurezas en la superficie y que la solucion coloidal
no se aglomero a lo largo del tiempo, se de obtuvo un tamafio de particula
adecuado de 21,54nm y 19,18nm para la interaccion con el ligante tiofilico.
Demostrando que las nanoparticulas tienen la capacidad de emitir fluorescencia
con una excitacion de 380nm y emitir en 425 — 430nm, que seré clave para el
guimiosensor pueda detectar la presencia de mercurio y evidenciarla cualitativa
y cuantitativamente.

La técnica de RMN demuestra la mayor interaccion entre los ligandos tiofilicos
(GSH y CIS), que tenga mejor afinidad con la nanoparticula de oro, formando un
enlace coordinado covalente o electrostéatico, ya que para coordinar el mercurio,
el grupo —SH debe permanecer en la superficie de la AuNp, por ende la
constante de difusion debe desplazarse de banday generar el enlace mas fuerte,
que este caso demostré ser el L-GSH. Para este experimento se utilizé el
solvente de Cloroformo deuterado que presento los siguientes resultados DOSY
(GSH 4x10™*y 7x10™*) (CIS 2x107> y 3x10~%) en una region de 1,5 ppmy 1,3
ppm. Se espera que repitiendo la metodologia con Agua deuterada tenga
mejores resultados con la constante de difusion y los corrimientos de banda.

Para el acoplamiento en medio acuoso del mercurio y las nanoparticulas se
presenta un fendmeno en las propiedades opticas por la fluorescencia llamado
Quenching, cualitativamente se evidencia el cambio en la intensidad en una
longitud de onda determinada entre los 415nm, donde esta presenta un
corrimiento hacia la region ultravioleta que se da por el efecto de la absorcién de
una longitud de onda corta y esta al caer en la nube de electrones (polaritrones)
de la AuNp por medio de vibraciones emite en hacia la region ultravioleta
cercana.
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El limite de deteccion del quimiosensor es de 0,074 ppm el cual abarca una gran
gama de espectros que puede detectar en la regidn del espectro ultravioleta visible,
por ende se determind que el quimiosensor tiene altas capacidades para utilizarse
en otros medios (Solido — Gel) o para detectar mas iones de metales pesados.
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5. RECOMENDACIONES

El limite de deteccion que se evalu6 en esta investigacion para el
guimiosensores fluorescentes basados en las AuNp + L-GLU obtenido (~66 nM),
es posible detectar Hg?>* en muestras en medio acuoso, se proyecta que se
midan en muestras fisiologicas, (orina humana, que tiene un limite de seguridad
del Hg?* de (=250 nM)). La detecciéon se podria hacer de manera directa,
sensible y econémica. A partir de la investigacion realizada es posible que las
AuNp tengan gran afinidad con otros cationes como Pb, Cd, Ni, Cu, Zn, La, Fey
demas para la deteccion en aguas pesadas, ya que pueden ser detectados por
las AuNp por medio de su absorbancia (color) por la region en la que absorba la
luz de la onda que reciba plasmon de resonancia, este mismo procedimiento se
podra realizar con las AuNp + L-CIS, ya que el quimisosensor entra en la
clasificacion de colorimétrico por absorbancia.
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ANEXO A.

NTERPRETACION DE GRAFICAS Y MODELOS DE ENLACE QUIMICO DE LAS
NANOPARTICULAS DE ORO

Grafica 1. Fluorescencia y DRX tedrico de las nanopatrticulas de oro
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Fuente: Chapter 36 Mercury. In Comprehensive Analytical Chemistry; Elsevier, 1996; Vol.

30, pp 517-542.

Grafica 2. Referencia de espectros de UV-vis y Difractograma DR
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Fuente: Chapter 36 Mercury. In Comprehensive Analytical Chemistry; Elsevier, 1996; Vol.

30, pp 517-542.
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Grafica 3. Niveles Energéticos de Valencia en Metales Oro (Au)

79: Oro 2,8,18,32,18,1

Fuente: Chapter 36 Mercury. In Comprehensive Analytical Chemistry; Elsevier, 1996; Vol.
30, pp 517-542.

Niveles de valencia del Oro.

Electrones por nivel. La configuracion electronica del oro: 4F14 5d9 6p2

El oro puede tener valencia 1+ o 3+ en sus compuestos. La tendencia a formar
complejos es tan fuerte que todos los compuestos de oxidacion 3+ son complejos.
Los compuestos del estado de oxidacion 1+ no son muy estables y tienden a
oxidarse al estado 3+ o reducirse a oro metalico. Todos los compuestos de cualquier
estado de oxidacion se reducen con facilidad.

En sus complejos el oro forma enlaces mas facilmente y mas estables con los
halégenos y el azufre, menos estables con oxigeno y fosforo y muy débiles con
nitrdgeno. Los enlaces entre oro y carbono son normalmente estables, como en los
complejos de cianuro y varios compuestos organicos.

Grafica 4. Enlace quimico de formacion
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Fuente: Chapter 36 Mercury. In Comprehensive Analytical Chemistry; Elsevier, 1996; Vol.
30, pp 517-542.
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Grafica 5. Complejo de Glutation con mercurio
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Fuente Gomez Pifieros Brayan. Nano-sensores fluorescentes basados en puntos cuanticos
de CdSe/ZnS para la deteccion de mercurio. Universidad Nacional de Colombia, Facultad
de Ciencias Quimicas; 2018.
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ANEXO B

PROCEDIMIENTO PARA HALLAR EL RENDIMIENTO CUANTICO DE LAS
NANOPARTICULAS DE ORO

Rendimiento Cuantico: Nano particulas de Au con solucién estandar de Sulfato de
Quinina.

Emission® Excitation® SolventS J..L_h_"" Walue Ref. Y ear Comiment
meedinm
Duinine sulfate
IB0O-5380 Z2R0-380 H,50,, Kla1a1 0546 [B-101] 1961 25 °C; value is corrected
(451) (347) 05 M for self-quenching
H,50,, 36tn .53 = 002 [11] 1977 Opioacoustic; chloride
0.05 M quenching demonsirated
H,50,, 350 0.52 = 0.02 [12] 2009 Integrating sphere;
0.05 M Sx 102 M
H,50,, 350 el + 0.02 [12] 2009 Integrating sphere;
0.05 M 10F M
H,50,, .52 = (.02 [ 1] 1983 Relative to (S in
0.05 M H,50,. 05 M
H,50,, 051 =002 [13] 2004 25 °C; Comparative
005 M measurement o NIST
SEM 936 (next entry)
HCHO-E, 347.5 a0 + 0.02 [14] 1980 NIST SEM 936
o1 M

Fuente: Chapter 36 Mercury. In Comprehensive Analytical Chemistry; Elsevier, 1996; Vol.
30, pp 517-542.
nx? M
x 3t
nst?  Mx
1,332 o 53,12654
1,332 25,01548

dx = Pst X

dnpAu = 0,546 X

® npAu = 1,15956
1-5
Area: 5858,77

nx? Mg
X —
nst?  Mx

1,332 , 87816,92
1,412 " 5858,77

@ 1-5=7,28

dx = Pst x

dnpAu = 0,546 X
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Area: 6647,15

1-3
Area: 7673,20

1-2
Area: 9175,25

1-1
Area: 9711,95

dnpAu = 0,546 x

2
nx Mg,
X S

Ox = Pst X =
nst?  Mx

1,33% 87816,92
X
1,412 " 6647,15

@ 1-4= 6,42

dnpAu = 0,546 X

ox = dst x Ty Mst
X = S [ i
nst?’ Mx

1,332 « 87816,92
1,412 7673,20

® 1-3=5,56

dnpAu = 0,546 %

nx? Mg

Qx = Pst X X ——
nst?  Mx

1,332 9 87816,92
1,412 9174,25

® 1-2= 4,65

dnpAu = 0,546 x

nst?  Mx

1,332 « 87816,92
1,412 9711,95
@ 1-1=4,39

Qx = Pst X
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Sulfato de quinina

Area: 87816,92

Limite de Deteccion:

(Io/Iq) =1+ Ksv [Q]

LD = 36 residual (st)'l

(10/1[Q]) = 1 + 72x1075(2)

LD = 3(0,001581139( 72x10~6)"!
LD = 66,25 uM

LD = 3(0,001581139( 1290x1075)"1

LD = 3,70 uM
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