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RESUMEN

Las Nanoparticulas (Nps) de oro manifiestan propiedades eléctricas y 6pticas
interesantes, Utiles y Unicas. Asi mismo, las Nps de oro presentan efectos 6pticos no
lineales (ONL) de segundo orden. Por lo general, el comportamiento ONL de
segundo orden de las Nps de oro es cuantificado en términos de la primera
hiperpolarizabilidad, tensor . Por su parte, la dispersion de Hiper Rayleigh (HRS)
ha surgido como una técnica eficaz para medir los valores de § de Nps metalicas en
soluciones tanto acuosas como organicas. Sin embargo, mientras que las
propiedades Opticas lineales de las Nps de oro han sido ampliamente investigadas;
el potencial de estos materiales para aplicaciones épticas no lineales de segundo
orden, por ejemplo, andlisis bioldgico, telecomunicaciones, optoelectrénica,
incluyendo aplicaciones foténicas de segundo orden (hiper-fotonicos), etc., no se ha

estudiado del todo.

Esta investigacion fue enfocada en la caracterizacion y estudio de Nps de oro
a través de la técnica de HRS. Inicialmente, las Nps de oro fueron generadas por
ablacion laser a partir de una placa de oro sumergida en solucién acuosa de un
surfactante aniénico, Dodecil Sulfato de Sodio (SDS). Posteriormente, se realiz6 un
estudio para determinar el alcance e influencia de ciertas variables experimentales
de la ablacion laser, sobre los espectros de absorcion, distribucion de tamafios y
propiedades Opticas no lineales (ONL) de las Nps de oro generadas. Las variables
experimentales que se modificaron fueron: concentracion del surfactante [SDS],
irradiancia del laser y tiempo de ablacion. Durante el proceso de ablacion, se trabajo
a la longitud de onda fundamental (1064 nm) y a una frecuencia fija de 10 Hz. La
caracterizacion de dichas Nps de oro no funcionalizadas se llevé a cabo mediante
Espectroscopia UV-Vis, Dispersion Dindmica de Luz (DLS) y Dispersion de Hiper
Rayleigh (HRS).

Se observo que incrementos en el tiempo de ablacién (15 minutos) generan
altas concentraciones de nanoparticulas en el medio. Asi mismo, se encontré que
fenomenos de fragmentacion se manifiestan cuando se emplean irradiancias
significativamente grandes; esta tendencia fue observada hasta un valor limite de

irradiancia de 1.34 GW/cm?, después del cual el didmetro medio aumentaba



nuevamente ocasionado por la agregacion inducida por la gran cantidad de Nps
presentes en el medio. Igualmente, se comprobd, para tres diferentes valores de
irradiancia, que 4.5,10°* M es la concentracién mas apropiada de SDS para obtener
mayor cantidad de Nps de oro de menor diametro y de mayor estabilidad en el
tiempo. Por otro lado, se encontr6 una dependencia de la sefial de HRS con la
cantidad de Nps de oro no funcionalizadas presentes en el medio; cuanto mayor es

la cantidad de Nps, mayor es la sefial de HRS.

Posteriormente, las Nps de oro fueron generadas y funcionalizadas *“in-situ”
por ablacion laser a partir de una placa de oro sumergida en una mezcla de
soluciones de SDS vy fluoréforo, es decir, SDS-Disodiofluoresceina (DSF) o SDS-
Rodamina B (RB). Igualmente, la caracterizacion de dichas Nps de oro
funcionalizadas se llevé a cabo mediante Espectroscopia UV-Vis, Espectroscopia
de Fluorescencia, Dispersién Dindmica de Luz (DLS) y Dispersion de Hiper Rayleigh
(HRS).

Comparando los agentes funcionalizadores, RB y DSF, se observé que
ambos por igual producen importantes cambios espectrales UV-Vis. Se noté que a
medida que la concentracion de ambos fluor6foros aumenta, la absorbancia de las
Nps también se ve incrementada. Ademas de la banda de PS, que se observé a 520
nm para los complejos Nps de oro-RB-SDS, una segunda banda de absorcion
aparecié a 400-425 nm. Se cree que estos resultados se deban a pequefios
aumentos en la constante dieléctrica del medio ambiente en el cual se hallan las

Nps y a la agregacion que experimentan las particulas por la adicion de RB.

Por otro lado, la sefial de HRS de las Nps funcionalizadas mejoré
considerablemente con respecto a la sefial proveniente de las particulas no
funcionalizadas. Se determind que el valor de la primera hiperpolarizabilidad de una
nanoparticula de oro solitaria y sin modificacion fue alrededor de 1.9+2.5,10% esu.
Igualmente, se encontré que el valor del tensor 8 para los complejos Nps de oro-
DSF-SDS y Nps de oro-RB-SDS fue 5.5+42.2,10%* y 13.3+1.6,10% esu,
respectivamente. Es notorio, que las Nps de oro funcionalizadas con Rodamina B
poseen un mayor valor de hiperpolarizabilidad que aquellas particulas que fueron

modificadas con Disodiofluoresceina. La Rodamina B realz6 e incrementé mas



efectiva y eficientemente, en un orden de magnitud, las propiedades ONL de las

Nps de oro.

Asi mismo, se realizaron varios estudios del quenching de la emision de
fluorescencia del agente funcionalizador como consecuencia del contacto con un
quencher (Nps). Se not6 un fuerte decaimiento de la emisién de fluorescencia para
ambos fluoréforos, RB y DSF, debido a la gran cercania entre las moléculas de
estos y los nucleos metalicos de las Nps de oro. Las desviaciones encontradas en
las graficas de Stern-Volmer, para los complejos Nps de oro-DSF-SDS y Nps de
oro-RB-SDS, sugieren que el quenching observado no fue enteramente dinamico o

estatico, sino mas bien una combinaciéon de ambos.

La funcionalizacion, tal como se tenia previsto incremento significativamente
la sefial de HRS de las Nps de oro bajo una marcada dependencia de la sefial de
HRS con la concentracion del agente funcionalizador, es decir, a medida que la
concentracion del fluor6foro aumenta, la sefial de HRS se ve incrementada. Se
piensa que este fendmeno se deba a: (i) como es légico, a medida que aumenta la
concentracion del funcionalizador también, en la misma medida, las interacciones
electrostéticas que se establecen entre las moléculas del fluoréforo y la superficie de
la Nps incrementan, (i) aumentos de la concentracion del fluoréforo crean nuevas
condiciones no-centrosimétricas en el sistema (iii) altas intensidades de las sefales
de HRS proveniente de las Nps de oro modificadas se pueden atribuir a procesos de

agregacion de las particulas.

Por dltimo, la intensidad de HRS proveniente de los complejos Nps de oro-
RB-SDS fue significativamente mayor que la sefial de HRS proveniente de los
complejos Nps de oro-DSF-SDS. Las moléculas de RB y la superficie de las
nanoparticulas establecen una mejor y mayor interaccion electrostatica, lo que a su
vez, se ve reflejado en el realzamiento de la respuesta Optica no lineal de segundo

orden de las Nps de oro.
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INTRODUCCION

En 1959, Richard Feynman fue el primero en hacer referencia a las
posibilidades de la nanociencia y la nanotecnologia en el célebre discurso “En el

"1 La nanotecnologia disefia, crea, sintetiza y manipula

y

fondo hay espacio de sobra
sistemas que posean una o mas dimensiones del orden de 100 nm o menos'®

estudia fenémenos y propiedades de la materia a nanoescalal®”.

Las particulas coloidales de tamafio nanométrico, creadas o no por la
nanotecnologia, cubren una gama extremadamente amplia de sistemas
aparentemente diferentes®®. Algunos ejemplos simples y notorios son casos como el
lodo, la arcilla, aerosoles, espumas, semiconductores nanocristalinos, coloides de
silice, o de latex en el campo de la quimica de polimeros, virus, bacterias o
células®. Sin embargo, lo que estos sistemas tienen en comin son sus
componentes: objetos pequefios que tienen al menos similares rangos de tamafio
caracteristicos de 1 nm a 1 micrémetro’®. Estos objetos normalmente se conocen
como nanoparticulas (Nps)!. La Figura 1 muestra una lista parcial de estos

sistemas coloidales, junto a una gama tipica de tamafio.

HIV Virus E. Coli White Blood Cell

Fro’rains
Red Blood Gall

L I
Dendrimers Silica Colloids Human Hair

e & 3|
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3
Au or Ag Sols
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Figura 1. Lista de algunos de los sistemas representativos de Partl'culas coloidales, asi
como de los rangos tipicos de tamafio®.

Por otra parte, es evidente que la luz desempefia una funcién importante en
nuestras vidas, por ello ha sido estudiada durante siglos. Sin embargo, no han

dejado de aparecer fendmenos relacionados con la luz que dan lugar a nuevos



campos de investigacién, por ejemplo la plasménical®, la cual estudia las
propiedades 6pticas de Nps metalicas!”.. En particular, las Nps metélicas, ademas
de reflejar la 1uzZ®, contienen un ndmero determinado de electrones libres
confinados en un espacio muy pequefio, lo que les confiere propiedades Opticas
como la resonancia de plasmén superficial (RPS). El fenémeno de RPS se
manifiesta cuando un haz de luz incide sobre Nps de oro, produciéndose una
oscilacion colectiva de electrones, lo que se traduce a su vez en la absorcion de luz
por parte de las Nps en una determinada zona del espectro UV-Vis con un pico a

[10]

una determinada longitud de onda El color de esa luz emitida depende del

s Esta propiedad dptica se

tamarfio™?¥, forma™® y propiedades de dichas Np
puede ver claramente en el caso especifico del oro, donde soluciones de distintos
tamafios de Nps presentan colores que van desde el parpura hasta el marrén*?. La
Figura 2 muestra la variacion del color de las Nps de oro en solucién en funcién del

incremento en el tamafio de la particula.

Figura 2: Variacion del color de soluciones de Nps de oro con el incremento del
tamafio de la particula™.

Cualquier superficie metélica; plana, esférica, cilindrica o de cualquier otra
forma, posee PS. En particulas metélicas, la longitud de onda a la que existen estos
plasmones localizados depende del tipo de metal, del tamafio de la particula y de la
forma de esta®. En particular para Nps metélicas; cuando luz con longitud de onda
igual a la de los plasmones localizados incide sobre dichas particulas, se produce
un efecto resonante, que lleva asociado un aumento enorme de la intensidad del

campo electromagnético en las proximidades de la particula. Este fenbmeno se



aprovecha desde hace siglos para la fabricaciébn de vitrales en las iglesias y
catedrales!™® (Figura 3). En ellas, algunos colores vienen determinados por la

presencia de Nps de oro, o plata, en el interior del vidrio.

Figura 3: (Izquierda) Copa de Lycurgus del Siglo IV, se ve verde con luz reflejada, pero se
vuelve roja cuando la luz es transmitida a través del vidrio y (Derecha) Nps de oro para
pigmentar los vitrales en el siglo XVII. La foto muestra un ventanal de la Catedral de Notre
Dame en Paris*?.

A parte de la RPS, las Nps metalicas manifiestan propiedades Opticas no
lineales interesantes, Utiles y Unicas. No obstante, mientras que las propiedades
Opticas lineales de Nps metalicas han sido ampliamente investigadas; el potencial
de estos materiales para aplicaciones Opticas no lineales de segundo orden,
incluyendo aplicaciones foténicas de segundo orden (hiper-foténicos)™*®, no se ha
estudiado del todo. En general, el comportamiento éptico no lineal (ONL) de
segundo orden de las Nps metalicas es comunmente cuantificado en términos de la
primera hiperpolarizabilidad[ls], tensor . La dispersién de Hiper Rayleigh (HRS) ha
surgido en la dltima década como una técnica eficaz para medir los valores de 8 de
especies en solucion®®. En particular, HRS se ha utilizado para estudiar las
propiedades ONL de segundo orden de moléculas 0 Nps en soluciones tanto

(6] Basicamente, HRS es un fenémeno ONL de dispersién

acuosas como organicas
incoherente que es observado en soluciones isotropicas, el cual tiene su origen en

las fluctuaciones temporales y espaciales de la densidad o la orientacion de las



moléculas o Nps, que instantdneamente rompe el centro de simetria promedio de

los medios o sistemas isotrépicos™”.

En la actualidad, las Nps de oro estan siendo utilizadas en investigaciones
biomédicas como marcadores que facilitan la identificacién celular o moleculart®®,
porque las Nps de oro son muy buenas dispersando y absorbiendo luz, principal
cualidad que las hacen ser “agentes detectores” del cancer mucho mas eficientes*%.
En la fabricacion de Nps de oro que van a utilizarse para la identificacién de
biomarcadores, lo que se persigue es que las propiedades cromaticas sean muy
definidas®. La Figura 4 muestra Nps de oro funcionalizadas con un anti-cuerpo
fluorescente y unidas selectivamente a células cancerosas haciéndolas brillar.
Muchas células cancerosas tienen una proteina, conocida como receptor del factor
de crecimiento epidérmico (EFGR)®?%, en su superficie, mientras que las células
sanas no expresan esta proteina. Uniendo las Nps de oro a un anticuerpo contra el
EFGR, se puede lograr que las Nps se unan de manera selectiva a las células
cancerigenas'?”’. De esta manera, si se agrega esta solucién funcionalizadas de Nps
a células sanas y a células cancerosas, se puede constatar, mirando con un simple

microscopio, que toda la célula cancerosa estara brillando®. Luego, una vez las

Nps de oro estén fijadas a las células afectadas de cancer, podrian posteriormente
[20]

calentarseles hasta destruir el tumor maligno

Figura 4: Nps de oro funcionalizadas con un anti-cuerpo fluorescente, unidas a las células
cancerosas haciéndolas brillar 2%,

Existe una amplia gama de métodos quimicos y fisicos para la generacion de

Nps metalicas, especificamente de metales de transicién®. La ablacién laser se



viene utilizando con mayor frecuencia por su simplicidad como un método fisico
para preparar Nps metdlicas (Cu, Fe, Au, Pt, Pd, etc.), tanto en soluciones acuosas
como orgénicas'?!. Basicamente, la técnica se usa para extraer el material de la
superficie de un sélido mediante la irradiacion de este con un rayo laser®. La
interaccion del material con el laser involucra el acoplamiento de la energia Optica
que resulta en una combinacion de varios procesos: vaporizacion, eyeccion de
atomos, formacion de iones, especies moleculares y fragmentos sdlidos o liquidos,
ondas de choque, formacién y expansién de un plasma'®. En general, cuando un
laser pulsado interactia con una superficie metalica, la energia del laser se

r??. La temperatura del material sélido aumenta, dando lugar a la

transforma en calo
fusién y la evaporacion del material sélido®. La Figura 5 muestra el proceso de la

ablacion laser.

Atomos, lones, Moléculas o
particulas

N

£

Rayo del
Laser
Pulsado

Figura 5: Proceso de la ablacion laser. Consecuencia de la interaccion de la superficie
metélica con el lser se crea una nube de particulas®.

Mientras que las propiedades Opticas lineales de Nps metalicas han sido
ampliamente investigadas; el potencial de estos materiales para aplicaciones en el
campo del analisis biolégico, telecomunicaciones, optoelectrénica, entre otros, no se
ha estudiado a fondo. En particular, el propésito de este trabajo de investigacion
consiste en sintetizar Nps de oro, inicialmente en solucién acuosa de dodecil sulfato
de sodio (SDS) y posteriormente en una mezcla de soluciones de SDS y fluor6foro
(Disodiofluoresceina (DSF) y Rodamina B (RB)); via ablacion laser para luego
estudiar y cuantificar la magnitud absoluta de B, investigar la propiedades ONL de
Nps de oro funcionalizadas y no funcionalizadas y caracterizar tanto microscépica
como espectroscopicamente ambos tipos de Nps. Se tiene la vision de que

posiblemente, los complejos de Nps de oro-SDS-RB y/o Nps de oro-SDS-DSF



tengan mejor comportamiento ONL y mejor valor de 8 con respecto a los complejos
de Nps de oro-SDS no funcionalizados. La motivacion de esta investigacion toma en
consideracion el hecho de que hoy en dia las principales aplicaciones de los PS de
las Nps de oro residen en el campo de sensores moleculares, diagnostico de
enfermedades y genética, catdlisis y Optica no lineal, por lo tanto, este trabajo de
investigacion pretende sintetizar Nps de oro funcionalizadas con definidas
propiedades fisicas; (i) 6ptimos valores de 3, (ii) mejoradas propiedades ONL, (iii)
mejoradas propiedades eléctricas y cromaticas, para su posterior aplicacion en el

campo de la nanomedicina y el andlisis bioldgico.



CAPITULO |

FUNDAMENTOS TEORICOS
1.1 NANOPARTICULAS (NPS), CLASIFICACION Y PROPIEDADES

Las Nps son generalmente de forma esférica, con dimensiones entre 1 y 100
nm. Las mas cominmente sintetizadas y estudiadas son las Nps de Au, Ag, Pty Pd.
Las Nps tienen propiedades tanto fisicas como quimicas que son diferentes a las
que presenta el material en la escala de los centimetros. Existen diferentes tipos de
Nps, entre las que destaca: semiconductoras, metalicas, magnéticas, dieléctricas,

etc.,1?4.

Las Nps semiconductoras, conocidas como puntos cuanticos, en general, se
forman de la mezcla de los elementos de la tabla periddica del grupo Il con el grupo
V, por ejemplo, fosfuro y arsenuro de indio; o de la composicién de los grupos IV y
VI, como son el selenuro, teluro y sulfuro de plomo. Una propiedad interesante de
las Nps semiconductoras es la fotoluminiscencial®”; capaz de absorber luz (fotones)
para después emitirla en una longitud de onda diferente. Esta propiedad se obtiene

cuando las Nps son expuestas a la luz UV?®?

. La intensidad y el cambio en la
longitud de onda de la luz irradiada sobre la particula dan como resultado los
espectros de absorcion y emisién que constituyen una manifestacion directa de los
niveles de energia en los cuales los electrones se encuentran atrapados. Entre mas
pequefias sean las Nps, se necesitara una energia més alta para que una transicion

24 El regreso del electrén a su nivel de mas

electronica se lleve a cabo (absorcion)
baja energia, es decir, su edo. Fundamental, producira la emisiéon de un fotén con
energia dentro del intervalo de luz visible, por lo que las soluciones irradiadas
presentan diferentes colores muy intensos, lo que las hace utiles en el marcaje y
deteccién biolégical®. Asi por ejemplo, las Nps de sulfuro de cadmio emiten en azul

cuando es cercano a 2 nm, y en naranja cuando son mayores a 5 nm®.

En el caso de las Nps metalicas su principal caracteristica es que contienen
un numero determinado de electrones libres confinados en un espacio muy pequefio

qgue a su vez pueden interaccionar de manera especifica con la luz. Esto les da



propiedades épticas Unicas tales como la resonancia plasménica (RP)?%. Existen
otros tipos de Nps con diversos usos, como las magnéticas®”, empleadas en el
mejoramiento de imagenes en el diagnéstico médico y las dieléctricas’®”, las cuales
han sido propuestas como modelos para su uso en la computacion cuantica, porque

pueden ser selectivamente excitadas por medio de pulsos 6pticos.
.1.1 Sistemas Nanométricos. Efectos de Tamafio y Superficie

De entre todos los sistemas de tamafio nanométrico, uno de los mas
estudiados desde hace tiempo son las Nps. El interés reside en que presentan
Unicas propiedades fisicas y quimicas y tienen mdultiples aplicaciones, la mas
interesante quizas en el campo de la biomedicina®. Una de las caracteristicas mas
destacables de las Nps, es la gran fraccion de 4tomos que estan presentes en su
superficie. De hecho, Venta G. J.®) demostr6 que cuando el tamafio de las
particulas disminuye, hay un incremento enorme en la fraccion de &tomos
superficiales, por lo que lleg6 a concluir que en particulas de pocos nm los efectos

5] | a Figura 6 muestra la fraccién de

de superficie adquieren mucha importancia
atomos de superficie respecto a los atomos de todo el volumen en funcion del
tamafio de la particula, para Nps con estructura cubica centrada en las caras (FCC)

y una distancia interatémica de 2.88 A%,

0.0+———— .
0 10 20 30 40 50
diametro de la particula (nm)

Figura 6: Relacién del Namero de atomos de superficie /nimero total de atomos en funcion
del diametro de Nps de oro estructura FCC y distancia interatémica 0.288 nm?®.



Estos &tomos localizados en la superficie tienen diferentes caracteristicas que
los de volumen, al tener menos coordinacion y estar expuestos al medio. Venta G.
J.®1 lleg6 a afirmar que las propiedades de los atomos de superficie se pueden
modificar y ajustar mediante enlaces con otras especies moleculares que pueden
alterar la estructura electrénica del material y, por tanto, todas las propiedades
fisicas que dependen de estos estados electrénicos®™. Por lo tanto, cuando los
atomos superficiales representan una fraccion no despreciable frente al total del
material, las propiedades de este Ultimo se pueden ver drasticamente

modificadas®®.

[.1.2 Npsde Oro

Las Nps de oro manifiestan interesantes caracteristicas electrénicas, 6pticas
y quimicas que dependen de su tamafio. El hecho de que las Nps de oro pueden
tener un didmetro 10.000 veces inferior al grueso de un cabello®®, y que se puedan
fabricar, tanto por métodos fisicos como quimicos®, con un tamafio homogéneo

5 las coloca en una

que va desde unos pocos nanometros hasta las decenas
dimension comparable a una entidad biol6gica como una célula (10-100 pm), un
virus (20-450 nm), una proteina (5-50 nm) o un gen (2 nm de ancho por 10-100 nm

de largo)i®®.

Cuando el tamafio de las Nps de oro se encuentra en el orden de los
nanémetros, entre 1 y 10 nm, existe una modificacion en su estructura electronica,
de tal manera que se pierde la caracteristica estructura de bandas del material
masivo surgiendo niveles electrénicos discretos®®. La Figura 7 muestra la evolucién
de los estados electronicos, desde el 4tomo aislado hasta el material masivo. Esta
nueva estructura electrénica les confiere una respuesta Optica, en particular la
resonancia de plasmoén superficial (RPS), que varia con el tamafio®. Por lo tanto,
se pueden fabricar puntos cuanticos del mismo material que absorben luz en
diferentes longitudes de onda dependiendo de su tamafio, por lo que son

extremadamente (tiles como marcadores bioldgicos!®.



Atomo NP Material masivo

Figura 7: Evolucioén de los estados electronicos, desde el atomo aislado hasta el material
v Al29]
masivo.

Cuando las dimensiones de las particulas de oro son del orden del
nandémetro, o milésima de micrémetro, el nimero de atomos que las constituyen es
del orden de centenas y la mayoria de ellos se encuentran situados en la superficie
de las Nps®®, de hecho, se ha reportado que en una Np de oro de 1.5 nm de
tamafio tiene 55 4tomos de oro, y un 76.4% de ellos estan localizados sobre el area

[26]

superficial**>. Por lo tanto, las propiedades fisicas de estas Nps de oro son muy

distintas de las que se observan en el sistema masivo de tamafio macroscopico de

la misma composicién quimical®®.

Por otro lado, resulta importante destacar que en las Nps de oro, los
electrones que se hallan confinados en su superficie pueden moverse librementel?”.
Bajo ciertas condiciones, se consigue que dichos electrones se muevan de manera
mas o menos ordenada y no al azar®”. Este movimiento colectivo (plasmén), origina
que las Nps de oro en disolucién presenten distintos colores segin su tamafio”. En
consecuencia, estos plasmones superficiales (PS) juegan un papel importante en
las propiedades 6pticas de las Nps de oro?’. De hecho, el maximo de PS
caracteristico de Nps de oro se mantiene a 520 nm sin cambios importantes en la
forma del espectro a medida que el radio de la Nps disminuye (para rnps) < 10 nm)

[27]

(véase Figura 8 (a))“", sin embargo, el maximo del PS de Nps de oro se desplaza



hacia longitudes de onda mayores a medida que el radio de la nanoparticula

aumenta (para rps) > 10 nm) (véase Figura 8(b))?".

1,2 1,2
1,0 (a)
0,8
c c
2 S
= 0.5 nm =
X 04 4 7nm, 10 nm X
() ’ ()
0,2
0,0 —
T T T T T T T T T T
400 500 600 700 800 900 400 500 600 700 800 900
wavelength [nm] wavelength [nm]

Figura 8: (a) Espectros de extincién para Nps de oro de diferentes radios, r < 10 nm, (b)
Espectros de extincién para Nps de oro de diferentes radios, r > 10 nm, ambos tipos de
Nps de oro estan en heptano®®”.

Otra caracteristica de las Nps de oro, es que reaccionan instantaneamente
con el medio que les rodea. Presenta una gran capacidad de funcionalizacién con
agentes quimicos o biolégicos a través de los fuertes enlaces que forma con el
grupo tiol®®, por ejemplo, la Figura 9 muestra la funcionalizacién de Nps de oro con

grupos oligosacaridos y otros agentes quimicos y biologicos.

(@)

etc.

Grupo Tiol w

Oligosacaridos

Figura 9: (a) Esquema de una Nps de oro funcionalizada con diferentes agentes a través de
grupos tiol, (b) TEM de una Nps de oro funcionalizada con grupos oligosacaridost?®.



Esta funcionalizacién es usada en la mayoria de los casos para tratar de
realzar o reforzar las propiedades 6pticas no lineales caracteristicas de las Nps de
oro?®, De hecho, existe una relacibn entre la intensidad de la interaccién
electrostatica proveniente de moléculas protectoras (por ejemplo, surfactantes
anionicos, dodecil sulfato de sodio (SDS), etc.), agentes funcionalizadores (por
ejemplo, rodamina B, disodiofluoresceina, etc.) y la superficie de las Nps de oro con
las propiedades Opticas, electronicas y magnéticas de dichas Nps recubiertas. Esta
funcionalizacién obviamente afecta la banda de plasmon superficial (PS) de las Nps

28] En el caso especifico de aplicaciones en el campo

de oro en el espectro UV-VIS
de la biomedicina, la funcionalizacién de Nps de oro tiene como objetivo lograr Nps
capaces de fijarse selectivamente en las células afectadas de cancer, para

posteriormente calentarlas hasta destruir tumores malignos(?®.

[.1.3 Propiedades de las Nps de Oro

El origen de las propiedades fisicas que presentan las Nps, a veces
sorprendentes e inesperadas si las comparamos con el material masivo, es doble: (i)
la reduccién en tamafio, que produce cambios en los niveles electronicos de las Nps
y (i) el incremento de los atomos de superficie respecto a los de volumen®. Las
propiedades fisicas de las Nps difieren substancialmente del material masivo de

2% reporté6 una marcada dependencia

partida de donde se les forma. Venta G. J.
para la relacion del numero de atomos de superficie con respecto a los de volumen
con el tamafio de Nps de oro®®. En particular, por debajo de 15 nm los &tomos de
superficie superan el 10% del total y su fraccion aumenta rapidamente a medida que
se sigue reduciendo el tamafio®®®. Venta G. J.*¥ lleg6 a la conclusién que para estos
tamafios tan pequefios, los atomos de superficie adquieren una gran importancia e
incluso llegan a gobernar las propiedades fisicas del sistema®?. Asi mismo, las
propiedades magnéticas, térmicas, opticas, eléctricas, quimicas y mecanicas tienen
una dependencia directa con el tamafio de las Nps y, por tanto, se ven afectadas

seriamente por este parametro!??,



I.1.3.a. Propiedades Térmicas

Quizas uno de los estudios méas relevantes de la dependencia de las
propiedades térmicas de las Nps metélicas con su tamafio es el de Kelsall R. et
al.B% el cual reporté que la temperatura del punto de fusién disminuye cuando el
tamafio de las Nps también se hacen pequefiasi®”. Igualmente, Kelsall R. et al.*”
comentd que como consecuencia de que el tamafio de los materiales nanométricos
disminuia y la cantidad de &tomos superficiales aumentaban, se producia una

B9 por ejemplo, en

significativa alteracion de la reactividad quimica de las Nps
catélisis, las Nps incrementaban la velocidad, selectividad, actividad y eficiencia de

una reaccién quimical.
1.1.3.b. Propiedades Magnéticas

Las Nps de oro presentan dos caracteristicas relacionadas con las
propiedades magnéticas: (i) la enorme fraccion de &tomos de superficie que
presentan una simetria local distinta y, por tanto, una anisotropia magnética de
distinto valor que el volumenBY y (ii) una estructura del espectro de energia

electrénica caracterizada por un mayor espaciado entre nivelest®",

Se han observado en los Ultimos afios algunos resultados muy sorprendentes
relacionados con las propiedades magnéticas de nanoestructuras y superficies.
Multiples estudios, entre ellos el de Venta G. J.BY sefialan gue Nps de diferentes
materiales, en su estado masivo no presentan un comportamiento
ferromagnético®”, pero al reducir la escala muestran un comportamiento
magnéticol®, por ejemplo, Nps de Pd, Ag, Cu, Au, todo tipo de 6xidos e incluso

superconductorest®Y.

Pero quizés el hallazgo méas sorprendente relacionado con estos efectos de

.2 que mostraron la

superficie a escala nanométrica, sea el de Gambardella P., et a
aparicion de una anisotropia magnética gigante que bloquea los momentos
magnéticos de atomos individuales de Co depositados en superficies de Pt*2. Este
experimento indicdé que un atomo aislado puede constituir un iman, un imén que se

podria denominar atémico®?. En ese experimento, Gambardella P., et al.*? sefial6



que el 4tomo magnético estéd aislado aunque, en realidad, solo magnéticamente
aislado ya que se encuentra enlazado a los 4tomos de platino, ademéas del hecho
de que el momento magnético del atomo de Co no fluctie térmicamente sugirié que
pueden reducirse a tamafos de los bits y que una nueva perspectiva de la fisica
involucrada en el origen de la anisotropia magnética tiene que desarrollarse para

[32 [32

esta escala®®. Gambardella P., et al.*? abri6 la posibilidad de que los &tomos

aislados seran imanes en el futuro proximo.
.1.3.c . Propiedades Opticas

Las propiedades Opticas de las Nps metalicas y semiconductoras, muestran
grandes cambios, por ejemplo, las soluciones de Nps de oro adquieren diferentes
colores segun su tamafio, es decir, pueden adquirir coloraciones rojizas
desplazandose hasta llegar al amarillo cuando el tamafio de la particula incrementa.
Stephan L. y Mostaza A.*¥ estudiaron el desplazamiento de las bandas de
absorcion provenientes de soluciones Nps de oro y plata con rangos comprendidos
entre 10 y 100 nm, encontrando que la temperatura del punto de fusion y los
plasmones superficiales (PS) se veian afectados por la forma y tamafio de dichas
Nps metélicas®®. Atribuyeron las coloraciones intensas de algunas de esas

soluciones de Nps al fendmeno conocido como absorcion del pSi¥l,
1.2 ESTABILIZACION DE NPS EN SOLUCION

Los métodos de sintesis de Nps, tanto fisicos como quimicos, originan dos
problemas fisicos que deben ser controlados: (i) la distribucion de tamafio y
estructura de las Nps generadas y (ii) procesos de aglomeracion que tienden a
experimentar las Nps. Por lo general, las Nps sufren agregacion, proceso en el cual
unas Nps se unen con otras para formar estructuras de distinto tamafio y
estabilidad. Para minimizar esa tendencia de agregacion, es fundamental emplear
reactivos capaces de estabilizar las Nps a través de dos vias, electrostatica y
estérica. Ambas formas de estabilizacion permiten obtener Nps mucho més estables

en el tiempo.



I.2.1 Estabilizacién Electrostatica

Este tipo de estabilizacion se basa en la adsorciébn de iones sobre la
superficie electrofilica del metal con el fin de generar una distribucion de particulas
cargadas positiva y negativamente denominada doble capa eléctrica, originAndose
fuerzas de repulsién coulémbicas entre las particulas individuales'®”. Si el potencial
eléctrico asociado con la doble capa es el adecuado, la repulsion electrostéatica

generada evita la aglomeracion de las Nps®.

La estabilizacién electrostatica es efectiva para dispersiones acuosas y no

acuosas®/

aunque se suele usar preferentemente en medios no polares donde la
estabilidad electrostatica o por carga es muy dificil de alcanzar®?. Asi mismo, la
eficiencia de la estabilizacion electrostatica esta regida por la estructura de la
especie adsorbida, por el espesor de la capa adsorbida y por el segmento

preferentemente adsorbido y su densidad de adsorcioni.

I.2.2 Estabilizacion Estérica

La estabilizacion estérica de Nps usa surfactantes para evitar la agregacion
de las Nps. Los agentes surfactantes (agentes activo de superficie)®, son
compuestos anfifilicos de naturaleza orgénica que poseen una parte hidrofilica (sus
“cabezas” polares), las cuales permanecen en la fase acuosa y otra parte
hidrofébica (sus “colas” no polares), las cuales interaccionan con la parte oleosa no

B35 Muchos surfactantes pueden reunirse en el seno de la disolucién

11[36

soluble en agua
en forma de agregados “micelas™®® (ver Figura 10). La dimensién y tamafio de las
micelas formadas dependen de la estructura del surfactante y del ambiente fisico-
quimico. En principio, dependiendo del tipo de disolvente, los surfactantes pueden
formar micelas normales e inversast®. La concentracion en la que los tensoactivos
empiezan a formar micelas es conocida como la concentracién micelar critica

(CMC)Be,



Cabeza Hidrofilica

Solucién
Acuosa

Cabeza Hidrofébica

Figura 10: Esquema de una micela normal, la cabeza hidrofilica es soluble en agua y la
cola hidrofébica queda fuera de la solucién acuosa®®®.

Los agentes tensoactivos pueden ser i6nicos: (i) catiénicos®™®; con carga

positiva sobre la parte mas voluminosa de su estructura, (i) aniénicos; con carga
negativa sobre esta Gltima y (iii) anféteros®®; que se comportan como catiénicos a
valores de pH &cidos o anidnicos en la zona alcalina. También pueden ser no
i6nicos®®; usualmente se presentan en solucién como iones no disociados, es decir,

en particulas no cargadas eléctricamente.

Para la preparaciéon de las Nps de oro, con y sin modificacién, via ablacion
laser en este trabajo de investigacion; se usara un surfactante aniénico (SDS) para

protegerlas y evitar su aglomeracion.

Figura 11: Estructura quimica del dodecil sulfato de sodio (SDS)®*.

Al momento de la formacion de las Nps en una solucion acuosa de SDS,
estas quedan atrapadas en por un conjunto de moléculas del surfactante,

impidiendo y protegiendo la interaccién entre las Nps evitando la formacion de



agregados mas grandes. En la Figura 12, se muestra las diferentes etapas

involucradas en el proceso de estabilizacion estérica de Nps de oro usando SDS.

ETAPA | ETAPAIII

Solvente acuoso
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Figura 12: Etapas del proceso de estabilizacion estérica para Nps de oro usando una
solucion acuosa de SDS.

En la etapa I, antes del proceso de la ablacion laser, las moléculas de SDS se
encuentran formando coloides en la solucion acuosa. Luego en la etapa Il, una vez
comenzado el proceso de ablacion, las moléculas de SDS empiezan a aproximarse
a las primeras Nps de oro ya formadas. Seguidamente, las interacciones
electrostaticas comienza hacer presencia en la etapa lll; las Nps de oro son
cubiertas por una serie de moléculas del surfactante evitando que estas formen
grandes agregados con otras Nps en el medio, donde las cabezas hidrofilicas del
SDS (cargadas negativamente) quedan orientadas hacia la superficie metalica de

las Nps, sobre las cuales se desarrolla una carga parcial positiva, y sus colas



carbonadas hidrofobicas quedan dirigidas hacia el agua. Finalmente, en la etapa IV,
las Nps de oro quedan completamente protegidas por el surfactante; algunas
cabezas hidrofilicas del SDS interactian electrosticamente con la superficie metalica
de la nanoparticula y otras cabezas quedan orientadas hacia el medio acuoso,
estableciéndose una interaccion tipo Vander Waals entre una cadena carbonada

hidrofébica con su vecina.

1.3 APLICACIONES DE LAS NPS DE ORO

En el campo de la biomedicina, el empleo de Nps semiconductoras, metélicas
y magnéticas como agentes de contraste para marcaje, y el disefio de biosensores
basados en Nps metalicas es toda una revolucion cientifica. Uno de los primeros
sistemas de Nps que se han propuesto para aplicaciones de marcaje celular e

identificacion de tumores son las Nps de oro*"),

La utlizacion de Nps de oro tiene una incidencia transcendental en
fenémenos como la hipertermia y el transporte selectivo de farmacos®®”!, ambos de
futuro prometedor en la terapia del cancer. Para el empleo de Nps de oro como
biomarcadores, es necesario colocar ciertas moléculas en la superficie de las Nps

37, lo cual requiere colocar en la superficie del

que les permitan localizar el tumo
punto cuantico biomoléculas con afinidad selectiva hacia un compuesto especifico
de la zona a reconocer, es decir, la célula cancerosa. Hay ciertas proteinas o
moléculas que se encuentran en mayor proporcion en la membrana de las células
cancerosas, como los receptores de acido félico o la hormona luteinizante, y que

[37]

son caracteristicas de cada tipo de céancer Cuando los puntos cuénticos

funcionalizadas con las biomoléculas, se acercan a una muestra que contiene dicha

37 de forma que

proteina, se produce una reaccion de reconocimiento biomolecular
se acumularan alli, permitiendo la deteccién mediante iluminacion con luz UV y

observando su emisién de fluorescencia caracteristica®”.

Las Nps de oro son de sumo interés en biomedicina por sus diversas
aplicaciones: (i) transporte de drogas terapéuticas>”, (ii) separadores magnéticos de
células marcadas®’, (i) para el catabolismo de tumores via hipertermial®”

(procedimiento terapéutico basado la elevacion de la temperatura de una region del



cuerpo, afectada por un proceso maligno, con el fin de eliminar dicho proceso), y (iv)

agentes de contraste en aplicaciones de resonancia magnétical®”..

Para el transporte de farmacos, cientificos han propuesto usar Nps
magnéticas con el fin de atacar sitios especificos dentro del cuerpo humano, por
ejemplo, un tumor cancerigeno®®’. En una terapia dirigida magnéticamente, una
droga citotéxica se enlaza a una Nps magnética que funciona como portador®”, Asi
este complejo droga-Nps se inyecta al sistema sanguineo del paciente, y cuando las
Nps entran en el torrente sanguineo se aplica un campo magnético externo para
concentrarlas en algin sitio especifico del cuerpo®!. Una vez localizada en el
objetivo deseado, la droga puede liberarse por medio de alguna actividad
enzimatica, por cambios en las condiciones fisiolégicas, por variacion de
temperatura, etc., y ser absorbida por las células afectadas®. Por otro lado, en
investigaciones mas recientes sobre hipertermia tienen como objetivo estabilizar y
homogeneizar la temperatura alrededor de 42-43 °C en la masa tumoral, aunque en

una linea alternativa, termoablacién magnética[37]

, basada en el empleo de
temperaturas de hasta 55 °C se han utilizado Nps magnéticas de Oxido de hierro
(Fe2O3 6 Fe30,4) y Nps metalicas de Fe, Co, Au, etc., con diametros entre 10-500

nmB7,

1.4 RESONANCIA DE PLASMONES SUPERFICIALES (RPS) EN NPS
DE ORO

RPS es la propiedad éptica mas destacable de las Nps metéalicas®. Cuando
una nanoparticula metalica es mucho menor que la longitud de onda de la luz, se
puede inducir una oscilacion coherente de los electrones de la banda de
conduccion®® debido a la interaccibn con el campo electromagnético,
produciéndose asi el fenémeno de la RPSP?. La Figura 13 muestra claramente la
oscilacion colectiva de los electrones en el seno del material cuando son excitados

con luz.
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Figura 13: Esquema del fenémeno de la RPS, donde se observa una oscilacion colectiva
de los electrones confinados en las Nps metélicas®®.

El fendmeno de RPS es muy sensible a cambios en la superficie del metal, en
particular a cambios en la funcién dieléctrica del medio, por lo que se puede usar
para la deteccién de moléculas adsorbidas en la superficie!®. Aparecen asi algunas
de las aplicaciones, como son los chips de andlisis de ADN vy los dispositivos
identificadores de protefnas®®. La RPS en Nps metalicas produce una banda de
absorcion en el espectro UV-Vis, debido a la resonancia de las oscilaciones de los
electrones™. Esta absorcién varia desde el IR hasta el UV, dependiendo del
material, del tamafio de las particulas, del indice de refraccién del medio y de las
moléculas que recubren y funcionalizan a las Nps. En general y como se observa en
la Figura 14, la longitud de onda de la RPS de Nps de oro aumenta con el tamafio

de particulas®®®.

&

Absorbe en 520 nm Absorbe en 545 nm Absorbe en 570 nm

Figura 14: Variacién de la longitud de onda del PS de las Nps de oro en funcién del tamafio
de las particulas®®,



La RPS es intensa en Nps de metales nobles, tales como Fe, Cu, Au, Ag, Pd,
etc., con tamafios entre 5 y 40 nm asi como en laminas delgadas con espesores en
torno a los 50 nm®?. Ademas, para estos metales nobles la frecuencia de

resonancia cae en la parte visible del espectro®?.
I.4.1 Plasmones Superficiales (PS) y la Teoria de Mie

Los PS describen fluctuaciones de la densidad electronica superficial en las

[0l y la excitacién de esos PS, por accién de luz incidente, se denota como

Nps
resonancia de plasmén superficial (RPS)*Y, para superficies planas o esféricas

metalicas de tamafio nanométrico.

Al aplicar un campo electromagnético (luz) sobre un material metdlico, los
electrones de conduccion se desplazan de su posicion de equilibrio una distancia d.
Entonces, aparece, como se muestra en la Figura 15, una fuerza recuperadora o
restauradora, que tiende a restaurar el equilibrio, proporcional a esa distancial*".
Este sistema se comporta como un oscilador, aunque dichas oscilaciones quedan

ampliamente absorbidas por el material masivo!*.

e (-]
° () e ©

Figura 15: Esquema del desplazamiento de los electrones de conducciéon de un metal al
aplicar un campo electromagnético externo. El desplazamiento origina una fuerza
restauradora, proporcional al desplazamiento!®.

Para el caso de Nps, al aplicar un campo electromagnético externo se
produce una acumulacién de carga en la superficie de las mismas! Y. Si hacemos
incidir luz (ver Figura 16), el exceso de carga producido en la superficie de las Nps
debido al movimiento de los electrones actia como una fuerza restauradora,
mientras el movimiento es amortiguado no solo por interacciones con los nucleos

[41

atémicos sino también por la superficie de la Npst*!. Bajo la incidencia de un campo



electromagnético externo muy fuerte, la fuerza restauradora depende no linealmente

de ese campo y en consecuencia se producen los efectos 6pticos no lineales!*!.

(@)

Figura 16: Esquema de una Nps metalica en situacién de equilibrio (a) y de no equilibrio (b)
al aplicar un campo electromagnético externo. El campo produce un desplazamiento de las
cargas electrénicas, que se acumulan en la superficie de la Nps y producen un campo
electromagnético que tiende a restaurar el equilibriot*.

Si se mantiene aplicado el campo electromagnético externo, el sistema se
comporta como un oscilador amortiguado, caracterizado por una frecuencia de
resonancia w que para la mayor parte de los metales de transicién, tales como Fe,
Co, Ag, Pt, Pd, Au, etc., cae en la region UV-Vis del espectro[41]. Cuando el tamafio
de la Nps es suficientemente pequefio, el efecto de la superficie se hace més
importante y el recorrido libre medio de los electrones se ve modificado por los
choques con las paredes de la Nps, lo que aumenta el amortiguamiento de las
oscilaciones plasménicas“!. Incluso en Nps con tamafios inferiores a 1 nm, la

banda de absorcién no aparece en los espectrost!.

Una descripcion tedrica exacta del andlisis de PS en Nps metélicas es la
hecha por la Teoria de Mie, la cual es una soluciébn completamente analitica a las
ecuaciones de Maxwell para la dispersion de la radiacion electromagnética por
particulas esféricas!*?*?. La teoria se basa en tres hipétesis: (i) la energia de la luz
incidente es la misma que la de la dispersada®®, (ii) el principio de linealidad: se
supone que la luz absorbida por N particulas'®®, es “n” veces la dispersada por una

43 [43]

de ellas™, (iii) las Nps son esféricas y homogéneas!*?,

La Teoria de Mie fue desarrollada a principios del siglo pasado con el objeto

de estudiar las propiedades de la RPS y calcular la absorcion y dispersion de luz por

43

Nps metalicas en el seno de una matriz dieléctrical®®. Vale la pena destacar que, la



mayor desviacion respecto a esta teoria, ocurre cuando se forman aglomerados de
particulas o la forma de estas no es esférical®. Sin embargo, las Nps de oro
preparadas via ablacion laser en este trabajo de investigacion se espera que
posean un tamafio aproximadamente esférico y una homogénea distribucion de
tamafios. Al mismo tiempo, surfactantes aniénicos como SDS seran usados para

proteger las Nps de oro y evitar su aglomeracion.
I.4.2 Posicién Espectral de RPS. Parametros que Influyen en la RPS

Existen tres principales parametros que influyen en la RPS en Nps metalicas:
(i) la forma de las particulast*¥, (ii) la funcién dieléctrica del metal*¥: vy (iii) la funcién
dieléctrica del medio ambiente que rodea la Nps*Y. Por lo tanto, la posicién
espectral del maximo pico de extincion o absorcion de la RPS depende de dichos

factores.
1.4.2.a. Influencia de la Forma de la Particula

El desplazamiento del maximo pico de PS en el espectro UV-Vis de Nps
metélicas se ve afectado por la asimetria de las mismas*. Si se considera
particulas de forma no esféricas, por ejemplo, elipsoidales, su espectro cambiara

con respecto al espectro de particulas esféricas!**!

. La Figura 17 muestra los
espectros de extincion de Nps metalicas planas y alargadas sobre un sustrato de

vidrio.
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Figura 17: Espectros de extincién (logi, (transmision)) de Nps metdlicas con diferentes

formas. Los espectros de extincion (c) de particulas planas en un sustrato de vidrio (a)

cambia con una proporcion cada vez mayor de a/c. Para las particulas alargadas (b) la
extincién cambia con respecto a particulas esféricas*?.

1.4.2.b. Influencia de la Funciones Dieléctricas

Nps de Ag tienen su resonancia de PS en longitud de onda menor que las
Nps de Au de la misma forma, debido principalmente a la diferencia en la funcion
dieléctrica de estos metales. Ademas de esta dependencia con la funcién
dieléctrica, también su dependencia con el tamafio juega un papel importante para
particulas pequefias*. Si el tamafio de la particula logra ser mas pequefia que el
recorrido medio libre de los electrones presentes en el metal (aprox. 10 nm), la
dispersion electronica en la superficie de la particula conduce a una modificacién
importante de la funcién dieléctrical*, afectando la resonancia de los PS y su

44 También la funcion dieléctrica del medio

ubicacion en el espectro UV-Vis
ambiente en el que se encuentran las Nps, influye en la posicion espectral de los
PS™. Incluso, un aumento en el indice de refraccién del medio conduce a un

desplazamiento de la resonancia de los PS™4.

.5. METODOS DE GENERACION DE NPS DE ORO

Los métodos de fabricacion de Nps metalicas pueden clasificarse como
quimicos o fisicos. Entre los métodos quimicos destacan: desplazamientos de

ligandos en complejos organometalicos, reduccion de &cido Urico con borohidruro de



sodio para la generacion de Nps de oro, reduccién de metales de transicion por via
electroquimica y fotoquimica, etc. Entre los estudios més relevantes para la
generacion de Nps de oro usando métodos quimicos, se encuentra el de Brust et
al.” el cual gener6 mediante sintesis quimica, Nps de oro protegidas por
dodecanotiol, método que permitid obtener de forma relativamente sencilla Nps con
tamafios bien definidos!®. Otro ejemplo de métodos quimicos que permite la
fabricacién de Nps metélicas, especificamente de Pd, es la reaccién redox™®,
utilizando R4sN*"X como surfactante en tetrahidrofurano'*®. Como precursor del Pd se
usa Pd (NOgs), en un exceso de acetato tetrabutilamonio, el nitrato es desplazado
por ligandos de acetato que es mas efectivo, lo que es seguido por la reduccion del
Pd”? que mediante transferencia de electrones genera conjuntos de Nps

estabilizadas de Pd"*,

La molienda de particulas micrométricas, la nanolitografia o la pulverizacion
catodica, evaporacion térmica, y la ablacion laser constituyen ejemplos de los
métodos fisicos mas usados!*®. En particular, la ablacién laser se ha convertido en
el método fisico mas utilizado para generar Nps de Au y de otros metales como

Agi*®!, Pd, Fe, Cu, etc., en soluciones tanto acuosas como organicas.
I.5.1 Ablacion Laser
La ablacion laser es un procedimiento que se usa para extraer material de la

superficie de un sélido mediante la irradiacién de este con un rayo laser pulsado!®”

(véase Figura 18).

Mag= 400 X (bezogen auf 9x12cm)  Signal A = SE1
File Name = SEM_012620.tif EHT = 20.00 kV

Figura 18: TEM foto de un crater producido por un laser pulsado sobre una superficie de
cobre (Laser Nd:YAG a 266 nm)“".,



El proceso de la ablacion laser se puede explicar a través de cuatro
principales fases: (i) vaporizacion®, (i) nucleacion®, (i) formacién de

aglomerados!*® y (iv) obtencién final de Npst*® (véase Fig. 19)
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Figure 19: Representacion de las cuatro principales etapas involucradas en la
sintesis de Nps metalicas via ablaciéon lasert®®!.

En la etapa 1, denominada vaporizacion, la energia del laser se transforma
en calor, haciendo que se incremente la temperatura de la placa, provocando que
una parte de este material se funda y luego se evapore!®®. Luego en la etapa 2,
llamada nucleacién, el material es convertido en un plasma donde existen
combinaciones de diferentes especies de liquido-metal (ver Figura 20), las cuales

presentan distinta temperatura, presién y composiciont*®!.

METAL (M)

Figura 20: Representacion de un plasma formado a partir de una blanco metalico via
ablacion con laser. Cuatro combinaciones de especies liquido-metal puede ser identificados
debido a la diferencia en temperatura, presién y composicién. El * indica especies excitadas

ylo ionizados!*®.



Adicionalmente, en la etapa 2 o “nucleacion”, se forma una densa nube de
atomos alrededor de la zona de ablacic')n[48], siendo las interacciones entre dichos
atomos tan fuertes por lo que de forma casi inmediata, comienzan a agregarse para
formar Nps embri6nicas“®. Enseguida, en la etapa 3, conocida como formacién de
aglomerados o “clusters”, las Nps embridnicas experimentan procesos de
aglomeracién para formar Nps de mayor tamafiol*®, presentandose dos tipos de
tipos de interacciones que compiten entre si; las interacciones interparticula Nps-
Nps y las interacciones de las Nps de oro con el medio ambiente que rodea la
particula, ambos tipos de interacciones determinaran el didmetro final de la
particula. Finalmente, una vez culminada la etapa 3, ocurre la Ultima etapa, es decir,

la obtencion final de Nps de oro!®!,

El proceso de ablacién laser se lleva a cabo controlando la duracién de los
pulsos laser, que pueden variar entre unos milisegundos y unos femtosegundos, o
controlando la intensidad del flujo*®. Este control tan preciso hace que la técnica
sea muy valiosa a nivel de investigacion e industrial*®. El fenémeno de la ablacién
laser es influenciado por la longitud de onda del laser usado. A mayor longitud de
onda, mayor sera la velocidad de ablacion y menor el fraccionamiento. Cuando el
flujo de radiacion es bajo, la superficie del material se calienta al absorber la energia

de los fotones del rayo y sublima, o se evapora®®®

. Cuando el flujo de radiacion es
muy intenso, usualmente, el material se transforma en un plasma[Soa]. Durante el
proceso de la ablacion laser, se puede controlar la cantidad de energia absorbida y,
de este modo, la cantidad de material que se puede extraer del material masivo por

la aplicacién de un simple pulso®®!,
I.5.1.a. Caracteristicas y Ventajas de la Ablacion Laser

Entre las principales caracteristicas de la ablacion laser destacan: (i) las Nps
ha obtenerse pueden tener una distribucion de tamafio dispersos y desiguales, una

consecuencia derivada de la tendencia que tienen las particulas a aglomerarse una

[51]

vez que el laser incide sobre ellas™, (ii) las propiedades fisicas de los

nanomateriales obtenidos dependen del tamafio de las particulas que los

[51]

integran™™, (iii) es una herramientas poderosa usada para cambiar el tamafio y la

estructura geométrica de Nps de oro, aprovechando el hecho de que las Nps de oro



tienen un intenso pico caracteristico de PS centrado a 520 nmfY, y (iv) el laser
pulsado no requiere modificar la atmésfera en la que se va a desarrollar el trabajo®™"
y no genera desechos®® y (iv) no necesita grandes cantidades de material masivo

para generar las Nps®®Y.,

I.5.1.b. Laseres Usados en Ablacion Laser. El laser Nd:YAG

Existe una amplia linea de laseres comerciales que se emplean en la
ablacion laser; laser de gas de Ar, Kr, Xe, N, He-NelZ, etc., laseres quimicos de
floruro de hidrogeno, floruro de deuterio, etc., laseres de colorante, laseres de metal-
vapor, laseres de estado sélido como el laser de rubi, laser de Nd:YAGPZ, etc.,

laseres de semiconductores como el laser de silicio hibrido™?

, entre otros.
lgualmente, laseres con pulsos del orden de los picosegundos,
nanosegundos y femtosegundos pueden ser usados para la ablacién laser®.
Empleando laseres de picosegundos, la eficiencia de la ablacion comparada con
resultados obtenidos usando laseres de nanosegundos es significativamente altal®?.
Sin embargo, mayor cantidad de masa puede ser removida por unidad de energia
empleando laseres con pulsos de femtosegundos®. Aparte de la ablacién laser
también se ha empleado la ablacion térmica con pulsos de laser de nanosegundos.
En ese proceso térmico, los electrones absorben energia directamente del laser,
transfiriendo esa energia a la red atémica, produciendo fusion y vaporizacion de la

muestra®.

Hoy en dia, la gran mayoria de los trabajos de investigacién sobre la
generacion de Nps metélicas via ablacion laser, emplean los laseres tipo Nd:YAG,
debido principalmente a su bajo costo de operacion es mas bajo que otras técnicas,
es menos abrasivo que otras técnicas®, permite evaporar compuestos de elevada
complejidad®™¥, facil mantenimiento®®, etc. El laser Nd: YAG (aluminio dopado con
neodimio y granate de itrio; Nd: Y3AlsO12) es un cristal que se utiliza como un medio
activo para laseres de estado sdlido™. El dopante, triplemente ionizado de
neodimio, por lo general sustituye a itrio en la estructura cristalina del granate de
itrio aluminio (YAG)®¥, ya que son de tamafio similar. El laser de Nd: YAG

normalmente emite luz con una longitud de onda de 1064 nm, en el infrarrojo



cercano®. También otras frecuencias Opticas del laser Nd:YAG como A a 532, 355,
266 y 213 nm, pueden ser empleadas para el analisis quimico con ablacién. Sin
embargo, también hay transiciones, cerca de 940, 1120, 1320 y 1440 nm. Laseres
de Nd: YAG operar tanto en modo pulsado como continuo®™*.

1.5.1.c. Aplicaciones de la Ablacién Laser

La més simple de las aplicaciones de la ablacion laser es la eliminacion de

una capa superficial de un material mediante un proceso controlado, por ejemplo, el

[55 [55

mecanizado de piezas por laser™ y el grabado de superficies®. No obstante, han
surgido nuevas aplicaciones de la ablacion laser para eliminar materiales de nuevas
maneras, que solo son posibles mediante este procedimiento o muy complicados o
dificultosos por otros caminos. Un ejemplo es la produccion de nanotubos de

carbono™!.

Otra aplicacion de la ablacion laser fue reportada por Guo T., et al.”® quienes
publicaron el uso del laser para ablacionar un bloque de grafito puro y, méas tarde,
grafito mezclado con metales como el Co, Nb, Pt, Ni, Co, usados en los procesos de
catalisis’®”). Una variacién de este tipo de aplicaciones es el uso de la ablacién laser
para crear recubrimientos o capas por ablacion laser de la capa superficial de una
fuente de material, permitiendo el depdsito sobre la superficie que va ser
recubierta®”. Este procedimiento es una variacién de la deposicion fisica por vapor,
y puede crear recubrimientos de materiales que no pueden ser evaporados por otros
medios. Esta técnica es empleada para la manufactura de algunos tipos de

superconductores de alta temperatural®”.

Asi mismo, la ablacién laser se puede usar para transferir impulso a una
superficie, ya que el material separado por ablacién aplica un pulso de alta presion a

la misma, mientras se expande[58]

. El efecto es similar a golpear la superficie con un
martillo. Este proceso se emplea en la industria para endurecer las superficies
metalicas. Es también la base de la propulsion a partir de los pulsos laser para
naves espaciales®®. La ablacién laser también se puede usar en aplicaciones de

581 Por otro lado, la

carécter biolégico como la destruccion de nervios y otros tejidos
ablacion con laser pulsado de emision en la region espectral del UV permite la
eliminacion selectiva de capas superficiales de material polimérico utilizado como

recubrimiento en distintos tipos de objetos y superficies artisticas!®®. A través de una



seleccion cuidadosa de los parametros laser tales como; fluencia, longitud de onda,
ndmero y duracion de los pulsos laser, se pueden eliminar capas de material
degradado asegurando una penetracion minima de la luz laser hacia el interior del
sustrato® y por tanto una contribucién minima de los efectos térmicos o

fotoquimicos!®®.,

[.5.1.d. Influencia de las Condiciones Experimentales de la Ablacion Laser
sobre los Espectros de Absorcion y Distribucion de Tamarfos de las
Nps de Oro

El proceso de ablacion laser, usado para la generacion de las Nps de oro,
afecta significativamente no solo las propiedades fisicas y quimicas de dichas Nps
sino también los espectros de absorcion, la morfologia, la distribucion de tamafios y

.59 estudiaron la

la cantidad de Nps producidas. En efecto, Mafuné F., et a
generacion de Nps de oro por ablacion laser a partir de placas de oro en solucién
acuosa de SDSP%: reportando no solo que el tamafio de las Nps decrecian con el
incremento de la concentracion de SDS ([SDS]) sino que también el pico
caracteristico de PS a 517 nm se convertian en un pico mas amplio y menos
prominente, con el aumento de la [SDS]®®. También, el ensanchamiento del pico de
maxima absorbancia fue atribuido al cambio de la distribucion de tamafio de las Nps
de oro producidas[Sg]. La Figura 21 muestra la influencia de la [SDS], observada por
Mafuné y sus colaboradores, sobre la forma de los espectros de absorbancia de

Nps de oro.
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Figura 21: Espectros de absorbancia de Nps de oro generadas por ablacion laser a 1064
nm y a 80 mJ/pulso en solucion acuosa de SDS de concentracién 0.0001, 0.001, 0.01y 0.1
M, respectivamente®.

Con respecto a la distribucion de tamafios de las Nps de oro producidas;
encontraron particulas cuyo didmetro medio fue de aproximadamente 4.6 nm
cuando la concentracion de SDS fue de 0.01 M, mientras que cuando emplearon
concentraciones de SDS de 10 M, el diametro medio de las Nps incrementé a 6.1

B9 La Figura 22 muestra fotografias electronicas de las Nps de oro generadas,

nm
donde claramente se puede observar que la distribucion de tamafio de las Nps

decrece con el aumento en la concentracion de SDS.
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Figura 22: TEM fotos y distribucion de tamafios de las Nps de oro producidas por ablacion
laser, usando una longitud de onda fundamental de 1064 nm y 80 mJ/pulso en una solucion
acuosa de: (a) 0.01 M de SDS, (b) 10° M de SDS y (c) subsecuente irradiacién de las Nps
de oro de (a) con laser a 532 nm, 50 mJ/pulso y por un espacio de tiempo de 60 minutos™.

Por otro lado, Mafuné F., et al.® llevaron a cabo una subsecuente irradiacion
de las Nps de oro que se observan en la Fig. 22(a) con laser a 532 nm (50mJ/pulso)
por un espacio de 60 minutos® (véase Fig. 22(c)); hallando que las Nps de oro que
tenian didmetros superiores a los 5 nmP®¥ (véase Fig. 20(a)) habfan sido
pulverizadas hasta convertirse en Nps con didmetros de 1-5 nm® por efecto de la

. Asi mismo, investigaron cambios en el

reduccién de tamafio inducido por el lase
tamafio, abundancia y estabilidad de Nps de oro sintetizadas via ablacion laser
cambiando la longitud de onda; encontrando que la ablacién con laser a 532 nm (40
mJ/pulso) produce Nps de oro mucho mas estable en el tiempo que aquellas

59 Ademas, revisaron la abundancia relativa

producidas a 1064 nm (80 mJ/pulso)
de las Nps de oro producidas por la ablacion con laser a 1064 nm y a 532 nm en
funcion de una serie de disparos del laser (20, 30, 40 y 60 mJ/pulso); reportando

gue la abundancia relativa de las Nps de oro aumentaba casi linealmente tanto con



el nimero de disparos de laser®™ (véase Figura 23(a) y (b)) como con el poder del

laser®¥ (véase Figura 23(c)).
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Figura 23: (a) Abundancia relativa de las Nps de oro como funcién del nimero de disparos
del laser a 1064 nm y (b) a 532 nm. En (b), el poder del laser usado fue variado a 20
mJ/pulso (m), 30 mJ/pulso (o), 40 mI/pulso (¢), y 60 mI/pulso (o), respectivamente. En (c),
se puede apreciar la abundancia relativa de Nps de oro en funcién del poder del laser a 532
nm, donde el incremento es casi lineal con respecto al poder del laser™.

5% jinvestigaron no solo la generacion

Casi paralelamente, Mafuné F., et al.
Nps de oro, con una amplia distribucion de tamafios, por ablacion con laser a partir
de placas de oro en soluciones acuosas de SDS sino que también estudiaron la
posterior fragmentacion de esas Nps ocasionada por irradiacion laser a 532 nm
usando diferentes [SDS] y flujos de energia del laser (320, 480, y 1200
mJ/puIso.cmZ)[GO]; encontrando tanto una marcada dependencia del diametro
promedio de las Nps de oro con la [SDS] a 532 nm como también con el flujo de
energia del laser®. A medida que el flujo del laser (véase Figura 24(a)) y la [SDS]
aumentaban; (véase Figura 24(b) y (c)), el didmetro medio de las Nps de oro

disminuia progresiva y considerablemente.
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Figura 24: (a) Diametro promedio de Nps de oro despues de la fragmentacion con un laser
pulsado a 532 nm usando diferentes flujos de energia: (¢) 320, (+) 480, y (m) 1200
mJ/pulso.cm?2 como funcién de la [SDS], TEM fotos de Nps de oro generadas con un laser
pulsado a 532 nm y 1200 mJ/pulso.cm? en una solucién acuosa de [SDS] de (b) 9 ,10* My
(c) 0.05M. El tamafio promedio de las Nps obtenidas sonde 3.4y 1.7 nma 9 ,10* My 0.05
M, respectivamente®”.

De igual manera, y como se aprecia en la Figura 25(A), Mafuné F., et al.l”

notaron cambios espectrales de absorcion de las Nps producidas antes y después
de la radiacién de un laser a 532 nm en soluciones de SDS de 9,10* y 0.05 M.
Dichos espectros mostraban un pico caracteristico de la banda de PS a 520 nm y
una porcion de la cola del espectro que se extendia hacia el rango de longitudes de
onda del UV notando que la anchura de dichos espectros se ampliaban y disminuian
en altura por el efecto del flujo de energia del laser, y que los cambios mas
significativos fueron obtenidos a 0.05 M que a 9x10™ M. Por otro lado, al igual que en
la investigacién de Mafuné F., et al.®¥; Mafuné F., et al.’®” prepararon Nps de oro
con diferentes didmetros medios (10.0, 7.5 y 6.0 nm) por ablacion laser a partir de
placas de oro sumergidas en solucibn acuosa de SDS, las cuales fueron
posteriormente sometidas a un proceso de reduccion de tamafio inducido por
laser’®.. En la Figura 25(B) se puede apreciar los espectros de absorcién de Nps de
oro antes y después de la irradiacién con laser; Mafuné F., et al.®® encontraron que
las Nps de oro con distintos didmetros medios, antes de la irradiacion con laser,
exhiben una dependencia caracteristica del tamafio con el pico méaximo de
absorbancia®® en los espectros UV-Vis. Sin embargo, después de la irradiacién con
laser a 532 nm, todas las Nps de oro, indiferentemente de su diametro, fueron

fragmentadas hasta convertirse en pequefias Nps de diametros comparables!®®.
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Figura 25: (A) Espectros de absorbancia de Nps de oro generadas antes de la
fragmentacion (a) y después de la fragmentacién con un laser pulsado a 532 nmy 1200
mJ/pulso.cm? en una solucién acuosa de [SDS] de (b) 9 ,10* My (c) 0.05 M. (B) Espectro
de absorbancia de Nps de oro con diferentes diametros iniciales, antes de la reduccion de
tamafio inducido por laser: (a) 10.0 nm (linea azul continua), (b) 7.5 nm (linea negra
continua) y (c) 6.0 nm (linea roja continua) y después de la reduccién de tamafio inducido
por laser (lineas azul, negra y roja punteadas)®.

Entonces, Mafuné F., et al.*® concluyeron que: (i) se pueden preparar, de
manera controlada, Nps de oro con un tamafio deseado a partir de Nps mas
grandes con solo seleccionar apropiadamente la energia del laser®™ y la
concentracion del surfactante®® y (ii) la ablacién laser en combinacién con el control
de tamafio inducido por laser proporciona un método fisico de gran versatilidad para
la preparacion de Nps de oro con tamafios especificos[ao], sin la contaminacién que
acarrea un agente reductor®, el cual es inevitablemente usado en las técnicas

quimicas convencionales para la preparacion de Nps metélicas.

Por su lado, Chen Y., y Yeh C.®Y prepararon Nps de plata via ablacién laser a
partir de una vara de plata sumergida en soluciones acuosas de SDS y (bromuro de
cetiltrimetilamonio- surfactante catidnico) CTAB, usando una intensidad del laser de
120 mJ/pulso®. Chen Y., y Yeh C.*Y! demostraron claramente que la interaccion
entre el laser pulsado y las Nps metalicas conduce a una severa agregacion de las
particulas y amplia distribucién de tamafios cuando no se emplean surfactantes!®
(véase Figura 26(a)). Sin embargo, cuando ambos surfactantes fueron usados se
produjeron cambios significativos en el diametro medio de las Nps de plata

generadas; Chen Y., y Yeh C.*¥ encontraron Nps de plata de 4.2 + 1.9 nm cuando



fueron sintetizadas en solucién de SDS® y Nps de oro de 7.8 + 4.5 nm cuando

fueron preparadas en solucién de CTAB®Y (véase Figura 26(b) y (c)).

Cc
20nm 20nm

Figura 26: TEM fotos de Nps de plata preparadas por ablacién laser a 532 nm e intensidad
de 120 mJ/pulso y tiempo de ablacién de 10 minutos; (a) Nps sin surfactante, (b) Nps en
solucién de 5.0,10% M de SDS y (c) Nps en solucién de 5.0,10°* M de CTAB'®.

Igualmente, Chen Y., y Yeh C.[*Y observaron que el tipo de surfactante y sus
propiedades influyen substancialmente no solo sobre la formacion de las Nps de
plata y que tan monodispersas estas se encuentran en la solucién sino que también
el tipo de surfactante y su concentracion afectan significativamente la banda de
plasmén superficial de las Nps de platal®. En efecto, Chen Y., y Yeh C. notaron
que las Nps preparadas en solucion de SDS (surfactante aniénico) fueron menos
aglomeradas con respecto a las Nps preparadas en CTAB®Y (surfactante cati6nico)
y que la banda de plasmoén de las Nps de plata en CTAB se detect6 a grandes
longitudes de onda con respecto a la banda de plasmén de las Nps en SDS®
(véase Fig. 27). Chen Y., y Yeh C.*¥ afirmaron que estos resultados espectrales
reflejan la formacién de grandes aglomerados de particulas de plata en CTAB, tal

como se observo en la Fig. 26(c).
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Figura 27: Espectro de absorcién UV-Vis de Nps de plata sintetizadas via ablacion laser
usando una longitud de onda de 532 nm, una intensidad de 120 mJ/pulso y tiempo de
ablacion de 10 minutos en una solucién acuosa de: (a) 1.0,10% M de SDS, (b) 1.0,10% M
de CTAB y (c) Nps de plata sin surfactante®".

1.6 CARACTERIZACION DE NPS DE ORO

La caracterizaciobn de las Nps de oro puede llevarse a cabo mediante
diversas técnicas, entre las que destacan: microscopia electronical®?,

[62] [62]

espectroscopia UV-Vis*™“, dispersion dindmica de luz (DLS)™, microscopio de

fuerza atémica (AFM)®? microscopio de efecto tinel (STM)?, entre otras.

[.6.1 Microscopia Electronica

El microscopio electronico usa electrones para iluminar la muestra y crear
una imagen ampliada de la misma, la interacciéon del haz de electrones con la
muestra permite obtener informacién sobre su morfologia, composicion y
estructural®. Hay dos tipos basicos de microscopios electronicos: el microscopio
electrénico de transmision (TEM)®¥ y el microscopio electrénico de barrido
(SEM)®?. La que mas comlnmente se requiere para cualquier estudio es la
microscopia de transmision electrénica (TEM) y la de alta resolucion. Estas técnicas
permiten (i) el estudio del tamafio de las Nps y de su dispersién®? y (i) la estructura

y morfologia de los &tomos que se aglomeran formado la Nps!®?,

Un TEM permite la observacién de muestra en cortes ultrafinos®. Un TEM

dirige el haz de electrones hacia el objeto que se desea aumentar; una parte de los



electrones rebotan o son absorbidos por el objeto y otros lo atraviesan formando

nl®® Para utilizar un TEM debe cortarse la

una imagen aumentada del espécime
muestra en capas finas, no mayores de un par de miles de angstroms. Se coloca
una placa fotogréfica o una pantalla fluorescente detras del objeto para registrar la
imagen aumentada. Los TEM pueden aumentar un objeto hasta un millon de

veces®. La Figura 28 muestra los elementos basicos que conforman un MET.

Canodn de electrones
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Figura 28: Partes que conforman un METI®,

Las principales partes de un TEM son: (i) cafion de electrones, que emite los
electrones que chocan o atraviesan el espécimen creando una imagen
aumentada®®, (ii) lentes magnéticas para crear campos que dirigen y enfocan el haz
de electrones!®¥, (iii) un sistema de vacio, es una parte muy importante, debido a
que los electrones pueden ser desviados por las moléculas del aire, se debe hacer
un vacio casi total en el interior del MET®¥ (iv) placa fotogréfica o pantalla
fluorescente que se coloca detras del objeto a visualizar para registrar la imagen
aumentadal® y (v) sistema de registro que muestra la imagen que producen los

electrones, que suele ser una computadoral®®.



Un SEM es similar al TEM®®). Ambos tienen ciertas caracteristicas comunes
tales como un cafidon de electrones donde se genera el haz de electrones, lentes
condensadoras Yy sistema de vacio. La diferencia principal entre ellos es la manera
en que forman y magnifican la imagen®. Mientras el TEM permite el estudio de la
ultraestructura de muestras delgadas, el SEM posibilita conocer la morfologia

54, El SEM explora la superficie de la imagen punto por punto, al contrario

superficia
gue el TEM, que examina una gran parte de la muestra. Su funcionamiento se basa
en recorrer la muestra con un haz muy concentrado de electrones, de forma

64 Los

parecida al barrido de un haz de electrones por la pantalla de una television
electrones del haz pueden dispersarse de la muestra o provocar la aparicion de
electrones secundarios. Los electrones perdidos y los secundarios son recogidos y
contados por un dispositivo electronico situado a los lados del espécimen. A medida
gue el haz de electrones barre la muestra, se presenta toda la imagen de la misma
en el monitor®. Los SEM pueden ampliar los objetos 200.000 veces o més. Este
tipo de microscopio es muy util porque, al contrario que los TEM o los microscopios
pticos, produce imagenes tridimensionales realistas de la superficie del objeto!®”.
La Figura 29 muestra una comparacion de las diferentes partes de un microscopio

optico, TEM y SEM, respectivamente.
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Figura 29: Comparacion de las partes que conforman (a) un microscopio 6ptico, (b) TEMy
(c) SEM, respectivamentel®®.,



Diferentes sistemas biologicos y quimicos se pueden estudiar mediante SEM,
tales como: la morfologia superficial de minerales®, catalizadores!®®,

electrodepdsitos!®?,

la adherencia fibra-matriz en polimeros®, los cambios
morfolégicos de materiales sometidos a tratamientos quimicos'®, las formas de
cristalizacién de minerales!®, el control de calidad de catalizadores industriales!®®,
la morfologia superficial interna de particulas poliméricas!®™, la morfologia de tejidos

[65]

u 6rgano animales y vegetales™, estudio de moléculas y reconocimiento de

fosiles!®, entre otros sistemas.

[.6.2 Espectroscopia UV-Vis

La espectroscopia UV-Vis aparece durante la 2% guerra mundial como una
técnica estandar de investigacion en bioquimica, biologia y farmacéutica, la cual
permite censar las transiciones electronicas de las moléculas al absorber luz en el
rango UV-Vis del espectro electromagnético®®. Suele emplearse en el campo de la
nanociencia y nanotecnologia debido a las propiedades 6pticas de la materia a nivel
nano®®. Es por ello, que la espectroscopia UV-Vis resulta indispensable para la

caracterizacion de soluciones coloidales de Nps de oro.

Primeramente, para comprender el porque del uso de la espectroscopia de
UV-Vis para la caracterizaciébn de Nps de oro es necesario explicar primero los
fendmenos sensibles a esta técnica que estan presentes en el sistema de las Nps.
Como se menciond anteriormente en la Secciones 1.1.2, 1.4 y 1.4.1, las Nps de oro
contienen un numero determinado de electrones libres confinados en un espacio
muy pequefio, lo que les confiere propiedades 6pticas como la RPS. El fenébmeno
de la RPS se manifiesta cuando un haz de luz incide sobre las Nps de oro,
produciéndose una oscilacién colectiva de electrones, lo que se traduce a su vez en
la absorcion de luz por parte de las Nps en una determinada zona del espectro UV-
Vis. El color de esa luz emitida depende del tamafio, forma y propiedades de dichas
Nps. En la Figura 30 se puede observar, para el caso especifico de Nps de oro, que
soluciones de distintos tamafios de Nps presentan maximos de absorbancia a

diferentes longitudes de onda.
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Figura 30: Espectro de absorbancia de Nps de oro, donde se observa el desplazamiento
del maximo de absorbancia en funcién del tamafio de la particula!®®.

1.6.3  Dispersion Dindmica de Luz (DLS)

Otra técnica muy apropiada para la caracterizacion de las Nps de oro es la
dispersion dindmica de luz (DLS) o también conocida como espectroscopia de
correlacién foténical®”, la cual permite determinar la distribucién y el tamafio de
dichas Nps®. Incluso, DLS puede ser utilizado para determinar el perfil de

67 explorar el comportamiento de

distribucion de tamafio de polimeros en solucién
los fluidos complejos!®”), tales como soluciones de polimero concentrado®”, entre

otras aplicaciones.

Al incidir una fuente de luz, por ejemplo un laser, monocromético y coherente,
sobre una solucion que contiene particulas y que experimenta un movimiento
browniano®, se produce un cambio en la direccién del haz incidente, esto ocurre
gracias a la fluctuacién de la constante dieléctrica en la solucién’®®, la cual provoca
a su vez un cambio en el campo eléctrico del haz!®®. Para detectar la dispersién de
la luz incidente, un detector (fotomultiplicador) es colocado a un cierto angulo’®,
recibiendo la radiacion que sale dispersada a dicho angulo de la solucién de Nps y
transformandola en una sefial eléctrica, la cual es llevada a un computador y este a
su vez, mediante una funcién de autocorrelacion!®®, relaciona la fluctuacion del
campo eléctrico con la fluctuacién de la constante dieléctrica de la solucion!®®. Esta
medida se realiza en tiempo real por lo que se obtiene un rango amplio de
intensidades dependientes del tiempo. Las fluctuaciones de la constante dieléctrica

son fluctuaciones no periddicas’®, una grafica de esta propiedad fluctuante en



funcién del tiempo, decae de forma exponencial®®. Este decaimiento exponencial
esta relacionado con el movimiento de las particulas®, especificamente para el
coeficiente de difusion (D) de la solucién y a su vez este ultimo parametro esta

relacionado mediante la ecuacién de Stoke-Einstein con el tamafio de la particula®®.

I.6.4 Espectroscopia de Fluorescencia

La espectrometria de fluorescencia, también Illamada fluorometria o
espectrofluorimetrial®, es un tipo de espectroscopia electromagnética que analiza
la fluorescencia de una muestra®. La espectroscopia de fluorescencia utiliza luz,
normalmente UV, que excita a los electrones de las moléculas de ciertos
compuestos provocando la emision de luz de menor energia, generalmente luz

visible!®?,

La espectrometria de fluorescencia se refiere principalmente a estados
vibracionales y electrénicos. En general, las especies objeto de examen tienen un
estado electronico basal®, es decir, un estado de baja energia, y un estado
electrénico excitado de mayor energia®. Dentro de cada uno de estos estados
electrénicos existen diferentes estados vibracionales. En la espectroscopia de
fluorescencia, primero se excita la muestra mediante la absorcién de un fotdén de luz,
desde su estado electrénico basal a uno de los distintos estados vibracionales del
estado electrénico excitado®®. Las colisiones con otras moléculas causan que la
molécula excitada pierda energia vibracional hasta que alcanza el estado vibracional
més bajo del estado electrénico excitado!®®. Luego, la molécula desciende a uno de
los distintos niveles de vibracion del estado electronico basal, emitiendo un fotén en

el proceso®.

En la espectrometria de fluorescencia se utilizan dos tipos generales de
instrumentos: (i) Fluorémetros de filtro®®, los cuales utilizan filtros para aislar la luz
incidente y la luz fluorescente y (ii) Espectrofluorometros®, los cuales usan
monocromadores de reticulo de difraccion para aislar la luz incidente y la luz
fluorescente. Ambos tipos de instrumentos emplean luz como fuente de excitacion
qgue pasa a través de un filtro o monocromador, e incide sobre la muestral®®. Luego,
una parte de la luz incidente es absorbida por la muestra, y algunas de las

moléculas de la muestra producen una fluorescencia®®. Esa Iuz fluorescente es



emitida en todas las direcciones. Seguidamente, parte de esta luz fluorescente pasa
a través de un segundo filtro o monocromador y llega a un detector, el cual a
menudo se encuentra a 90° con respecto al haz de luz incidente para minimizar el

riesgo de que la luz incidente reflejada o transmitida llegue al detector™.

No obstante, para entender mas a profundidad este tipo de espectroscopia es
necesario explicar dos fundamentos tedricos muy importantes como lo son: (i) la
fluorescencia® vy (ii) las variables que afectan la fluorescencia, entre las que

destacan el incremento de la fluorescencia por efecto de un metal (MEF)®.
I.6.4.a. Fluorescencia

La fluorescencia es un proceso de emision en el cual las moléculas son
excitadas por la absorcion de radiacion electromagnética del tipo UV, rayos

9 Una de las caracteristicas mas atractivas de los métodos de

catodicos o rayos X
fluorescencia es su sensibilidad, la cual es de uno a tres érdenes de magnitud mejor
que las de la espectroscopia de absorci6on®. No obstante, los métodos de
fluorescencia se aplican mucho menos que los métodos de absorcion debido al
ndamero relativamente limitado de sistemas quimicos que se pueden hacer

fluorescer®.

La fluorescencia ocurre cuando una molécula, &tomo o nanoestructuras se

|[69

relajan volviendo a su estado fundamental®® (So) después de haber estado excitada

eléctricamente® (1), liberando su exceso de energia en forma de fotones®. Los
procesos de excitacion y fluorescencia (emisién) pueden ser expresados como

sigue a continuacion:
Excitacion So + hv — 51 Ec.1.1
Fluorescencia S1 = So + hv Ec.1.2
donde:

hv es un término genérico para la energia del fotén, donde a su vez, h es la

constante de Planck y v es la frecuencia de la luz.

Una molécula en estado de excitacion, S1, puede relajarse por diferentes

formas a su estado basal. Esta puede sufrir una relajacién no radiante y relajacion



fluorescente®®. La relajacién no radiante puede ser de dos tipos: (i) relajacion

vibracional®®

, en la cual la energia de excitacion es disipada como calor, es decir,
vibraciones al medio y (ii) conversién interna®, en la cual ocurre un relajamiento no
radiante entre el nivel vibracional inferior de un estado electrénico excitado y el nivel
vibracional superior de otro estado electronico. Por otro lado, en la relajacion
fluorescente, existen bandas de radiacién que son producidas cuando las moléculas
fluorecen debido a que las moléculas electronicamente excitadas pueden relajarse
volviendo a cualquiera de los estados vibracionales del estado electrénico

fundamental®®,

Por lo general, se observa que dichas bandas de radiacién (bandas de
fluorescencia) estan formadas principalmente por bandas que tienen longitudes de
onda mas largasl® y por tanto, energias menores que la banda de radiacién

responsable de su excitacion!®®

. Este desplazamiento hacia longitudes de onda
mayores, tal como se aprecia en la Figura 31, se llama desplazamiento de

Stokes!®?.

Intensidad Desplazamiento de Stokes
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Figura 31: Diagrama de las curvas de absorcion (excitacion) y de emision (fluorescencia)
para un compuesto. La diferencia entre ambos maximos es conocida como el
desplazamiento de Stokes!".

Debido a que las diferencias de energia entre los estados vibracionales es

aproximadamente el mismo!"™

, tanto para el estado fundamental como para el
excitado, la absorcion (espectro de excitacion) y el espectro de emisidn
(fluorescencia) de un compuesto frecuentemente aparece como una imagen
especular de uno a otro con una sobreposicion que ocurre en la linea de

resonancial™, por ejemplo, en la Figura 32 se puede apreciar las imagenes



especulares de los espectros de excitacion y de emisién para 1 ppm de antraceno

en alcohol.
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Figura 32: (a) Diagrama de energia para un sistema fotolumiscente, donde se muestra la
excitacion de So a S1y la emision de S1 a So y (b) espectro de fluorescencia para 1 ppm de
antraceno en alcohol, donde se aprecia (b.1) espectro de excitacion, (b.2) espectro de
emisiont™,

En la fluorescencia, el rendimiento cuantico muestra la eficiencia del proceso
fluorescente™. Este rendimiento es definido como la relacion de los fotones

emitidos con respecto a los fotones absorbidos!™, tal como sigue:

_ #fotones emitidos Ec.1.3
"~ # fotones absorbidos

Cuando el rendimiento cuantico de fluorescencia es 1 (100%); cada fotén
absorbido resulta en un fotén emitido™. También, compuestos con rendimientos
cuanticos de 0,10 son aun considerados bastante fluorescentes!’. Por otro lado, el
tiempo de vida de la fluorescencia se refiere al tiempo promedio que dura la
molécula en su estado de excitacion antes de emitir un foton’. La fluorescencia

tipicamente sigue una cinética de primer orden!:

[S1] = [S1]oe Tt Fcl 4



donde:

[S1] define la concentracion de moléculas en estado de excitacion en el tiempo t.
[S1]o define la concentracion inicial y

I' es la tasa de decaimiento o el inverso del tiempo de vida de la fluorescencia.

Este es un caso de decaimiento exponencial. Varios procesos radiactivos y
no-radiactivos pueden despoblar el estado excitado. En ese caso, la tasa de

decaimiento total (T't) es la suma de todas las tasas!*:

I't = I'rad + I'nrad Ec.1.5
donde:
't es la tasa de decaimiento total.
I'rad es la tasa de decaimiento radiativo y
I'nrad es la tasa de decaimiento no-radiativo.

I.6.4.b. Variables que Afectan la Fluorescencia

Existen diferentes factores que afectan el fendmeno de la fluorescencia, entre
las que podemos destacar: (i) el rendimiento cuanticol™, (ii) la estructura de los
compuestos que presentan fluorescencial™, (i) rigidez estructurall™, (iv)

temperatura del disolvente! y (v) efecto del pHI™.

El rendimiento cuantico o también conocido como la eficacia cuéntica de la
fluorescencia, como ya se ha mencionado, indica simplemente una relacion entre el
ndmero de moléculas que emiten fluorescencia respecto al numero total de
moléculas excitadas’". Las moléculas altamente fluorescentes, por ejemplo, la
fluoresceina, tienen eficiencias cuénticas que, en ciertas condiciones, se aproximan
a la unidad’. Las especies no fluorescentes tienen eficiencias que son

practicamente cerol’.



En cuanto a la estructura de los compuestos; la fluorescencia mas intensa es
la que presentan los compuestos que contienen grupos funcionales aromaticos!’.
Los compuestos que contienen estructuras alifaticas!” y aliciclicas de carbonilo!™ o
estructuras con dobles enlaces muy conjugados pueden presentar fluorescencial’™.
La mayoria de los hidrocarburos aromaticos no sustituidos son fluorescentes en
disolucion, la eficacia cuantica aumenta con el numero de anillos y con su grado de

[71

conjugacion™. Incluso, la sustitucién en un anillo aromatico causa desplazamientos

en la longitud de onda de absorcion maxima y los cambios correspondientes en los

picos de fluorescencial™.

Por otro lado, empiricamente se encuentra que la fluorescencia esta
particularmente favorecida en moléculas que poseen estructuras rigidas'’Y, por
ejemplo, los rendimientos cuénticos para el fluoreno y el bifenilo son proximos a 1.0
y 0.2, respectivamentel’™, bajo condiciones similares de medida. La influencia de la
rigidez también tiene importancia en el aumento de la fluorescencia de ciertos
quelatantes organicos cuando estan formando un complejo con un ion metalicol”™,
por ejemplo, la fluorescencia de la 8-hidroxiquinoleina es mucho menor que la de su

complejo con zinc.

Asi mismo, la eficacia cuantica de la fluorescencia disminuye en muchas
moléculas con el aumento de la temperatural™, ya que el aumento de la frecuencia
de las colisiones a temperatura elevada hace aumentar la probabilidad de
desactivacion no radiantel’. Al igual, una disminucién en la viscosidad del
disolvente también aumenta la probabilidad de conversion externa y produce el

mismo resultado!™.

En lo que se refiere a los efectos del pH sobre la fluorescencia, se ha
observado, en general, que la fluorescencia de un compuesto aromético con
sustituyentes acidos o basicos en el anillo depende del pH"™ . Tanto la longitud de
onda como la intensidad de emisién son probablemente diferentes para la forma
ionizada y no ionizada del compuestol”™; por lo que en los métodos fluorimétricos,

sera muy frecuente el control estricto del pH™.



I.6.4.c. Incremento de la Fluorescencia por Efecto de un Metal (MEF)

A primera vista pareciera extrafio el considerar usar superficies metalicas de
tamafio nanométrico para incrementar la fluorescencial™. De hecho, los metales
son conocidos por inhibir, es decir, provocar un “quenching” de la fluorescencial’®,
por ejemplo, superficies de plata de 50 Angstroms de grosor son usadas en

microscopia para inhibir por quenching la emisién de regiones cercanas al metall’?.

No obstante, se sabe que los metales también pueden incrementar la
fluorescencia por varios mecanismos!’?. Incluso, las particulas metalicas ademas
parecen incrementar las tasas de decaimiento radiativol’”®. Existen dos posibles
efectos de los metales sobre la fluorescencia: (i) si el metal genera un aumento en la
tasa de excitacic’)n[”], esto produce un incremento en el brillo sin cambiar el
rendimiento cuéntico o el tiempo de vida de la fluorescencia™ o (ii) si el metal
genera un aumento en la tasa de decaimiento radiativol’?, esto produce un
incremento del rendimiento cuantico y una disminucion del tiempo de vida de la

fluorescencial™.

MEF es un efecto que aumenta considerablemente el rendimiento cuéntico

observado y reduce el tiempo de vida de la fluorescencia de las moléculas

[8] (colorantes organicos) que se encuentran en las proximidades de

[75

fluor6foras
superficies de metales nobles de tamafio hanométrico 1. El efecto MEF se deriva
de la interaccién del momento dipolar del fluoréforo y el campo de los plasmones

"™ dando como resultado un aumento tanto de la

superficiales (PS) del meta
velocidad de desintegracién radiactiva como de la emisién de fluorescencial™,
mejorando considerablemente la intensidad de la luminiscencial™®. MEF ofrece
buenas perspectivas para una gran gama de aplicaciones; incluyendo LEDs!"®,
tecnologia de sensores’™, microarreglos”™ 'y estudios de moléculas
independientes™. MEF se vuelve aln mas atractivo cuando se aplica a
nanocristales coloidales semiconductores!™, los cuales presentan propiedades

[75] [75]

Opticas dependientes de su tamafo'™, alta estabilidad fotoquimica'™, y se

caracterizan por tener amplios espectros de excitacion™ y estrechas bandas de

emision!™,



En 2005, Alslan K., et al.l"® estudiaron el fenémeno de MEF, por efecto de
nanoestructuras de plata sobre la intensidad de las emisiones y fotoestabilidad de
un fluoréforo, indocianina verde (ICG)"®. Colocaron coloides de plata sobre un
substrato de vidrio de manera homogénea y luego absorbieron en ellos moléculas
de ICGI"®. Sus resultados mostraron que las interacciones de nanoestructuras de
plata-ICG, mejoran significativamente las propiedades espectrales y la
fotoestabilidad del fluor6foro™®, aumentando los rendimientos cuanticos!’®, las tasa
de excitacion™ y la transferencia de energial®. Concluyeron que dichas
interacciones se debian a las transferencias de energia no radiactiva entre los
estados excitados del fluoréforo ICG y los PS de los coloides de platal”™. Un poco
mas temprano en 2004, Gosh K., et al.l"’ estudiaron la influencia de Nps de oro en
el comportamiento de emision del fluoréforo, metilaminopireno (MAP)".
Reportando que las moléculas de MAP adsorbidas en la superficie de las Nps
experimentaban un fuerte quenching de fluorescencial’”. Ademas, sefialaron que la

eficiencia de dicho quenching era dependiente del tamafio de la nanoparticulal’”.

1.6.4.d. Fluoresceina, Disodiofluoresceina y Rodamina

La fluoresceina se caracteriza por presentar una alta fluorescencia, teniendo

(7879 | a fluoresceina también es conocida como un

un rendimiento cuantico del 95%
aditivo colorante, llamado amarillo No 7 y la disodiofluoresceina es conocida como
amarillo No 8. En la Figura 33 se puede notar las estructuras quimicas de ambas

moléculas fluoréforas.

Figura 33: Estructura quimica de (a) fluoresceinay (b) disodiofluoresceinal”®.

La fluoresceina es una sustancia fluor6fora hidrosoluble, de color rojo

caracteristico en su estado soélido pero que produce un color fluorescente verde



intenso en soluciones alcalinas’? (véase Figura 34). Cuando se expone a la luz, la
fluoresceina absorbe ciertas longitudes de onda y emite luz fluorescente de longitud
de onda larga. En efecto, la fluoresceina tiene un maximo de absorcion de 494 nmy

un méaximo de emisién de 521 nm (en agua)®”.

@ . ®)

Figura 34: (a) Fluoresceina y (b) solucion de fluoresceina bajo radiacion de luz UV,

La fluoresceina es utilizada en el examen de los vasos sanguineos del ojof.

En optica, se emplea para comprobar las alteraciones en el epitelio corneal®,

[81] [81]

ulceras cornéales , alteraciones en el sistema

|[81]

, infecciones por herpes corneal
lagrimal®, permeabilidad de las vias lagrimales®®, entre otros usos. De igual
manera, la disodiofluoresceina es utilizada para el diagnostico en el campo de la

oftalmologia y la optometrial®.

La rodamina es otra sustancia fluor6fora hidrosoluble, que posee una alta
fluorescencia y gran rendimiento cuantico®. La rodamina es de color marrén
caracteristico en su estado sélido pero que produce un color fluorescente fucsia

[83

intenso en soluciones alcalinas®®. La Figura 35 muestra dos soluciones acuosas de

fluoresceina y rodamina G bajo radiacion de luz UV.



Figura 35: (a) Rodamina 6G en polvo'®, (b) solucién de fluoresceina y rodamina 6G®?,
respectivamente bajo radiacion de luz UV y (c) estructura quimica de la Rodamina 123
(clorhidrato de rodamina 123).

Por lo general, la rodamina se utiliza ampliamente en aplicaciones de la
biotecnologia®¥, como la microscopia de fluorescencia®, la espectroscopia de
correlacién de fluorescencial®, entre otras aplicaciones. Existen diferentes tipos de
rodamina entre las cuales destacan la rodamina B, 6G y 123 En particular, la
rodamina 123 se utiliza en el campo de la bioguimica para inhibir la funcion

mitocondrial®.

1.7 FENOMENOS OPTICOS DE LOS MATERIALES

Las propiedades o6pticas de los materiales usualmente provienen de la
interaccion entre un material y las radiaciones electromagnéticas en forma de ondas
o particulas de energia. Estas radiaciones pueden tener caracteristicas que entren
en el espectro visible, o ser invisibles al ojo humano. Esta interaccion produce una
diversidad de efectos, como absorcion, transmision, reflexion, refraccion y un

comportamiento electrénico especifico.

Al interactuar con la estructura electrénica o cristalina de un material, los
fotones de una fuente externa crean varios fenébmenos o6pticos lineales (OL). No
obstante, también pueden ocurrir fendmenos 6pticos no lineales (ONL) coherentes
tales como generacién del segundo, tercer, cuarto etc., arménico o y fenébmenos

6pticos no lineales incoherentes!®”

, como por ejemplo la generacién del segundo
armoénico (SHG) incoherente®, conocido como Dispersién no lineal de Hiper

Rayleigh (HRS)®.



1.7.1 Fendémenos Opticos Lineales

Cuando un campo electromagnético externo (luz incidente) interacciona con
la materia, la luz emergente proveniente de dicho material puede ser: (i) luz
transmitida, (ii) luz dispersada, (iii) luz reflejada y (iv) luz refractada. Si los fotones
incidentes interactian con los electrones de valencia pueden ocurrir varias cosas: (i)
los fotones ceden energia al material, es decir, ocurre la absorcion o (ii) puede ser
que cuando los fotones aportan energia, de inmediato el material emite electrones
de idéntica energia, es decir, ocurre la reflexién, o (iii) también puede que los
fotones no interactlen con la estructura electrénica del material, en ese caso ocurre
la transmisién. En cualquiera de estos tres casos, conocidos como fenémenos
opticos lineales, la velocidad de los fotones varia, lo cual propicia la refraccion.
Todos estos casos son conocidos como fendmenos 6pticos lineales, en los cuales la
intensidad de luz emergente (Ie) es directamente proporcional a la intensidad de luz

incidente (Ii).
1.7.2 Fenomenos Opticos No Lineales (ONL) Coherentes

Al igual que los fendbmenos OL ocurren, al aplicar un campo electromagnético
(luz) sobre un material, también puede pasar fenémenos ONL del tipo coherente, en
los cuales la intensidad de luz emergente es una funcion no lineal de la intensidad
de luz incidente. Estos fendmenos Opticos se manifiestan como generacion de
armoénicos, es decir, generacion de arménicos de segundo orden (SHG), de tercer
orden, etc. Todos ellos del tipo coherente debido principalmente a que la intensidad
de luz emergente (Ie(2w)), por ejemplo del segundo armonico, es directamente

proporcional al cuadrado de la intensidad de la luz incidente (I2(w)).

El SHG es un proceso en el cual dos fotones a la frecuencia fundamental w

851 Sin embargo,

son convertidos a un solo fotén a la frecuencia armonica Q = 2w
también puede que se presente un fendmeno conocido como generacion de
segundo arménico incoherente®®., conocido como la dispersién no lineal de Hiper
Rayleigh (HR)[SS]. La dispersion de HR se explicara con mas detalles en la préxima

Seccioén 1.7.3.



1.7.3 Fendomenos Opticos No Lineales (ONL) Incoherentes. Basamento

Tedrico de la Dispersion de Hiper Rayleigh (HRS)

HRS es considerado como un efecto ONL observado en soluciones

88] En 1965, HRS fue usada por primera vez para la determinacién de las

isotrépicas
hiperpolarizabilidades moleculares B, y desde principios de 1990 se convirtié en una
opcion para la determinacion experimental de la polarizabilidad no lineal de segundo
orden de moléculas no dipolares®®, especies organicas® y organometalicas®®,
croméforos cargados®, proteinas disueltas en medios isotropicos®, etc.
Recientemente, la aplicacion de este método para estudiar sistemas de Nps en
medios tanto acuosos como organicos, ha ganado una gran importancia debido a su
alta sensibilidad frente a pequefios cambios en tamafo, estructura o forma de las

Nps!®.

HRS se ha empleado no solo para estudiar la dependencia de las sefiales
Opticas no lineales con el tamafio de las Nps de Au, Ag, Cu, CdS, CdSe, CdZnSe, y
TiO,'*, sino que también se ha empleado para investigar y resolver la cinética y

supervisar las diferentes etapas de formacién de Nps de ZnO en etanol®”.
I.7.3.a. Descripcién Fenomenoldgica y Microscopica de HRS

La Dispersion de Rayleigh (DR) se basa en la dispersion de la luz por
particulas mucho menores que la longitud de onda de los fotones dispersados®®.

Normalmente, ocurre cuando la luz viaja por sélidos y liquidos transparentes'®

, pero
se ve con mayor frecuencia en los gases!®®, por ejemplo, el fenémeno DR de la luz
solar en la atmdsfera es la principal razén de que el cielo sea azul®!. El color azul
del cielo es ocasionado por la dispersion de la luz solar frente a las distintas

especies moleculares presentes en la atmésferal®®,

Por otro lado, en la dispersion de hiper rayleigh (HRS), la intensidad de luz

emergente, es decir, luz dispersada en todas las direcciones®”, por ejemplo para el
SHG (Id(Zw)), es directamente proporcional al cuadrado de la intensidad de luz
incidente (Ii2(w))®%. Para entender mas a profundidad el fenémeno de HRS, es

necesario hacer uso de la descripcién fenomenoldgica y microscopica del mismo.



Desde el punto de vista de la fenomenologia, HRS puede describirse como
sigue: (i) cuando se hace incidir un campo eléctrico (Ei(w)) sobre un material, se
produce una cierta polarizacion P en dicho material, la cual se define como el

namero de dipolos inducidos por unidad de volumen (véase Figura 36).

Ei(w) P Ee

Material

Figura 36: Polarizacion del material producto de incidencia de un campo eléctrico externo
(Ei (w)) sobre la superficie del mismo.

Esta polarizaciéon P es definida como:
P« y.Ei Ec.1.6
donde:
x es la susceptibilidad eléctrica del material.
Ei es el campo eléctrico incidente de frecuencia w.

(i) en primera aproximacion y es independiente de Ei y eso basicamente describe
los fendbmenos Opticos lineales donde la polarizacion P es directamente proporcional

a Eiy Ee Por lo tanto para los fendmenos Opticos lineales se define que:
P < Ei y P < Ee = Fe x Ei Ec.1.7

(iii) sin embargo, si el campo eléctrico fuera muy intenso, entonces y no seria
independiente de Ei, por lo que se definiria la susceptibilidad eléctrica como una

funcién de la magnitud del campo eléctrico incidente:

x = x(Ei) Ec.1.8

por consiguiente:

Ei « P « y(Ei) Ec.1.9



A mayor intensidad del campo eléctrico (Ei), la polarizacion (P) dependera de forma

no lineal con el mismo y en consecuencia se producen los efectos ONL.

La funcion y(Ei) se desarrolla en una serie de potencia de Ei, como la que sigue a

continuacion:
X(ED= 4O + yVEi+ yPEiz + yOFi3 + . + yWE" Ec.1.10
donde:

x© es la polarizacién permanente del material, normalmente cero.
x® (w) define los fenémenos lineales.
x® (2w) define los fenémenos no lineales de segundo orden tales como generacion

del segundo armonico o HR.

Desde el punto de vista microscopico, la dispersion de HR se puede describir
como sigue: (i) como se muestra en la Figura 37; cuando se somete una molécula
del material a un campo eléctrico externo Ei, se produce un fendmeno conocido
como dipolo inducido, p. Los dipolos inducidos se manifiestan cuando al someter a
una molécula neutra, a campos del tipo magnéticos, tiene efectos sobre la carga de
la molécula. Las cargas negativas se concentraran en un punto y las positivas en

otro opuesto generando asi un dipolo.

p Dipolo inducido
Ei __—

Molécula del
material

Figura 37: Dipolo inducido p producto del sometimiento de una molécula del material a un
campo eléctrico externo Ei.

Ese dipolo inducido p se define como:

p= aFEi Ec.1.11



donde:
a es la polarizabilidad.

Ei es campo eléctrico incidente.

(il) entonces, para describir los fenébmenos oOpticos lineales incoherente se define:

p = a(Ei).Ei Ec.1.12

Al igual que x( E), a(E;) se desarrolla en serie de potencia de Ejcomo la siguiente a
continuacion:

a(Ei) = aEi+ BEi2 + yER + ...... Ec.1.13
donde:
a define la polarizabilidad lineal.

B define la polarizabilidad no lineal de segundo orden o también conocido como

primera hiperpolarizabilidad.

Cuantificar el valor de 3 de las Nps de oro con y sin funcionalizacién que se
sintetizaran via ablacion laser, serd uno de los objetivos de este trabajo de
investigacion. Primeramente, para entender el procedimiento a seguir para lograr

dicho objetivo, es necesario exponer la siguiente ecuacion:

L, = G (NsBs? + Napa?)I?, Ec.1.14

Como ya se menciond en la Seccion 1.7.3.a, la intensidad de luz emergente
(luz dispersada en todas las direcciones o sefial de HRS) es directamente

proporcional al cuadrado de la intensidad de luz incidente (Ii2(w)).
donde:
L, €s laintensidad de la luz dispersada o sefial de HRS.

G Es un factor de proporcionalidad que depende de la dispersidbn geométrica y
factores instrumentales del equipo donde se mide la sefial de HRS.



Ns Y Na son los parametros que definen el nimero de particulas del solvente
o medio ambiente donde se encuentran el analito (en este caso agua) y el nimero

de particulas del analito (en este caso las Nps de oro), respectivamente.

Bs Y Ba son los valores de la primera hiperpolarizabilidad del solvente (agua) y

del analito (Nps de oro), respectivamente.
I, Es la intensidad de la luz incidente o senal de referencia.

No obstante, para sistemas de moléculas o nanoestructuras que muestran

absorcion a 2w, se deben hacer ciertas modificaciones:

Iyrs = G (NsBs? + Nafa?)exp (—[ANR + 2Aw]) (*w) Ec.1.15

donde:

AN Y Awson las absorbancias de la solucién acuosa de Nps de oro a las

frecuencias armonicas de 532 nm y fundamental de 1064 nm.

Adicionalmente se sabe que la absorbancia a la frecuencia arménica (532
nm) y a la frecuencia fundamental (1064 nm), siendo la primera de ellas la que

ejerce mayor contribucion, estéan dadas por la siguiente ecuacion:

Ai = oiNcl Ec.1.16
donde:

iz o w Y [ es lalongitud de la celda que contiene el analito (solucion de Nps de

0ro).

oi Es el coeficiente de absortividad molar de una Nps de oro solitaria a la frecuencia

armonica o fundamental.
Nc Es el numero de Nps de oro presentes en la solucion.

Considerando ambas ecuaciones para la intensidad de HRS (Ec. 14y 15), y
ademas tomando en cuenta que existen valores de 8 reportados en la literatura para
varios tipos de sustancias, por ejemplo, Urea, m-NA, p-NA, etc.; el valor de 8 de las
Nps de oro sin funcionalizacién (Npsa,) se puede obtener a partir de las siguiente

ecuacion:



Lo (vps awy _ G (NsBs? + Nnpspnps?)Pw Ec.1.17
Lo (p—Na) G (NsBs? + Npnafpna?)Pw

En la literatura se reportan valores muy pequefios de B para el solvente
(agua), 0.56,10°° esu®, por lo que en general, se considera despreciable frente al
valor de B de las Nps de oro no funcionalizadas. Entonces, la Ec. 17 queda como

sigue:

Lo (Nps Au) _ Nnpsfnps? Ec.1.18
Lo (p—N2) Npnafpna?

Igualmente, el valor de B de las Nps de oro funcionalizadas (NpSau-Fun) S€

puede obtener de la misma manera que en la Ec.17:

L (Nps Funy _ G (NsBs? + Nnps funfnpsfun®) 2w

= Ec.1.19
Lo (Nps) G (NsBs? + Nnpsfnps2)2w

Considerando que el valor de B del agua es despreciable frente al valor de 8

de las Nps de oro funcionalizadas, la Ec. 19 queda como sigue:

Law (vps Funy _ NnpsfunfBnpsfun? Ec.1.20
Lo (Nps) Nnpsfnps?

Finalmente, a través de las Ec. 18 y 20, se pueden conocer los valores
correspondientes de la primera hiperpolarizabilidad de las Nps de oro con y sin

modificacion.

1.7.3.b. Fenémenos Opticos No Lineales (FONL) en Nps Metélicas segun su

Simetria

Como se describié previamente en la Seccion 1.4.1., RPS en Nps metalicas
puede considerarse una primera aproximacién de un modelo de oscilador simplel®¥,
donde los electrones libres de la nanoparticula se desplazan de forma coherente
con respecto a los iones metdlicos de fondo por la accién de un campo
electromagnético aplicado®. En el caso de las Nps, al incidir el campo externo,

produce una acumulacion de carga en la superficie de las Nps, este exceso de



carga actia como una fuerza restauradora, la cual responde linealmente al
desplazamiento de la nube electrénica sélo a bajas intensidades del campo®®Y.
También como se mencioné en las Secciones 1.4.1 y 1.7.3.a, a mayor intensidad del
campo, la fuerza restauradora y la polarizacion depende no linealmente del

mismo® y los efectos ONL en consecuencia se producen.

No obstante, para explicar los efectos ONL en Nps metalicas, no solo hay que
tomar en consideracion la dependencia de la fuerza restauradora y la polarizacion

2] sino que también hay que

con el campo electromagnético externo aplicado
distinguir cualitativamente la interaccion entre el campo y la forma o simetria de las
Nps[gz]. En principio, existen dos formas de Nps metélicas a tomar en cuenta;

centrosimétricas®? y no centrosimétricas® (véase Figura 38).

(@) I (c). — (d) » . g -
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Figura 38: FONL en Nps metalicas segun su simetria; (a) para Nps centrosimétricas, la fuerza
restauradora y la polarizacion son simétricas y solo linealidades de orden impar estan
permitidas, (b) para Nps no-centrosimeétricas, la fuerza restauradora y la polarizacion son no-
simétricas y ademas de las linealidades de orden impar, también las linealidades de orden par
existen, (c) microfotografia electronica de una matriz centrosimétrica de Nps no-
centrosimétricas, (d) matriz no-centrosimétrica de Nps no-centrosimétricas'®?.

921 (la particula es simétrica con respecto a un

Para Nps centrosimétricas
centro de inversion), la fuerza restauradora y la polarizacion de las particulas en
funcién de la aplicacion de un campo electromagnético externo, se comportan
totalmente simétricas alrededor del centro de la particulal®® (ver Figura 38(a)).
Cuando un campo arménico excita a tal tipo de oscilador, la polarizacién
anarmonica dara lugar a la dispersion de la onda de excitacion (fundamental) y la
emision de ondas con una frecuencia multiple de nimero impar de la frecuencia
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fundamental (tercero, quinto arménicos, etc.)®?. Para Nps no-centrosimétricas® (la

particula es no-simétrica con respecto a un centro de inversion), la fuerza



restauradora y la polarizacion de las particulas en funcion de la aplicacién de un
campo electromagnético externo, se comportan totalmente no-simétricas alrededor
del centro de la particula®® (ver Figura 38(b)). Adicionalmente a los arménicos
impares, las ondas armonicas (segundo, cuarto, etc., armoénicos, prevaleciendo el
segundo arménico) seran emitidas (dispersadas) por la particulal®. Es importante
sefalar, que no solo las particulas, pero también la matriz en la que ellas se
disponen deben mantener una forma no-centrosimétrica para producir efectos
ONLP (véase Figuras 38(c) y (d)). En resumen, para poder observar los FONL o la
dispersion de HR es necesario que el sistema de particulas de tamafio nanométrico
y la matriz que las contengan posea condiciones estrictamente de no-

centrosimetrial®.

I.7.3.c. Ventajas y Usos de HRS

Con respecto a otras técnicas, HRS parece ser la técnica mas prometedora
para el estudio de la hiperpolarizabilidad 8 de sistema de Nps, debido a su caracter
incoherente y porque ademas el diametro de las particulas por debajo de 5 nm no
darian lugar a sefiales medibles por otros métodos'®. HRS ofrece muchas otras
ventajas; (i) se puede realizar en fase liquida sin la necesidad de aplicacion de un
campo eléctrico externo oscilante® y (ii) es superior respecto a otras técnicas para
medir el valor de B, entre las que destacan el “campo eléctrico inducido por la
generacién de segundo arménico” (EFISHG)®¥. Desde que se comprobé que la
técnica es ambas experimental y tedricamente mucho mas simple y mas
ampliamente aplicable que otras técnicas, como la EFISHG, esta se convirtio en la
técnica por escogencia para la determinacion de la primera hiperpolarizabilidad de
una amplia linea de cromoforos sintetizados®. En un experimento de EFISHG, la
anisotropia de la muestra es inducida por la polarizacion de la muestra en un campo
eléctrico, condiciones inadecuadas para los analisis de especies cargadas o no
dipolares!®. HRS no esta limitada por estas restricciones e incluso se ha utilizado

para investigar moléculas iénicas y no dipolares®¥.

HRS ha sido utlizado con éxito para estudiar propiedades ONL de
croméforos cargados!®, croméforos no dipolares'®, y proteinas disueltas en medios

isotropicos®™ y, mas recientemente, Nps semiconductoras®™. HRS sirve no solo



para estudiar la dependencia de las sefiales ONL con el tamafio de las Nps sino que
también permite investigar las etapas de formacion de Nps metalicas en solucién

%] emplearon HRS

tanto acuosas como organicas'®®. De hecho, Segets D., et a
para resolver la cinética y supervisar las etapas en la formacion de Nps de ZnO en
etanoll®® (véase Figura 39). Este grupo de investigadores puso de manifiesto que no
solo HRS sirve como una técnica eficiente para cuantificar  de Nps en soluciont®
sino que también funciona como una técnica para monitorear las etapas

involucradas en la sintesis de las mismas®®.
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Figura 39: Sefial de HRS de Nps de ZnO en el tiempo, a tres diferentes resoluciones de

tiempo; (¢) 100 ms, (m) 50 ms y (+) 20 ms. Cuatro regiones pueden distinguirse: (I) reactivos,
(I nucleacién, (Ill) crecimiento y (1V) maduracion!®®.

La gran sensibilidad de HRS frente al tamafio de las particulas y sus
concentraciones le permitieron a Segets D., et al.® demostrar la capacidad de HRS
para estudiar desde las primeras etapas de la sintesis de Nps de ZnO"®, incluyendo

nucleacion®, crecimiento!®, hasta la etapa final de maduracion!®®.

1.7.3.d. Estudio de las Propiedades Opticas No Lineales (ONL) de Nps de Oro
a través de la Dispersion de Hiper Rayleigh (HRS)

Respecto al estudio de las propiedades ONL de Nps metélicas mediante
HRS, pocas investigaciones han sido reportadas. Sin embargo, uno de los trabajos

7 quienes estudiaron las

mas extensos fue el realizado por Zhang C. X., et al.
propiedades ONL de Nps de oro funcionalizadas con una proteina anti-humana de

cabra (IgG) mediante HRS y la posible aplicacion de estos sistemas en la



determinacién de IgG humana en muestras acuosas'®”’; reportando que las sefiales
del HRS de los complejos IgG-Nps de oro fueron mayores que las sefiales de las
Nps de oro no funcionalizadas; fendbmeno que se explicé en base al efecto no-
centrosimétricol®” (Figura 40) y considerando que la intensidad de la seial de HRS
era dependiente del tamafo de las Nps, estado de la superficie de las Nps, y la

situacion de agregacion de las Npst®”.
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Figura 40: Sefiales de HRS de Nps de oro e IgG-Nps de oro medidas a 532 nm. Justo
después de afadir IgG a las soluciones de Nps de oro; el nimero de conjugados no-
centrosimétricos de Nps-IgG incrementa con el tiempo, por lo que la sefial de HRS
incrementa también. Pero a medida que pasa el tiempo, las Nps de oro contintan
absorbiendo moléculas de IgG llegando a un punto de saturacién, causando una
disminucién de los conjugados no-centrosimetricos, decreciendo la sefial de HRS®".,

1.°7 son los reportados

Otros resultados parecidos a los de Zhang C. X., et a
por Russier-Antoine I., et al.®® quienes también investigaron mediante la técnica de
HRS la respuesta de la generacion del segundo arménico (GSH) de Nps de oro
cubiertas con proteinas de albimina de suero bovino biotina (BSA-biotina)®® y
posteriormente modificadas por agregacion inducida por adicion de otra proteina
(Streptavidina)®®, la cual tiene alta afinidad con la biotina. El propésito de Russier
era verificar si la técnica de HRS se podria usar como una herramienta para la
deteccion de pequefios niveles de agregacion de particulas metalicas en muestras
liquidas. Russier-Antoine 1., et al.®® encontraron al igual que Zhang C. X., et al.l’"],
altas intensidades de las sefiales de HRS proveniente de las Nps de oro
modificadas®™ (Figura 41(a)), fenémeno que se atribuyé a la agregacién de las Nps

(98]

de oro a través de la union de la BSA-biotina y Streptavidina Ademas,



observaron una banda de RPS a 520 nm para los complejos BSA-biotin-Nps de
orol®, reportando que después de la adicién de Streptavidina a la concentracién de
10 ng/ul, un importante aumento de la absorbancia se manifestaba sin ninguin
cambio importante en la forma del espectro[gg], ocasionado por un aumento pequefio
de la constante dieléctrica del medio ambiente en el que se hallan las Nps de orol®

(Figura 41(b)).
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Figura 41: (a) Sefal de la intensidad de HRS y absorbancia de los complejos BSA-biotin-
Nps de oro de 40 nm de diametro en funciéon de la concentracion de Streptavidina, (b)
Espectro de absorcion de complejos BSA-biotin-Nps de oro con y sin adicion de
Streptavidina!®®.

Por su lado, Rouillat M-H., et al.®¥ realizaron un estudio de las sefales de
HRS de soluciones de Nps de oro de 20 nm de diémetro[gg], las cuales fueron
recogidas a la longitud de onda arménica de 532 nm, reforzada por la excitacion de
los PS de las Nps. El propoésito de Rouillat era medir la magnitud de la
hiperpolarizabilidad 8 de las Nps de oro y evaluar los efectos de la modificacion de
la forma de estas Nps por agregacion sobre los espectros de absorbancia UV-Vis,
dicha agregacion fue inducida por adicién de piridina (Py) a las soluciones de Nps
de oro, dando como resultado grandes nano-conjuntos con formas no esféricas!®®.
Rouillat M-H., et al.® llegé a cuantificar y reportar la magnitud del tensor g de una
sola Nps en 15.3 +/- 2.3 , 10 esu®. Incluso, reporté grandes valores de § para
Nps de oro solitarias; explicando que grandes sefiales de HRS son atribuidas a la
excitacion de PS de las Nps'®. Igualmente, sefial6 que existian desplazamientos de
la banda de absorcién de las Nps de oro a medida que la [Py] aumentabal®, tal

como se demuestra en la Figura 42.
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Figura 42: Espectro de absorcién de Nps de oro en funcién de la [Py]; curva continua (no
Py), curva de puntos y rayas (0.25 M), curva de rayas (0.30 M) y curva punteada (0.33
1Y) e

Resultados similares han sido reportados por otros investigadores, tales
como Galleto P., et al.™ los cuales estudiaron los perfiles de extincion y las
sefiales de HRS de Nps de oro de 22 nm de didmetro en presencia de Py
sefalando que un fuerte aumento de la sefial de HRS se observa en presencia de
grandes cantidades de Py (Figura 43(a)), debido principalmente a que las
sefiales de HR experimentan cierto tipo de ganancias gracias a la formacién de
grandes agregados™®”, es decir, la adsorcién de la Py sobre las Nps de oro
mejoraba sustancialmente el rendimiento general de la sefial del segundo arménico
proveniente de esas Nps. Asi mismo, Galleto P., et al.lt%  gpservaron
desplazamientos de la banda de RPS (520 nm) de Nps de oro pura (sin Py) a
medida que aumenta la [Py], desapareciendo por completo a una concentracion de
0.155 M de Py (Figura 43(b)); explicando posteriormente que esos resultados se
derivaban de la agregacion de las Nps por la adicion de Py. Por otro lado y més
1.12% también han reportado una acusada

dependencia del tensor 8 con el didmetro promedio de las Nps de oro*®,

recientemente, Galleto P., et a
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Figura 43: (a) Espectro de absorcion de Nps de oro a diferentes [Py], (b) sefiales de HRS
en funcién de la [Py]™*%.

Por ultimo, otra importante investigacion es la de Vance F. W., et al.[toy

quienes utilizaron HRS para investigar suspensiones acuosas coloidales de Nps de
oro de 13 nm de didmetro en términos de su hiperpolarizabilidad™". Demostraron
gue la respuesta del HRS (I(2w)) y el cuadrado de la intensidad de la luz incidente
(12(w)), usando Nps de oro de 13 nm de diametro a diferentes concentraciones, son

gltou (Figura 44(a)) y demostraron que las

lineal y directamente proporcionale
sefiales de HRS son mucho méas sensibles, que la dispersion de Rayleigh (DR),
frente a procesos de agregacion inducidos por la adicion de solucién acuosa de
NaCIl*®%. En efecto, reportaron que la intensidad de HRS es mucho mayor que la
intensidad de DR a medida que la [NaCl] incrementaba, ocasionado por la formacion

de grandes agregados de Nps!*® (Figura 44(b)).
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Figura 44: (a) Dependencia de la sefial de HRS en funcién del cuadrado de la intensidad

incidente para varias concentraciones de Nps de oro; (+) 2.1 x 10*’cm; (o) 8.4 x10*°cm’;

(V) 4.2 x10%cm?; (0) 2.1 x 10°cm®; (m) 8.4 x 10"°cm™®; (0) 4.2 x10°cm®; (b) Efecto de la
adicion de NaCl sobre la intensidad de las sefiales de HRS y DR



CAPITULO Il

OBJETIVOS

.1  Objetivos Generales

Generar Nps de oro funcionalizadas con éptimas propiedades Opticas no

lineales (ONL) y crométicas.

.2  Objetivos Especificos

. Sintetizar Nps de oro en una solucion acuosa de dodecil sulfato de sodio
(SDS) via ablacion laser. Determinar la influencia de ciertas variables
experimentales de la ablacion laser, tales como concentracion del surfactante,
irradiancia del laser y tiempo de ablacion, sobre los espectros de absorcion,

distribucion de tamafios y propiedades ONL de dichos complejos Nps de oro-SDS.

o Sintetizar y funcionalizar “in-situ” Nps de oro en una mezcla de soluciones de
SDS vy fluor6foro (SDS-Disodiofluoresceina (DSF) o SDS-Rodamina B (RB)) via

ablacion laser.

o Estudiar el efecto de la funcionalizacion sobre las propiedades ONL, la forma

y distribucion de los tamafios de las Nps obtenidas y espectros de UV-Vis.

. Estudiar los cambios en la emision de fluorescencia la DSF y RB al ponerlas

en contacto con soluciones de Nps de oro.

o Estudiar y cuantificar el tensor f de los complejos Nps de oro-SDS no

funcionalizados y de los complejos Nps de oro-SDS-DSF y Nps de oro-SDS-RB.

o Caracterizar las Nps de oro funcionalizadas y no funcionalizadas, por

espectroscopia UV-Vis, espectroscopia de fluorescencia, dispersion dindmica de luz



(DLS), dispersion de hiper rayleigh (HRS) y microscopia electronica de transmision
(TEM).



CAPITULO 11l

METODOLOGIA EXPERIMENTAL
1.1 MATERIALES
I11.1.1 Solventes

o Agua destilada y Agua Desionizada 18mQ
o Etanol absoluto 99.8% (Riedel-de Haen)
o Metanol absoluto 99.8% (Riedel-de Haen)

I11.1.2 Reactivos

o Dodecil Sulfato de Sodio (SDS) 95% (Scharlau SO 0450)
. Placas de oro

° Disodiofluoresceina. PM = 412,31 g/mol

o Urea 99.8% (Riedel-de Haen)

o p-Nitroanilina (p-NA) 99.8% (Riedel-de Haen)

o m-Nitroanilina (m-NA) 99.8% (Riedel-de Haen)

[11.1.3 Equipos e Instrumental

o Laser Nd:YAG, aluminio dopado con neodimio y granate de itrio; Nd: Y3AlsO1>
modelo Continuum Surelite, con pulsos de 8 ns de duracion, frecuencia de 10
Hz, de longitud de onda variable: fundamental (A=1064 nm), segundo

armonico (A= 532 nm), y tercer armonico (A=355 nm).

o Medidor de energia. Coherent J50, modelo FieldMax Il Top.

o Espectrometro UV-Vis Ocean Optics Inc., modelo LS-I.

o Equipo de Dispersion Dindmica de Luz.

o Microscopio Electronico de Transmision (TEM).

o Equipo de Fluorescencia. Rango de emision del LED: (410 +/- 10) nm.

I11.1.4 Otros Materiales

o Espejos dicréicos.

. Lentes acromaticas.



o Celdas de vidrio, cuarzo y plastico.
o Filtro millipore de 0.45 pm (Advantec CS045AS)

o Viales transparentes, pipetas, fiolas, beackers y balones aforados.
.2 OBTENCION DE NPS DE ORO POR ABLACION LASER
[11.2.1 Preparacion de las Muestras

Para la estabilizaciobn de las Nps de oro generadas por ablacién laser, se
empled Dodecil Sulfato de Sodio (SDS) como surfactante. Se prepararon soluciones
de SDS de diferentes concentraciones, las cuales se pueden apreciar en la Tabla N°
1.

Tabla N° 1: Concentraciones preparadas de soluciones acuosas de SDS.

Solvente Usado Concentraciéon de SDS (mol/L)
Agua desionizada 18mQ 0.0045
Agua desionizada 18mQ 0.045
Agua desionizada 18mQ 0.09
Agua desionizada 18mQ 0.18
Agua desionizada 18mQ 0.36

Los viales y todo el material de vidrio, se lavan con etanol y se secan
apropiadamente. Antes de afiadir la solucién de SDS en el vial, es necesario filtrarla,
para ello se usa un filtro millipore de 0.45 ym y una jeringa que se ajusta al mismo.
También la placa de oro se lava con etanol y se deja secar antes de colocarla en el
vial. Luego, en un vial limpio y seco, se coloca una placa pequeiia de oro
acompafiada de 4.5 ml de la solucion acuosa previamente filtrada de SDS. Es
importante destacar, que no se debe agregar menos de 4.5 ml de SDS porque de lo
contrario se corre el riesgo de posible evaporacion del solvente debido a la ablacién,

afectando el camino Gptico del laser hacia la placa de oro.
[11.2.2 Montaje Experimental

Para la generacién de las Nps de oro en solucién acuosa a partir de placas

de oro, se empled la técnica de la ablacion laser (véase Figura 45). En dicho



montaje se puede apreciar como el haz del laser incide sobre la placa de oro

colocada dentro del vial de ablacién.

LASER o
Espejo Dicroico 1
Contiuum =——— Surelite —
Espejo Dicroico 2
Lente Acromatica

Vial con solucion de
SDS vy placa de oro

Figura 45: Montaje experimental para la generacién de Nps de oro por ablacion laser; el
segundo espejo dicroico esta colocado a 45° y la lente acromatica es usada para enfocar el
haz sobre la placa de oro.

Para la remocion de material de la placa de oro, se empled un laser pulsado

de Nd:YAG, cuyas caracteristicas se muestran en la Tabla N° 2.

Tabla N° 2: Caracteristicas del laser Nd:YAG Continuum Surelite*°?,

Longitud de 1064 532 355
onda (nm)
Energia (mJ) 650 300 100-160
Tiempo del
pulso (ns) 5-7 4-6 4-6
Estabilidad 2.5% 3.5% 4.5%
Frecuencia de
Repeticion (Hz) 10 10 10

Como se aprecia en la Tabla N° 2, el laser pulsado usado puede generar
radiacion laser a tres diferentes longitudes de onda correspondientes a tres regiones
del espectro electromagnético. En nuestro caso, se emple6 radiaciéon a 1064 nm

debido a que a esa longitud de onda nos proporciona una energia suficiente como




para arrancar material de la placa de oro y asi generar las Nps de oro. Es
importante resaltar que, en el montaje de la Figura 45, el primer espejo dicréico fue
colocado de tal manera que orienta el haz del laser directamente al segundo espejo
dicroico, el cual fue colocado a 45° del plano de incidencia del haz sobre la placa,
asi mismo la lente acromatica con una distancia focal de 5 cm, fue colocada de tal

manera que enfocara el haz del laser directamente sobre la placa de oro.

111.2.3 Determinacioén de la Irradiancia

Antes de comenzar el proceso de ablacion, siempre es importante determinar
la irradiancia (I) del haz sobre la superficie de la placa de oro. Para ello, una vez
estabilizado el laser por espacio de unos 30 minutos, se mide la energia de cada
pulso del haz del laser usando un medidor de energia (Coherent J50, modelo
FieldMax Il Top). Luego, se determina el area del spot del laser colocando una
lAmina de silice justo en el lugar donde se est4 enfocando el haz para la ablacion y

disparando un pulso sobre esta.
Entonces, una vez conocida la energia promedio de cada pulso, la duracion
de cada pulso y el area del sport del laser, se puede determinar la (I) que esta

incidiendo sobre la placa de oro mediante la siguiente expresion:

_ Energia del pulso (m]) Ec.1II.1

" tiempo del pulso(seg).area del spot (cm?)

Se emplearon diferentes densidades de potencias del laser, las cuales se

pueden apreciar en la Tabla N° 3.



Tabla N° 3: Valores de irradiancias que se emplearon para la generacion de Nps de
oro via ablacion laser.

Energia Promedio (mJ) | Diametro del Spot (mm) | Tiempo del Pulso (ns) | (GW/cm?)
77.62 0.40 8 1.23
80.40 0.45 8 1.27
80.90 0.48 8 1.29
84.00 0.55 8 1.34
117.40 0.75 8 1.88
135.00 1.00 8 2.14

111.2.4 Ablacién Laser sobre la Placa de Oro

Una vez determinada la I, se coloca el vial con la lamina de oro en la zona
donde se encuentra enfocado el haz y se deja disparando el laser durante 15
minutos. Este tiempo de ablacién es medido con un cronémetro. A medida que el
laser incide sobre la placa de oro, se observa que la solucién cambia de incolora a
rosada, lo que indica la presencia de Nps en el medio, tal como se muestra en la
Figura 46.
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Figura 46: Soluciones acuosas de complejos Nps de oro-SDS, en donde se observa una
variada gama de tonalidades de color rosado, de arriba hacia abajo: (a) Nps de oro usando
diferentes valores de irradiancia (1.27, 1.29 y 1.34 GW/cm?) y una [SDS] de 0.045M, (b) Nps
de oro cambiando la [SDS] (0.045, 0.09 y 0.18 M) y usando una irradiancia de 1.88 GW/cm?2,
(c) Nps de oro cambiando la [SDS] (0.045, 0.09 y 0.18 M) y usando una irradiancia de 2.14
GW/cm? y (d) Nps de oro cambiando la [SDS] (0.0045, 0.045, 0.09, 0.18 y 0.36 M) y usando

una irradiancia de 1.34 GW/cm?2.

Una vez finalizada la ablacion se retiraba el vial y se trasvasa la solucién de
las Nps a un vial limpio y previamente seco. Por ultimo, el vial de la ablacién y la
lamina de oro se lavaban con etanol, y se guardaban para ser empleados
posteriormente.



1.3 CARACTERIZACION DE NPS DE ORO

Una vez generadas las Nps de oro, estas fueron caracterizadas por
Espectroscopia de UV-Vis, Dispersion Dindmica de Luz, Dispersion de Hiper
Rayleigh y Espectroscopia de Fluorescencia. Ademas, solo para algunas de las Nps

se les caracterizo por Microscopia Electronica de Transmision.

[11.3.1 Espectroscopia UV-Vis

Para la caracterizacion de las Nps de oro generadas por ablacion laser
mediante espectroscopia UV-Vis, se requiri6 de un espectrofotometro, el cual nos
proporciona informacion acerca de la intensidad del maximo de absorbancia, la
longitud de onda del méaximo de absorbancia y la forma de los espectros de
absorcion de las Nps de oro generadas. El equipo empleado fue un
Espectrofotbmetro de UV-Vis Ocean Optics, modelo LS-1 y el programa utilizado

para la adquisicion de datos fue el OOl Base32, v2.0.1.4 (véase Figura 47).

Figura 47: Elementos del equipo empleado para la obtencion de espectros de absorcion

UV-Vis de las Nps de oro generadas; (1) lampara de tungsteno de Ocean Optics Inc., (2)

porta muestra, (3) espectrémetro UV-Vis USB 2000 Ocean Optics Inc., (4) computadora
para la adquisicion de la data.

Inicialmente, se tapa el camino Optico de la lampara para tomar el negro y
luego se realizan medidas de los espectros de las soluciones acuosas de SDS sin
Nps de oro, para tomar los respectivos blancos. Posteriormente, se cambia y se
coloca otra celda que contiene la muestra de Nps de oro. Para ello, se agrega 2 ml

de solucion de Nps de oro en una cubeta de cuarzo de 1 cm de ancho y se guarda



el espectro de absorcién obtenido. La Figura 48 muestra un espectro caracteristico

de Nps de oro registrado en el programa de OOl Base32, v2.0.1.4.
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Figura 48:; Espectro de absorbancia de Nps de oro presentes en solucién acuosa de SDS.

Es importante destacar que, antes de colocar estas celdas de cuarzo en el
camino optico de la lampara, se limpian adecuadamente de manera de minimizar

posibles interferencias.

[11.3.2 Dispersiéon Dindmica de Luz (DLS)

Para la caracterizacion de las Nps de oro generadas por ablacién laser a
través de la dispersion dinamica de luz, se emple6 un equipo de DLS disefiado en el
Laboratorio de Espectroscopia Laser de la Facultad de Ciencias de la Universidad
Central de Venezuela (véase Figura 49). Esta caracterizacion permite obtener datos
acerca de la distribucién de las Nps de oro y el didmetro promedio de dicha

distribucion.
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Figura 49: Diagrama del equipo de Dispersién Dinamica de Luz (DLS) empleado para la
obtencidn de la distribucién de las Nps de oro y el diametro medio de dicha distribucion.

Para realizar la medicién, se enciende primeramente el laser, se coloca la
celda que contiene la muestra de Nps de oro en el porta muestra, se verifica que el
equipo este alineado, se ajusta el angulo al que se desea medir y se tapa
herméticamente de tal manera que no entre luz interferente al equipo de DLS. Se
abre el programa de adquisicion de datos dls.cumulante.vi (Figura 50), se enciende
el detector (TFM) y se aumenta el voltaje.
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Figura 50: Programa para la adquisicion de datos, mostrando una distribucién de Nps de
oro y sus diametros medios e hidrodinamicos.



Seguidamente, se coloca las condiciones en las que se realiza la medida
(angulo, temperatura, indice de refraccion del medio, viscosidad, longitud de onda
del laser empleado, tiempo méximo, numero de medidas, etc.). Una vez
establecidas las condiciones, se adquiere la medida y se guarda el archivo de datos

con la distribucion de tamafios y el diametro promedio.

[11.3.3 Dispersion de Hiper Rayleigh (HRS)

[11.3.3.a. Preparacion de Soluciones. Calibracion del Equipo Empleado para
Medir la Sefial de HRS

Primeramente, antes de medir la sefial de HRS de las Nps de oro, se debe
calibrar el equipo de HRS que se muestra en la Figura 51. Para ello se preparo tres
diferentes soluciones madres de 0.1 M de urea en agua destilada, 0.1 M de p-NA y
0.1 M de m-NA, estas ultimas en metanol al 50%, acompafada de sus respectivos
patrones de concentraciones 0.001, 0.01, 0.02, 0.05 y 0.08 M.

Luego, usando esos patrones, se midi6 la intensidad de la sefial de HRS
(I(Zw)) proveniente de las mismas, para seguidamente graficarla en funcion de la
intensidad de la sefial incidente (I(w))y en funcion de la concentracion de los

patrones usados.

Vale la pena destacar, que todos los viales donde se vierten las soluciones
madres y patrones, son lavados con etanol y secados apropiadamente para evitar la
presencia de polvo, pelos, y/o particulas extrafas. Igualmente, antes de cada
medida, se debe aspirar todas las piezas que forman parte del montaje experimental

de HRS para asi eliminar la presencia de polvo interferente.
[11.3.3.b. Preparacion de las Muestras

La solucién de Nps de oro con o sin funcionalizacion generadas via ablacion
laser, se trasvasa a un nuevo vial, previamente lavado con etanol, y se procede a
medir la sefial I(2w) proveniente de las mismas. También es necesario, limpiar la
superficie exterior del vial que contiene las Nps con etanol para luego ser colocado

en el porta muestra del equipo usado para la medir la sefial de HRS.



[11.3.3.c. Montaje Experimental

Para la caracterizacién de las Nps de oro usando la dispersion de Hiper
Rayleigh, fue empleado el equipo mostrado en la Figura 51. Dicho equipo de HRS
consta de tres principales partes, una fuente de laser Nd: YAG (Continuum; Surelite)
con una duracion de pulso de 8 ns y de 10 Hz de frecuencia a una longitud de onda
de 1064 nm, un camino de luz, y un detector (tubo fotomultiplicador), asi que el

montaje resulta facil de usar y configurar.

En la Figura 51, se puede apreciar los elementos que conforman el montaje
experimental usado para medir la sefial de HRS. La fotografia insertada no solo
muestra la instalacion actual de dicho montaje, sino ademas sefiala la propagacion
de la luz incidente en la direccion Y, la polarizacion en la direccion X y la
propagacion de la intensidad de la luz dispersada del segundo armoénico u HRS en
la direccién Z. Los ejes XYZ indican las coordinadas establecidas en el equipo de la

Fig. 51, para medir la sefial de HRS.
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Figura 51: Diagrama de instalacion del equipo usado para medir la sefial de HRS
proveniente de las Nps de oro generadas; (1) laser, (2) espejos dicréicos (E1 y E2), (3)
lamina de retardo de longitud de onda media (LRA/2), (4) cubo polarizador (CP), (5) lamina
metdlica (LM) que bloguea una parte del haz incidente, (6) filtro (F) a 532 nm, (7) camino
Optico equipado con un beam splitter (BS), (8) camino éptico equipado con un filtro de
densidad neutra (FDN), (9) camino de luz equipado con un detector para la sefial de
referencia (fotodiodo (FD)), (10) camino de luz equipado con una lente (L) (distancia focal:
10 cm), (11) porta muestra (PM), (12) polarizador (P2), (13) filtro de absorcién (FA) a 1064
nm y filtro de interferencia (FI) a 532 nm y (14) tubo fotomultiplicador (TFM) y (15) parte final
del montaje (PFM) fabricado con carton color negro para bloquear el haz incidente.

Los espejos dicroicos E1 y E2 estan colocados de manera tal de dirigir el haz
del laser de excitacion a la muestra, asegurando que la radiaciéon en su totalidad sea
la proveniente de la longitud de onda fundamental de 1064 nm. La intensidad del
haz incidente es regulada por la lamina de retardo de longitud de onda media
(LRA/2) cuyo angulo puede variarse desde 50° hasta 90° y la polarizacion de la luz
incidente puede modificarse por medio del cubo polarizador (CP), colocando este
altimo a 180° 6 270°. Para medir la sefial de HRS proveniente de las Nps de oro con
y sin funcionalizacion, se debe modificar el angulo de la LRA/2 haciendo un barrido
desde 50 a 90° y el angulo del CP debe ser establecido a 270°. Luego, una vez
establecidos los angulos de la LRA/2 y del CP, la luz incidente es dividida en dos
haces a través del beam splitter (BS); un haz se dirige al detector (THORLABS
DET210), es decir, un fotodiodo (FD), que recoge la sefial de referencia y el otro haz



es enfocado, por medio de una lente (L) de distancia focal de 10 cm, sobre el vial
que contiene la solucion de Nps de oro, ubicado en el porta muestra (PM). La
polarizacion de la sefial de HRS proveniente de las Nps puede ser modificada
variando el &ngulo del polarizador (P2) a la entrada del TFM, colocando este ultimo
a 0° 0 90°; normalmente se coloca a 0° debido a que la intensidad de la sefal de
HRS es significativamente mayor con respecto a la que se detecta a 90°. Para
discriminar y detectar solo la sefial de HRS, se emplean dos filtros, uno de
absorcion (FA) a 1064 nm y otro de interferencia (FI) a 532 nm. Finalmente, la sefial
de HRS se mide con un TFM (Sciencetech Inc., modelo PMH-02) y ambas sefiales,
es decir, referencia y HRS, son registradas con un osciloscopio digital (Tektronic
TDS 3032 300 MHz 2.5 GS/s DPO).

Es importante sefalar ciertos detalles experimentales del montaje que se
muestra en la Fig. 51: (i) el filtro (F) a 532 nm es colocado convenientemente antes
del beam splitter para prevenir la entrada de la sefial de segundo armdnico,
proveniente del l4ser o de otros aparatos del montaje que estén localizados antes
de dicho filtro, al camino optico, (ii) el filtro de densidad neutra (FDN) es ubicado
justo antes del fotodiodo para, primero, atenuar la intensidad de la sefial incidente y
esta no se sobresature y segundo, para discriminar la sefial de referencia de la
sefial de segundo armonico y (iii) para detectar la sefial de HRS es indispensable
emplear un detector mucho mas sensible que un fotodiodo, en este caso, el tubo
fotomultiplicador (TFM), por su alta sensibilidad, resulta mucho mas conveniente

que el fotodiodo para registrar la sefial de HRS.

[11.3.4 Estudio de la Disminucion de la Emision de Fluorescencia de
Disodiofluoresceina (DSF) y Rodamina B (RB) Debido a la
Presencia de Nps de Oro.

Para el estudio de la transferencia de energia entre las Nps de oro y los dos
agentes funcionalizadores usados (DSF y RB) se procedid a realizar varias tandas
de experimentos donde se sintetizaron y funcionalizaron “in-situ”, en un mismo vial
de ablacién, las Nps de oro. Luego, se estudiaron los cambios espectrales de la
emision de fluorescencia de la DSF y RB, al ponerlas en contacto con las Nps de

oro.



[11.3.4.a. Metodologia para la Realizacion del Estudio

Primero, se prepararon dos soluciones concentradas de DSF y RB y se
realizaron diferentes diluciones, a las cuales se les midi6 la fluorescencia para
determinar a cual concentracion la intensidad era maxima. Una vez determinada esa
concentracién (4.1,10%°M), se prepararon dos soluciones acuosas de 25 mL de
dicha concentracion para cada sustancia fluor6fora. Luego, usando estas dos
tltimas soluciones de DSF y RB vy las soluciones de SDS, reportadas en la Tabla
N°1, se prepararon diferentes mezclas de SDS-DSF y SDS-RB usando distintas
relaciones de volumen. Estas mezclas servirian mas tarde, como el medio acuoso
para la generacion y funcionalizacion de las Nps de oro, via ablacién laser. Como se
menciond anteriormente en las Secciones 111.2.3 y 1ll.2.4, antes de comenzar el
proceso de ablacién, siempre es importante determinar la irradiancia (I) del haz
sobre la superficie de la placa de oro. Una vez determinada la I, se coloca el vial
con la lamina de oro, sumergida en la mezcla de soluciones de SDS-DSF o SDS-
RB, en la zona donde se encuentra enfocado el haz y se deja disparando el laser
durante 15 minutos. Este tiempo de ablacion es medido con un cronémetro. A
medida que el laser incide sobre la placa de oro, se observa que la solucion cambia
de verde (color caracteristico de la DSF en solucion acuosa) a amarillo claro o

marrén, tal como se muestra en la Figura 52.
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Figura 52: Soluciones acuosas de complejos Nps de oro-DSF-SDS, en donde se observa
una variada gama de tonalidades de color amarillo, marrén y verde. Los complejos fueron
sintetizados via ablacién laser usando una longitud de onda de 1064 nm, irradiancia de 2.14
GW/cm?y tiempo de ablacion de 15 Min; (a) mezcla de soluciones de DSF-SDS (blanco),
(b) 1.4,10°° M, (c) 4.1,10° M, (d) 6.0,10°° M, © 9.1,10° M, (f) 1.4,10% M, (g) 2.0,10°° M,
(h) 3.0,10% M, (i) 4.0,10% M, (j) 5.0,10% M, (k) 2.2,10% M, (I) 2.8,10* M, (m) 3.6,10* My
(n) 5.9,10° M de DSF.



Igualmente, a medida que el laser incide sobre la placa de oro, se observa
que la solucién cambia de fucsia (color caracteristico de la RB en solucion acuosa) a
morado, lo que en ambos casos indica la presencia de Nps en el medio (ver Figura
53).
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Figura 53: Soluciones acuosas de complejos Nps de oro-RB-SDS, en donde se observa
una variada gama de tonalidades de color morado, rosado y vino tinto. Los complejos fueron
sintetizados via ablacion laser usando una longitud de onda de 1064 nm, irradiancia de 2.14
GW/cm? y tiempo de ablacion de 15 Min; (a) mezcla de soluciones de RB-SDS (blanco), (b)
1.1,10* M, (c) 2.2,10™ M, (d) 4.7,10** M, © 1.2,10%° M, (f) 1.9,10% M, (g) 2.4,10° M, (h)
2.9,10% M, (i) 3.4,10°° M, (j) 1.0,10% M, (k) 1.3,10% M, (1) 1.6,10% M, (m) 2.0,10% M y (n)

2.1,10% M de RB.

Una vez generadas varias soluciones de Nps de oro-DSF-SDS y Nps de oro-
RB-SDS, se procedio a realizar un estudio del quenching de fluorescencia; para ello,
se compararon los espectros de fluorescencia de ambos complejos generados con
los espectros de fluorescencia de los blancos usados (SDS-DSF y SDS-RB).
Adicionalmente, ambos tipos de Nps de oro funcionalizadas fueron caracterizadas
por espectroscopia UV-Vis, dispersion de hiper rayleigh (HRS) y dispersion
dindmica de luz (DLS).

[11.3.4.b. Obtencion de los Espectros de Fluorescencia

Para la caracterizacion de las Nps de oro generadas por ablacién laser
mediante espectroscopia de fluorescencia, se utilizé un equipo disefiado en el
Laboratorio de Espectroscopia Laser de la Facultad de Ciencias de la Universidad
Central de Venezuela (observar Figura 54). Esta caracterizacién permite observar la
intensidad del maximo de fluorescencia, la longitud de onda del maximo de
fluorescencia y la forma de los espectros de fluorescencia de las Nps de oro

generadas y funcionalizadas “in-situ” via ablacién laser.



Figura 54: Elementos que conforman el equipo empleado para la obtencion de los
espectros de fluorescencia de las Nps de oro funcionalizadas; (1) Laser de Argén, (2)
receptangulo de la muestra, (3) espectrometro UV-Vis USB 2000 Ocean Optics Inc., (4)
computadora para la adquisicion de la data.

La metodologia para la obtencién del espectro de fluorescencia es similar a la
utilizada para la obtencion del espectro de absorcion, lo Unico diferente en este caso

es que se emplean muestras de Nps de oro-SDS-DSF y Nps de oro-SDS-RB.



CAPITULO IV

RESULTADOS EXPERIMENTALES Y DISCUSIONES

IV.1 EFECTO DE LAS CONDICIONES EXPERIMENTALES SOBRE LA
GENERACION DE NANOPARTICULAS DE ORO VIA ABLACION
LASER

Primeramente, se realizd un estudio para determinar el alcance e influencia
de ciertas condiciones o variables experimentales de la ablacién laser, sobre los
espectros de absorcion, distribucion de tamafos y propiedades épticas no lineales
de las Nps de oro generadas. Las variables experimentales que se modificaron
fueron: concentracion del surfactante ([SDS]), irradiancia del laser y tiempo de
ablacion. Se trabajé a la longitud de onda fundamental (1064 nm) y a una frecuencia
fija de 10 Hz.

IV.1.1 Influencia de la Concentracion del Surfactante

Como ya se menciond en la Seccion 111.2.1, se utilizé un surfactante anionico
dodecil sulfato de sodio (SDS) para la estabilizacion de las Nps de oro generadas
por ablacién laser. Basicamente, el SDS proporciona una estabilizacion netamente
estérica, a través de la cual permite tener control sobre la distribucion de tamafios y
estructura de las Nps generadas evitando, a su vez, los procesos de aglomeracion

que tienden a experimentar las Nps de oro.

Inicialmente se prepard una solucion de SDS de concentracion 0.36 M, y a
partir de esta se realizaron una serie de diluciones de manera de obtener un amplio
rango de concentraciones para asi estudiar la influencia de estas en la sintesis de
las Nps de oro. En la Tabla N° 1, Seccion 111.2.1, se puede apreciar el rango de
concentraciones de SDS que se emplearon para la sintesis de Nps de oro por
ablacion laser. Sin embargo, la Tabla N° 4 muestra detalladamente las diluciones

realizadas para la preparacion de cada una de las soluciones de SDS.



Tabla N° 4: Datos de las soluciones acuosas de SDS utilizadas.

Dilucién Realizada (mL) [SDS] (mol/L) Volumen de Solucién (mL)
- 0.36 100
12.5en 25 0.18 25
9.4 en 25 0.135 25
6.3 en 25 0.09 25
3.1en25 0.045 25
0.3en25 0.0045 25

Una vez preparadas las soluciones acuosas de SDS que se muestran en la

Tabla N° 4, se llevo a cabo la sintesis de Nps de oro no funcionalizadas (Nps de

oro-NF-SDS) via ablacion laser siguiendo el procedimiento previamente mencionado

en la Seccion 1ll.2. Se prob6é cada concentracion a un tiempo de ablacion de 15

minutos y a diferentes valores de irradiancia, para esto Ultimo, se trabajo a cuatro

distintos valores de energia del laser. La Tabla N° 3, en la Seccion 111.2.3, muestra

mas claramente el rango de irradiancias y valores de energia que se emplearon

para la generacion de las soluciones coloidales de Nps de oro. De igual manera, en

la Tabla N° 5 se pueden observar el rango de concentraciones de SDS que se

emplearon, las condiciones de generacion de cada Nps de oro y sus didmetros

promedios.




Tabla N° 5: Condiciones experimentales empleadas para la generacién de Nps de oro no
funcionalizadas (NF) (Nps de oro-NF-SDS) via ablacion laser. Influencia de la concentracion
del estabilizante.

Nombre de [SDS] Energia Irradiancia tiempo de Pico de Dprom.
la muestra | (mol/L) (mJ) (GW/cm?) Ablacion Absor. Max. | 2 % (nm)
(Min.) (nm)
Nps-NF-SDS_1 0.0045 84.00 1,34 15 0.769 75,02
Nps-NF-SDS_2 0.045 84.00 1,34 15 1.003 50,43
Nps-NF-SDS_3 0.09 84.00 1,34 15 1.094 30,24
Nps-NF-SDS_4 0.18 84.00 1,34 15 1.934 20,14
Nps-NF-SDS_5 0.045 117.40 1,88 15 2.007 18.90
Nps-NF-SDS_6 0.09 117.40 1,88 15 1.643 50.23
Nps-NF-SDS_7 0.135 117.40 1,88 15 1.532 90.56
Nps-NF-SDS_8 0.045 135.00 2,14 15 2.513 10.00
Nps-NF-SDS_9 0.09 135.00 2,14 15 1.724 30.78
Nps-NF-SDS_101 0,135 135.00 2,14 15 0.740 75.60

En la Figura 55(a) podemos observar la variacion de la distribucion de las
Nps con el diametro de las mismas y en la Figura 55(b) el espectro UV-Vis de las
Nps de oro correspondientes a los complejos Nps-NF-SDS_1, 2, 3 y 4. Estos
complejos Nps de oro-NF-SDS fueron generados bajo las siguientes condiciones
experimentales: (i) energia del laser de 84.00 mJ, (ii) irradiancia de 1.34 GW/cn?,
(i) tiempo de ablacion de 15 minutos y (iv) se emplearon cuatro diferentes
concentraciones 0.0045, 0.045, 0.09 y 0.18 M de SDS.
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Figura 55: (a) Distribucién de Nps de oro no funcionalizadas en funcion del diametro de las
mismas y (b) espectros de absorbancia de Nps de oro en funcion de la longitud de onda.
Condiciones experimentales de ablacion para la generacién de los complejos Nps de oro-
NF-SDS 1, 2,3y 4: 84 mJ, 1.34 GW/cm?, 15 minutos de exposicion de la placa de oro al

laser y soluciones acuosas de 0.0045, 0.045, 0.09 y 0.18 M de SDS.

En la Fig. 55(a), se aprecia que cuando se usa altos valores de irradiancia
(1.34 GW/cm?); bajas concentraciones de SDS (0.0045 M) resultan ineficientes para
proteger las Nps de oro, por lo tanto, usando bajas concentraciones del estabilizante
acompafado de valores de irradiancias medianamente elevados, se pueden obtener
grandes agregados. Por el contrario, elevadas concentraciones de SDS (0.18 M)
protegen mejor y mas efectivamente las Nps de oro generadas. Entonces, usando
una concentracion 0.18 M de SDS, se pueden preparar selectivamente Nps de oro
con diametros medios de 20 + 2 nm e hidrodinamicos dramaticamente inferiores de

32 £ 2 nm (Nps de oro-NF-SDS_4) con respecto a aquellas Nps sintetizadas en



soluciones acuosas de concentraciéon 0.0045 M de SDS, cuyos diametros medios e
hidrodinamicos fueron de 75 £+ 2 nm y 92 + 2 nm (Nps de oro-NF-SDS_1),
respectivamente. La Figura 56 muestra los complejos Nps de oro-NF-SDS 1, 2, 3y
4,

(a) (b)

Figura 56: Complejos de Nps de oro-NF-SDS, (a) con luz reflectada y (b) con luz
transmitida, sintetizados bajo las siguientes condiciones experimentales, de izquierda a
derecha, en ambas fotografias: 84 mJ, 1.34 GW/cm?, 15 minutos de exposicion de la placa
de oro al laser y soluciones acuosas de concentracion 0.0045, 0.045, 0.09, 0.18 M y0.36 M
de SDS.

En la literatura se reporta que Yamada K., et al.'*¥ encontraron que a medida
que la concentracion de SDS disminuia hasta llegar a ser muy diluidas, estas
favorecian los procesos de agregacion de las Nps!'®!, mientras que observaron que
soluciones concentradas de SDS promovian la obtencion de Nps de oro mucho méas
esféricas y de didmetro medio reducido™®. Adicionalmente, Yamada K., et al.**®
destacaron que las Nps de oro presentaban una reduccion de tamafio cuando
sobrepasaba la concentracién micelar critica (CMC) caracteristica del SDS!%.
Como se sabe, el SDS puede estar homogéneamente disuelto en agua formando
coloides antes de alcanzar la CMC, pero una vez que sobrepasa esta concentracion

el SDS se reline en el seno de la solucién formando micelas.

En los espectros de absorbancia de la Fig. 55(b) se notan cuatro hechos
relevantes: (i) un infimo desplazamiento de la banda de plasmén superficial (PS), (ii)
incrementos en el pico de maxima absorcion que pone de manifiesto la cantidad de
Nps generadas en el medio, ya que por Ley de Beer, es sabido que la absorcién es
directamente proporcional a la cantidad de analito capaz de absorber radiacion, (iii)

a medida que se incrementa la concentracion del estabilizante, el pico de maxima



absorbancia de las Nps de oro también aumenta y (iii) la mayor cantidad de Nps de

oro se obtuvo usando altas concentraciones del estabilizante (0.18 M de SDS).

Posiblemente el comportamiento (iii) se deba a la reduccion de tamafo
progresivo de las Nps inducido por aumentos en la concentracion del estabilizante.
A medida que las Nps disminuyen de tamafio son capaces de absorber més energia
debido al aumento en su brecha de banda. Esta tendencia se observé en todos los
espectros obtenidos en la Fig. 55(b), en particular, el espectro UV-Vis para la
muestra Nps de oro-NF-SDS_4 presenta cierta saturacion y ensanchamiento,
ocasionado principalmente por la gran cantidad de Nps de oro presentes en el
medio. Adicionalmente, al observar el espectro obtenido para la muestra Nps de
oro-NF-SDS_1, sintetizadas en una solucion acuosa de 0.0045 M de SDS, se ve
que tiene un méximo de absorcién considerablemente menos intenso que el resto
de las muestras generadas al mismo tiempo de ablacién (15 minutos). Esto
evidencia que en esta muestra el solvente fue capaz de solvatar practicamente
todas las moléculas de SDS, permitiendo la libre agregacion de las Nps de oro en

coloides de un tamafio mucho mayor.

Asi mismo, la estabilidad temporal de las Nps de oro, generadas en una
solucion acuosa de 0.18 M de SDS, fue también objeto de estudio. El hecho de que
concentraciones tan elevadas de SDS prometen la obtencion de Nps de oro con
diametros extremadamente pequefios, podria quizas afectar o sacrificar la
estabilidad de las mismas a lo largo del tiempo, por lo tanto, esta investigacion se
planteé tal inquietud. Los resultados del estudio de la estabilidad en el tiempo de las
Nps de oro generadas en un medio acuoso de 0.18 M de SDS se pueden observar

en la proxima Seccion 1V.2.

En la Figura 57(a), se aprecia la correlacion del didmetro de particula con la
concentracion del SDS. Se puede notar como a medida que aumenta la
concentracion de SDS, el didmetro de las nanoparticulas generadas disminuye.
Adicionalmente, en la Figura 57(b), se puede notar la correlacion del maximo de
absorcion de las Nps de oro generadas con la concentraciébn de SDS. En dicha

figura, se observa que a medida que la concentracion del estabilizante aumenta, el



pico de méxima absorbancia se va incrementando, es decir, la cantidad de Nps de

oro aumenta considerablemente a medida que la concentracién de SDS incrementa.
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Figura 57: (a) Variacion del diametro medio de la particula con la concentracion de SDS y
(b) variacién del pico de maxima absorbancia de la particula con la concentracién de SDS.
Condiciones experimentales de ablacion para la generacién de los complejos Nps de oro-
NF-SDS 1, 2,3y 4: 84 mJ, 1.34 GW/cm?, 15 minutos de exposicion de la placa de oro al
laser y soluciones acuosas de concentracion 0.0045, 0.045, 0.09 y 0.18 M de SDS.

En la Fig. 57(a), se puede notar que existe un valor maximo para el diametro
de las Nps de oro, el cual es alcanzado a una concentracion de estabilizante dada.
Después de este valor de concentracion de SDS (0.0045 M), se produce un
decrecimiento significativo del diametro medio de las Nps de oro. Este
comportamiento o tendencia en disminucion en el tamafio, se puede explicar en una
primera aproximacion, al espacio ocupado por el estabilizante, es decir, existe un
parametro espacial, influenciado por el SDS, que a su vez afecta el entorno o matriz
que contiene las Nps de oro, resultando en un decaimiento del diametro medio de

las mismas. A concentraciones mas elevadas del estabilizante, se obtienen Nps de



de menor tamafio debido al mayor volumen que ocupan las moléculas de SDS en la

solucioén.

Se sabe que una mayor concentracion de SDS resulta en un mayor nimero
de moléculas de dicho estabilizante en el medio acuoso. Considerando este notorio
hecho, es logico pensar que un mayor nimero de moléculas del surfactante en el
medio impedir4d mas eficiente y efectivamente la formacién de grandes agregados
de particulas, pero también, un mayor nimero de moléculas de SDS se traduce en
un mayor volumen ocupado por este dentro del medio, lo que a su vez limita en gran
medida, el tamafio maximo de las Nps de oro, el cual, tal como se ve en la Fig.

57(a), se ve reducido a medida que la concentracion del estabilizante aumenta.

Tal como se expuso en la Seccion 1.5.1, una vez que comienza el proceso de
la ablacién sobre la placa de oro, justamente en la etapa 2 o también llamada
“nucleacion”, se forma una densa nube de atomos de oro alrededor de la zona de
ablacion, siendo las interacciones entre dichos atomos tan fuertes por lo que de
forma casi inmediata, comienzan a agregarse para formar Nps de mayor diametro.
En este punto, se presentan dos tipos de interacciones que compiten entre si, como
lo son: (i) interacciones interparticula Nps-Nps e (ii) interacciones de las Nps de oro

con el medio, es decir, con la solucién acuosa de SDS.

Como se describié previamente en las Secciones 1.2 y 1.2.2, en la etapa I,
las moléculas de SDS comienzan a aproximarse y rodear la superficie metélica de
las Nps ya formadas, evitando que estas formen grandes agregados con otras Nps
en el medio. Lo que se cree, es que al encontrase una mayor cantidad de moléculas
de SDS en el medio, todas estas se aproximan a la Nps rodedndola masivamente y
limitando a su vez dos cosas: (i) el crecimiento de las Nps de oro y (ii) procesos de
aglomeracion que pueden experimentar las particulas. De hecho, Mafuné F., et
al.’® en el afio 2010, reportaron que a medida que la concentracién de SDS

el104]

disminuia, el tamafio de las Nps de plata aumentaba significativament . Estos

investigadores adjudicaron este resultado a dos fenémenos: (i) el crecimiento de las

11[104]

Nps a partir de una particula “embridnica y (ii) la competencia entre el

crecimiento de las Nps y el cubrimiento de las particulas por parte del SDSM.

Estos investigadores comentaron que justo en la etapa de nucleacién del proceso



de ablacion laser, una densa nube de atomos se formaba sobre la placa de

plata™®, luego, debido a que la interaccién entre dichos atomos era mucho mas

e los atomos de plata se agregaban para

I [104]

fuerte que estos con el surfactant

gl104]

formar finalmente las Np Mafuné F., et a dijeron que esta rapida

s'% Una vez formadas estas

agregacion promovia la formacion de Nps embridnica
Nps embriénicas, eran solvatadas por el SDS™, lo que a su vez producia que el
crecimiento de dichas Nps se tornara mas lento hasta que finalmente se

detuviera™®¥,

Asi mismo, otro importante factor que podria ser determinante en la
dependencia del diametro medio de las Nps de oro con la concentracion del SDS,
es la CMC. Tal como se reporta en la literatura, la CMC del SDS es de 0.008 M, en
la Fig. 57(a), podemos observar que un mayor aumento del didmetro se genera
cuando la concentracion de SDS es significativamente menor con respecto al valor
de CMC. Las causas de este comportamiento pueden deberse a que a un rango de
concentraciones menor al valor de CMC, las moléculas de SDS son solvatadas por
el solvente y dejan de formar micelas, las cuales son las responsables de evitar la

agregacion de las Nps.

No obstante, otros resultados que resultan bastante interesantes son los que
se muestran en la Figura 58. En esta figura, se pueden observar dos tandas de
experimentos, donde se generaron Nps de oro empleando dos elevados valores de
irradiancias y modificando a su vez la concentracion del estabilizante. En la Figura
58(a) podemos observar la variacién de la distribucién de las Nps con el diametro de
las mismas y en la Figura 58(b) el espectro de absorbancia de las Nps de oro
correspondientes a los complejos Nps de oro-NF-SDS_5, 6, 7, 8, 9 y 10. Estos
complejos fueron generadas bajo las siguientes condiciones experimentales: (i)
energia del laser de 117.4 mJ y 135.0 mJ, respectivamente, (ii) dos valores de
irradiancia de 1.88 y 2.14 GW/cm?, respectivamente, (iii) tiempo de ablacion de 15
minutos y (iv) se emplearon tres diferentes concentraciones 0.045, 0.09 y 0.135 M
de SDS.
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Figura 58: (a) Distribucién de Nps de oro no funcionalizadas en funcion del diametro de las
mismas y (b) espectros de absorbancia de Nps de oro en funcion de la longitud de onda.
Condiciones experimentales de ablacion para la generacién de los complejos Nps de oro-

NF-SDS 5,6,7,8,9y10:117.4 mJy 135.0 mJ, respectivamente, 1.88y 2.14 GW/cm?,
respectivamente, 15 minutos de exposicion de la placa de oro al laser y soluciones acuosas
de concentraciones 0.045, 0.09 y 0.135 M de SDS.

Basicamente, lo interesante de las graficas expuestas en la Figura 58, es que
cuando se emplean, verdaderamente, altos valores de irradiancia (1.88 y 2.14
GW/cm?); la concentracion 0.045 M de SDS resulta significativamente eficiente para
proteger las Nps de oro. Por lo tanto, y a diferencia de los resultados obtenidos en la
Figura 55, usando concentraciones medianas del estabilizante (0.045 M)
acompafnado de elevadas irradiancias, se pueden obtener mayor cantidad de Nps

de oro con didmetros medios relativamente pequefios. Tal vez, si se emplean

Nps_9_[SDS] 0.09 M



irradiancias muy altas con tiempos de ablacion relativamente extensos (15 minutos)
acompafados de elevadas concentraciones de SDS, se limitard significativamente
la cantidad de material que se pueda extraer de la placa debido principalmente a la
gran cantidad de moléculas de SDS que ocuparan mucho espacio dentro de la
solucién. Entonces, resulta razonable pensar que al haber gran cantidad de
moléculas de SDS en el medio estas impediran que elevados valores de irradiancia
promuevan el fendmeno de refraccionamiento, mientras que al haber menor
cantidad de moléculas de SDS en el medio, el fenédmeno de fragmentacion inducido
por laser se producira mejor y mas facilmente. El fendbmeno de fragmentacion
inducida por laser se explicard con mas detalle en la proxima Seccién IV.1.2. La
Figura 59 muestra los complejos Nps de oro-NF-SDS 5, 6, 7, 8, 9y 10.

(a) )

Figura 59: (a) Complejos de Nps de oro-NF-SDS sintetizados bajo las siguientes
condiciones experimentales, de izquierda a derecha: 117.4 mJ, 1.88 GW/cmz, 15 minutos de
exposicion de la placa de oro al laser y soluciones acuosas de concentracién 0.045, 0.09 y
0.135 M de SDS y (b) complejos de Nps de oro-NF-SDS sintetizados bajo las siguientes
condiciones experimentales, de izquierda a derecha: 135.0 mJ, 2.14 GW/cmz, 15 minutos de
exposicion de la placa de oro al laser y soluciones acuosas de concentracion 0.045, 0.09 y
0.135 M de SDS.

En la Figura 60(a), se aprecia mas claramente la correlacion del diametro de
la particula con la concentracién de SDS, usando dos diferentes valores de
irradiancia. Solo en el caso de emplearse elevadas irradiancias, se puede notar que
a medida que aumenta la concentracion de SDS, el diAmetro de las nanoparticulas
generadas aumenta. Adicionalmente, en la Figura 60(b), se puede notar la variacién
del maximo de absorcion de las Nps de oro con la concentracion de SDS, usando
igualmente dos distintos valores de irradiancia. En esta ultima figura, se observa que

a medida que la concentracion del estabilizante aumenta, el pico de méxima



absorbancia de las Nps disminuye, es decir, la cantidad de Nps de oro disminuye

considerablemente a medida que la concentracion de SDS incrementa.
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Figura 60: (a) Variacion del diametro medio de la particula con la concentracion de SDS y

(b) variacion del pico de maxima absorbancia de la particula con la concentracién de SDS,

usando dos diferentes valores de irradiancia. Condiciones experimentales de ablacion para

la generacién de los complejos Nps de oro-NF-SDS_5,6,7,8,9y 10: 117.4 mJy 135.0 mJ,
respectivamente, 1.88 y 2.14 GW/cmz?, respectivamente, 15 minutos de exposicion de la
placa de oro al laser y soluciones acuosas de concentraciones 0.045, 0.09 y 0.135 M de

SDS. Los puntos rojos corresponden a los complejos Nps de oro-NF-SDS 5,6y 7
generadas a 1.88 GW/cm?y los puntos azules corresponden a los complejos Nps de oro-
NF-SDS_8, 9y 10 generados a 2.14 GW/cm?,

Entonces, en base a los resultados obtenidos en las Figuras 55 y 58, las
concentraciones de 0.045 M y 0.18 M de SDS permiten obtener espectros que
presentan una mayor absorcién, por lo que se puede afirmar que estas
concentraciones ofrecen una estabilizacion mucho mas efectiva de las

nanoparticulas generadas, responsables de la absorcion observada.



IV.1.2 Influencia de la Irradiancia

En base a los resultados presentados en la Seccion IV.1.1, se decidié

trabajar, para esta parte de la investigacion, no solo con dos concentraciones de

0.045 M y 0.18 M de SDS para la generacion de las Nps de oro sino también se

utilizé un amplio rango de irradiancias. Esto con el fin de lograr: (i) la mayor cantidad

de Nps de oro, (ii) menor diametro medio de particula posible y (iii) evitar las

agregaciones que se puedan producir con una concentracion cercana o menor a la

CMC del SDS. Después de haber decidido las concentraciones de SDS a emplear,

se procedi6 a estudiar el efecto de la irradiancia tanto sobre la distribucion de

tamafios de las Nps de oro generadas asi como también sobre sus espectros de

absorbancia, para ello se prepararon los complejos Nps de oro-NF-SDS que se

muestran en la Tabla N° 6.

Tabla N° 6: Condiciones experimentales empleadas para la generacién de Nps de oro no
funcionalizadas (Nps de oro-NF-SDS) via ablacion laser. Influencia de la irradiancia.

Nombre de . . . tiempo de Pico de Dprom. +2
la muestra [SDS] Energia Irradiancia Ablacion Absor % (nm)
) :
(mol/L) (mJ) (GWiem?) (Min.) Max. (nm)

Nes-NF-SDS_I1 | g 045 80.40 1,27 15 0.986 25.65
Nes-NF-SDS_12 | g 045 80.90 1,29 15 0.657 23.78
NpsNF-SDSS | 0 045 84.00 1,34 15 1.498 21.10
Nps-NF-SDS14 1 018 77.62 1,23 15 0.191 101.32
Nes-NF-SDS_15 | 18 79.00 1,28 15 0.403 80.28
Nps-NF-SDS_16 | 18 84.00 1,34 15 1.408 23.41

Se utiliz6 un rango de energias del laser desde 77.6 a 84.0 mJ e irradiancias

desde 1.23 a 1.34 GW/cm?. En la Figura 61(a) podemos notar la variacion de la

distribucion de las Nps con el didmetro de las mismas y en la Figura 61(b) el

espectro de absorbancia de las Nps de oro correspondientes a los complejos Nps




de oro-NF-SDS_11, 12 y 13. Las Nps de oro de la Fig. 61 fueron generadas bajo las
siguientes condiciones experimentales: (i) se emplearon tres diferentes energias del
laser de 80.40, 80.90 y 84.00 mJ, respectivamente, (ii) se usaron tres distintos
valores de irradiancia de 1.27, 1.29 y 1.34 GW/cm?, respectivamente, (iii) tiempo de

ablacion de 15 minutos y (iv) una solucion acuosa de concentracion 0.045 M de

SDS.
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Figura 61: (a) Distribucién de Nps de oro no funcionalizadas en funcion del diametro de las
mismas y (b) espectros de absorbancia de Nps de oro en funcion de la longitud de onda.
Condiciones experimentales de ablacion para la generacién de los complejos Nps de oro-

NF-SDS_11, 12 y 13: 80.40, 80.90 y 84.00 mJ, respectivamente, 1.27, 1.29 y 1.34 GW/cm?,

respectivamente, 15 minutos de exposicion de la placa de oro al laser y solucién acuosa de

concentracion 0.045 M de SDS.

Ilgualmente, la Figura 62(a) muestra la distribucion de las Nps de oro en

funcion del diametro de las mismas y en la Figura 62(b) el espectro UV-Vis de las



Nps correspondientes a los complejos Nps de oro-NF-SDS_14, 15 y 16. En esta

oportunidad, estas muestras fueron generadas bajo las siguientes condiciones

experimentales: (i) tres diferentes energias del laser de 77.62, 79.00 y 84.00 mJ,

respectivamente, (ii)

tres distintos valores de irradiancia de 1.23, 1.28 y 1.34

GW/cm?, respectivamente, (iii) tiempo de ablacién de 15 minutos y (iv) una solucion

acuosa de concentracién 0.18 M de SDS.
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Figura 62: (a) Distribucién de Nps de oro no funcionalizadas en funcion del diametro de las
mismas y (b) espectros de absorbancia de Nps de oro en funcion de la longitud de onda.
Condiciones experimentales de ablacion para la generacién de los complejos Nps de oro-

NF-SDS_14, 15y 16: 77.62, 79.00 y 84.00 mJ, respectivamente, 1.23, 1.28 y 1.34 GW/cm?,

respectivamente, 15 minutos de exposicion de la placa de oro al laser y solucién acuosa de

concentracion 0.18 M de SDS.



Tanto en la Fig. 61(a) como en la Fig. 62(a), se aprecia que a medida que se
incrementa la irradiancia sobre la placa de oro se generan nanoparticulas de menor
diametro, es decir, el didmetro medio de la particula decae progresivamente con el
aumento de la energia del laser y, obviamente, con el incremento de la irradiancia.
Por otro lado, tanto en la Fig. 61(b) como en la Fig. 62(b), se puede observar que a
medida que se incrementa la irradiancia, el pico de maxima absorcién de las Nps de
oro también aumenta. En la literatura se reportan resultados espectrales similares a
los que se hallaron en las Figuras 61(b) y 62(b), adjudicandolos al fenébmeno
conocido como la “reduccibn de tamafio progresivo”; a medida que las
nanoparticulas disminuyen de tamafio son capaces de absorber mas energia debido
al aumento en su brecha de banda. La Figura 63 muestra los complejos Nps de oro-
NF-SDS sintetizadas bajo las condiciones experimentales descritas en las figuras 61
y 62.

Figura 63: (a) Complejos de Nps de oro-NF-SDS sintetizados bajo las siguientes
condiciones experimentales, de izquierda a derecha: 84.00, 80.90 y 80.40 mJ,
respectivamente, 1.34, 1.29 y 1.27 GW/cm2, respectivamente, 15 minutos de exposicion de
la placa de oro al laser y solucién acuosa de concentracién 0.045 M de SDS y (b) complejos
de Nps de oro-NF-SDS sintetizados bajo las siguientes condiciones experimentales, de
izquierda a derecha: 84.00, 79.00y 77.62 mJ, respectivamente, 1.34, 1.28 y 1.23 GW/cm?,
respectivamente, 15 minutos de exposicion de la placa de oro al laser y solucién acuosa de
concentracion 0.18 M de SDS.

La Figura 64(a) muestra mas claramente la relacion entre el diametro de la
particula y la irradiancia para ambas tandas de experimentos. Al observar esta
figura, se nota una clara tendencia, a medida que aumenta la irradiancia, el didmetro

de las nanoparticulas disminuye.
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Figura 64: (a) Variacion del diametro medio de la particula con la concentracion de SDS y
(b) correlacion del pico de maxima absorbancia de la particula con la concentracion de SDS.
Condiciones experimentales de ablacion para la generacién de los complejos Nps de oro-
NF-SDS_11, 12, 13, 14, 15 y 16: 80.40, 80.90, 84.00, 77.62, 79.00 y 84.00 mJ,
respectivamente, 1.27, 1.29, 1.34, 1.23, 1.28 y 1.34 GW/cm?, respectivamente, 15 minutos
de exposicion de la placa de oro al laser y soluciones acuosas de concentracion 0.045 My
0.18 M de SDS. Los puntos rojos corresponden a los complejos Nps de oro-NF-SDS_11, 12
y 13 generadas a 1.27, 1.29 y 1.34 GW/cm?2 y los puntos azules corresponden a los
complejos Nps de oro-NF-SDS_14, 15y 16 generados a 1.23, 1.28 y 1.34 GW/cm?2,

Adicionalmente, en la Figura 64(b), se puede notar la correlacion de la
irradiancia con el maximo de absorcién de las Nps de oro. En esta figura, se aprecia
que a medida que la irradiancia aumenta, el pico de maxima absorbancia de las Nps
incrementa, es decir, la cantidad de Nps de oro aumenta considerablemente a

medida que la irradiancia incrementa.



El resultado observado en la Fig. 64(a), se debe probablemente al
refraccionamiento o fenémeno de fraccionamiento inducido por laser de las Nps de
oro de diametro promedio mayor, las cuales se encuentran ya formadas y presentes

en el medio y que estan siendo nuevamente irradiadas. Tal como se mencioné en la

I [105]

Seccion 1.5.1.d, Mafuné F., et a , en el afio 2001, llegd a un resultado similar, a

medida que se incrementaba la fluencia del laser, el tamafio de la particula

disminuia. Atribuyendo estos resultados al fenémeno de fragmentacion inducido por

[105 [105]

laser™®. Asi mismo, Mafuné F., et al.l’®®, reportaron que el diametro de las Nps de

oro se reduce drasticamente cuando se emplean altas fluencias del laser™),

o105

llamando este fendbmeno como proceso de reduccion de tamafi 1. Mafuné F., et

al."%! comentaron que cuando el PS de la Nps de oro en una solucién de SDS es
excitado por la irradiacion del laser, la energia del foton es rapidamente

transformada en modos internos de la Nps como calor[1°5], durante un pulso, la

5[105]

nanoparticula absorbe muchos fotone , aumentando su temperatura y

posteriormente fragmentandose*®. Después de un pulso del laser, el calor se
difunde dentro de la solucion y la temperatura de la Nps regresa a temperatura
ambiente antes de que el siguiente pulso incida*®. El calentamiento y enfriamiento

ocurre entre pulso y pulso, resultando la velocidad de fragmentacion incrementada

[105]

con el aumento de la fluencia del laser™ debido principalmente al incremento de la

energia interna de la nanoparticula irradiada.

Igualmente, Takami A., et al.l’% describieron dicho fenémeno para Nps de
oro irradiadas con laser. Cuando el laser irradia una nanoparticula de oro, el PS de

esta comienza a absorber fotones y los electrones son excitados, producto de la

nl108

absorcion*®. Una vez absorbidos, gran parte de la energia de estos fotones es

convertida rapidamente en calor, lo que genera un incremento significativo en la

al106

temperatura de la nanoparticul I La reduccién de tamafio se origina debido a la

vaporizacion de la particula de oro*®, cuando la temperatura de la solucién coloidal

de las Nps alcanza el punto de ebullicion, dtomos y pequefias particulas son

[106

eyectados a través de la vaporizacion’® y como resultado las particulas son

o106

reducidas de tamarfi 1. La cantidad de &tomos eyectados depende de la energia

del lasert*%®!,



IV.1.3 Influencia del Tiempo de Ablacion

Para esta parte de la investigacion, se estudié como el tiempo de ablacion
influia sobre las caracteristicas espectrales UV-Vis de las Nps de oro generadas.
Los resultados obtenidos en las Secciones IV.1.1 y IV.1.2, sugerian que el uso de
una concentracion de 0.045 M de SDS y un elevado valor de irradiancia se traducen
en una mayor cantidad de Nps generadas con menor diametro medio. Por lo tanto,
para este estudio se sintetizaron muestras de Nps de oro con un alto valor de
irradiancia (2.14 GW/cm?), manteniéndose la concentracién del estabilizante en
0.045 M y modificandose el tiempo de exposicion de la placa de oro al laser (véase
Tabla N° 7). Una vez que se inicia la ablacién sobre la placa de oro y el tiempo de
exposiciéon transcurre, se observa que la solucién cambia de incolora a diferentes
tonalidades rosado-morado, lo que indica la presencia de Nps en el medio, tal como

se muestra en la Figura 65.

Figura 65: Complejos de Nps de oro-NF-SDS sintetizados bajo las siguientes condiciones
experimentales: energia del laser de 135.0 mJ, irradiancia de 2.14 GW/cm?2, en solucion
acuosa de 0.045 M de SDS y tiempo de ablacién de izquierda a derecha: 1, 2, 4, 6, 8, 10,
12, 14, 15, 17 y 20 min, respectivamente.

En la Figura 65 se observan soluciones de Nps de oro de diferentes
intensidades de color. Segun el tiempo de exposicién, la tonalidad de la solucién
coloidal de Nps de oro-NF-SDS varia significativamente, se puede apreciar
soluciones de tonalidad mas intensa indicando una mayor cantidad de particulas y
por lo tanto presentando espectros de absorciébn mas intensos (véase Figura 66).
Los cambios de color de incoloro a rosado o a purpura indican desplazamientos en
la longitud de onda del méximo de absorbancia debido a diferencias entre los

diametros promedio de particula entre cada muestra.



Tabla N° 7: Condiciones experimentales empleadas para la generacién de Nps de oro no
funcionalizadas (Nps de oro-NF-SDS) via ablacion laser. Influencia del tiempo de ablacion.

Nombre dela | [SDS] (mol/L) | Energia(mJ) Irradiancia Dprom. +2 tiempo de
Muestra (GWIcm?) % (hm) Ablacién (Min.)
Nps-NF-SDS_17 0.045 135.0 2.14 32.12 1
Nps-NF-SDS_18 0.045 135.0 2.14 38.00 2
Nps-NF-SDS_19 0.045 135.0 2.14 40.90 4
Nps-NF-SDS_20 0.045 135.0 2.14 52.34 6
Nps-NF-SDS_21 0.045 135.0 2.14 58.67 8
Nps-NF-SDS_22 0.045 135.0 2.14 60.89 10
Nps-NF-SDS_23 0.045 135.0 2.14 62.31 12
Nps-NF-SDS_24 0.045 135.0 2.14 76.89 14
Nps-NF-SDS_25 0.045 135.0 2.14 80.00 15
Nps-NF-SDS_26 0.045 135.0 2.14 80.30 17
Nps-NF-SDS_27 0.045 135.0 2.14 77.00 20

En las Figuras 66(a) y (b) se puede apreciar como el pico de maxima
absorbancia de las Nps de oro generadas se desplaza a medida que aumenta el
tiempo de ablacién. Previamente, en la Seccién IV.1.1, se mencion6 que la
reducciébn de tamafio progresivo de las Nps inducido por aumentos en la
concentracion del estabilizante, producen un aumento en la brecha de banda de las
Nps de oro resultando a su vez en una mayor absorcion de energia. Pero en este
caso, se observa como las Nps de oro estdn absorbiendo mas energia a medida
que el tiempo de exposicion de la placa de oro al laser incrementa. Esta tendencia
esta asociada con el numero de Nps presentes en el medio, tal como se destaco en
la Seccidn IV.1.1, la absorcién es directamente proporcional a la cantidad de Nps de
oro en el medio. A medida que el tiempo de ablacién incrementa la cantidad de Nps

de oro que se generan aumentan significativamente.
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Figura 66: Espectros de absorcion de complejos Nps de oro-NF-SDS empleando distintos
tiempos de ablacion; (a) tiempo de ablacién < 10 min y (b) tiempo de ablacién > 10 min.
Condiciones experimentales de ablacion para la generacién de los complejos Nps de oro-
NF-SDS_17 a 27: 135.0 mJ, 2.14 GW/cm?2 y solucién acuosa de 0.045 M de SDS. (c)
Correlacién del maximo de absorcion de las Nps de oro con el tiempo de ablacién.

En la Fig. 66(c), se aprecia como el tiempo de ablacién afecta la cantidad de

Nps de oro sintetizadas, siendo esta incrementada hasta un valor umbral. A pesar



de que se trabajo con un valor elevado de irradiancia, vale la pena destacar que, no
se observo saturacion o ensanchamiento de los espectros a los valores de tiempo
relativamente extensos (17 6 20 minutos). Por otro lado, en la Figura 67 se puede
observar la relacion entre el diametro medio de las Nps de oro generadas y el

tiempo de ablacion.
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Figura 67: Relacion entre el didametro medio de los complejos Nps de oro-NF-SDS y el
tiempo de ablacién. Condiciones experimentales de ablacién para la generacion de los

complejos Nps de oro-NF-SDS_17 a 27: 135.0 mJ, 2.14 GW/cm?2 y solucién acuosa de
concentracion 0.045 M de SDS.

En la Fig. 67 se puede apreciar que el didmetro de la particula incrementa a
medida que aumenta el tiempo de ablacion. Este resultado sugiere que cuando se
emplean tiempos de ablacion relativamente pequefios, el diametro medio de las Nps
se mantiene casi constante, variando solamente desde 32.0 hasta 40.1 nm méximo.
Mientras que cuando el tiempo de ablacién incrementa, por encima de 12 minutos,
las Nps de oro experimentan cambios bastantes apreciables en su tamafio, es decir,
de 12 a 15 minutos, el diametro de las Nps varia desde 62.4 hasta 80.0 nm,
alcanzando justamente a los 15 minutos, un valor umbral de 80.3 nm. Luego de este
valor, se observa que el diametro de particula decae un poco cuando se emplean

tiempos de ablacion muy extensos (20 minutos).



IV.1.4 Correlacion de la Longitud de Onda del Ma&ximo de Absorbancia con el

Diametro de Particula

El valor maximo de absorbancia, correspondiente a la banda de resonancia
de plasmon superficial (RPS) de los complejos Nps de oro-NF-SDS resulta, por ley
de Beer, proporcional a la cantidad de Nps presentes en el medio. En base a los
resultados obtenidos en las Secciones 1V.1.1, IV.1.2 y IV.1.3, se pueden establecer
tres importantes variables que afectan la cantidad de Nps de oro generadas: (i)
concentracion del estabilizante, (ii) irradiancia y (iii) tiempo de ablacion. En dichas
secciones, se menciond la correlacion de estas tres variables con el valor de

maxima absorcién de las Nps de oro.

No obstante, resultaria interesante examinar la correlacion que existe entre el
diametro medio de las Nps de oro y la longitud de onda del valor de maxima
absorcion. Para ello y en base a los resultados presentados en la Seccién IV.1.3,
se decidié trabajar, para esta parte de la investigacion, con un tiempo de ablacion
de 15 minutos, modificando solo dos variables; irradiancia y concentracion del
estabilizante (véase Figura 68). Se emple6 un amplio rango de irradiancias y

concentraciones de SDS, sin embargo, para mayor detalle de las muestras y las

condiciones de preparacion de cada una de ellas se puede observar la Tabla N° 8.

Figura 68: Complejos de Nps de oro-NF-SDS sintetizados bajo las siguientes condiciones
experimentales: (a) 1.23 GW/cm?y de izquierda a derecha, 0.045, 0.09 y 0.135 M de SDS,
respectivamente, (b) 1.88 GW/cm?y de arriba abajo, 0.045, 0.09 y 0.135 M de SDS,
respectivamente, (c) 2.14 GW/cm? y de izquierda a derecha, 0.045, 0.09y 0.135 M de
SDS, respectivamente y (d) de arriba abajo; 1.34 GW/cm2y 0.045 M de SDS, 1.27
GW/cm2y 0.045 M de SDS, 1.29 GW/cm?y 0,045 M de SDS, 1.34 GW/cm2y 0.18 M de
SDSy 1.27 GW/cm2y 0.18 M de SDS, respectivamente.



Tabla N° 8: Condiciones experimentales empleadas para la generacién de Nps de oro no
funcionalizadas (Nps de oro-NF-SDS) via ablacion laser. Dependencia de la longitud de
onda del maximo de absorbancia con el diametro de la Nps.

Nombre de la [SDS] Energia Irradiancia | Lambda Max. | Dprom. 2 %

Muestra (mol/L) (mJ) (GW/cm?) Absor. (nm) (nm)
Nps-NF-SDS_28 0.045 77.62 1.23 518.29 38.79
Nps-NF-SDS_29 0.09 77.62 1.23 522.80 46.57
Nps-NF-SDS_30 0.135 77.62 1.23 522.89 44.34
Nps-NF-SDS_31 0.045 117.40 1.88 521.50 39.10
Nps-NF-SDS_32 0.09 117.40 1.88 522.80 46.57
Nps-NF-SDS_33 0.135 117.40 1.88 525.50 80.93
Nps-NF-SDS_34 0.045 135.00 2.14 515.00 30.21
Nps-NF-SDS_35 0.09 135.00 2.14 516.80 36.00
Nps-NF-SDS_36 0.135 135.00 2.14 530.20 152.23
Nps-NF-SDS_37 0.045 84.00 1.34 521.75 40.02
Nps-NF-SDS_38 0.09 80.00 1.27 524.51 60.32
Nps-NF-SDS_39 0.135 80.90 1.29 529.00 150.46
Nps-NF-SDS_40 0.36 84.00 1.34 545.20 180.00
Nps-NF-SDS_41 0.045 78.82 1.27 521.75 50.10

En la Figura 69 se presenta la relacion que existe entre la longitud de onda
correspondiente al maximo de absorcién con el didmetro medio de Nps de oro no
funcionalizadas. En dicha figura, se puede apreciar como a medida que aumenta el
diametro de la particula, la longitud de onda del maximo de absorbancia se va

incrementando paulatina y progresivamente.
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Figura 69: Correlacion de la longitud de onda del valor maximo de absorbancia con el
diametro medio de la particula.

El incremento, que se observa en la Fig. 69, de la longitud de onda del
maximo de absorbancia a medida que el diametro de particula aumenta, se puede
atribuir a un fendémeno reportado en la literatura como “fenémeno de cuantizacién
del tamafio”, que consiste en la cuantizacion de las bandas de conduccion y de
valencia en una nanoparticula y también al aumento en su brecha de banda debido
al confinamiento espacial de sus electrones. A medida que una nanoparticula se
hace cada vez mas pequefia, el confinamiento de sus electrones aumenta
resultando en un incremento en el espaciado entre los niveles y en la brecha de
banda. Entonces, mientras mas pequefia sea una nanoparticula, mas capaz sera
para absorber energia de mayor frecuencia y por lo tanto de una longitud de onda
mas corta, por el contrario, mientras mas grande sea una nanoparticula, mas
capacitada estara para absorber energia de menor frecuencia y por lo tanto de una

longitud de onda més larga.

IV.2 ESTABILIDAD DE LAS NPS DE ORO-NF-SDS EN EL TIEMPO

En el afio 2006, Taranseko N. et al.[l°7], estudiaron la estabilidad de una serie
de complejos de Nps de oro, encontrando que la longitud de onda correspondiente
al valor o pico de maxima absorcién de dichas particulas, al finalizar la ablacién,

aumentaba producto de la agregacién en el tiempo*°”,



En esta parte de la investigacion, se estudié la estabilidad temporal de las
Nps de oro generadas en soluciones acuosas con altas concentraciones de SDS,
para ello se selecciond el complejo Nps de oro-NF-SDS_4. Una vez que esta
muestra fue sintetizada, se trasvasé a un nuevo vial y se estudiaron los cambios que
se producen en sus didmetros (medio e hidrodindmico) con el tiempo. En la Figura
70 se puede notar un aumento progresivo del didmetro medio de las Nps de oro a
medida que transcurre el tiempo. Esta tendencia sugiere que existen procesos de
agregacion que experimentan las Nps de oro durante una etapa que nosotros
denominamos “maduraciéon o envejecimiento de las Nps de oro”. Estos resultados
demostraron contundentemente que los complejos Nps de oro no funcionalizados,
generados en soluciones acuosas 0.18 M de SDS, resultaron dramaticamente

inestables en el tiempo.
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Figura 70: Efecto de los procesos de agregacion sobre la distribucion de tamafios de las
Nps de oro. Condiciones experimentales bajo las cuales se generaron las Nps de oro: 84
mJ, 1.34 GW/cm?, concentracion 0.18 M de SDS y tiempo de ablacion de 15 minutos. La
flecha amarilla indica la tendencia a la formacioén progresiva de agregados de Nps de oro en
el tiempo.

Entonces, a pesar que la concentracion 0.18 M de SDS permite obtener
mayor cantidad de Nps de oro con menor tamafio, sus diametros medios e
hidrodinamicos incrementan muy rapidamente a medida que transcurre el tiempo, tal
como se muestra en la Figura 71. En la Fig 71(a) se aprecia la variaciéon del

diametro medio y en la Fig. 71(b) la variacion del diametro hidrodinamico en funcién



del tiempo, ambas tendencias se deben a las razones anteriormente mencionadas

para la Fig. 70.
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Figura 71: Efecto de los procesos de agregacion sobre los didmetros medio (a) e
hidrodinamico (b) de las Nps de oro. Condiciones experimentales bajo las cuales se
generaron las Nps de oro: 84 mJ, 1.34 GW/cm?, concentracion 0.18 M de SDS y
tiempo de ablacidn de 15 minutos. Los puntos azules, verdes y rojos representan el
numero de replicas realizadas en una misma cantidad de horas.

IV.3 ESTUDIO DE LA SENAL DEL SEGUNDO ARMONICO Y LA
PRIMERA HIPERPOLARIZABILIDAD DE LAS NPS DE ORO NO
FUNCIONALIZADAS

En la literatura se reporta que las Nps de oro presentan efectos 6pticos no
lineales (ONL) de segundo orden y que dicho comportamiento se puede estudiar y
cuantificar en términos de la primera hiperpolarizabilidad a través de la dispersion de
hiper rayleigh (HRS). Por otro lado, se ha reportado una particular dependencia de
HRS con la cantidad y tamafio de las particulas presentes en el medio. Por lo tanto,
en esta parte del trabajo, se empleo la técnica de HRS para: (i) estudiar el

comportamiento ONL de los complejos Nps de oro-NF-SDS generados via ablacién



laser, (i) cuantificar su tensor B y (iii) estudiar la correlacion de la primera

hiperpolarizabilidad con el didmetro de particula.

IV.3.1 Comportamiento de la Sefial del Segundo Arménico Segun el

Sistema de Estudio

En la literatura se pueden encontrar graficas experimentales donde resaltan
diferentes comportamientos de la sefial de HRS segun el sistema que se este
estudiando, por ejemplo, se reporta que la sefial de HRS proveniente de una
solucion de Nps de oro superficialmente modificada con un determinado agente, es
significativamente mayor a la sefial proveniente de Nps de oro no modificadas® %,
Tal como se sefial6 en la Seccion 1.1.2, las funcionalizaciones realzan y refuerzan la

sefial de HRS caracteristica de las Nps de orof*%,

Para verificar esta aseveracion, se prepararon diferentes soluciones de Urea y
p-nitroanilina (p-NA) (véase las Secciones I11.3.3.a y [11.3.3.b), seguidamente,
utilizando el montaje experimental expuesto en la Seccion 111.3.3.c, se estudio la
sefial de HRS proveniente de dichas soluciones y por dltimo se comparé con la

respuesta del segundo armonico de los complejos Nps de oro-NF-SDS.

IV.3.1.a. Sefial de HRS de Nps de oro, p-NAy Urea

En la Figura 72 se aprecia la relacion entre la sefial de HRS, I(2w), y la sefal
de incidencia o referencia I(w), para tres diferentes sistemas de estudio; una
solucion acuosa de 0.1 M de urea, otra soluciéon de 0.1 M de p-NA en etanol 50% y
una solucién coloidal de Nps de oro sin funcionalizacion (Nps de oro-NF-SDS_8).
Vale la pena destacar que, la muestra de Nps de oro-NF-SDS_8 fue generada bajo
las siguientes condiciones experimentales: energia del laser de 135.0 mJ,
irradiancia de 2.14 GW/cmz, tiempo de ablacion de 15 minutos, y una concentracion
de 0.045 M de SDS.
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Figura 72: Correlacion de la sefial de HRS con la sefial de referencia para una solucién 0.1

M de urea (linea azul), una solucién de 0.1 M de p-NA (linea roja) y una muestra de Nps de

oro sin funcionalizacién (linea verde) (Nps de oro-NF-SDS_8). Condiciones experimentales
para la generacién de la muestra Nps de oro-NF-SDS_8: 135.0 mJ, 2.14 GW/cmz, 15
minutos de ablacion, y una concentracion de 0.045 M de SDS. Las condiciones que se

establecieron en el montaje experimental (véase Seccion 111.3.3.c) para medir la sefial de
HRS fueron: lectura del laser: 120, 2.14 GW/cm?, barrido del angulo de la LRA/2 desde 50 a
90°, angulo del CP 270° y angulo del TFM 0°.

En la Fig. 72, se puede notar claramente que la sefial de HRS de la muestra
de Nps de oro es significativamente superior a la sefal proveniente de las
soluciones de urea y/o p-NA. Este resultado se debe a que esta sefial esta
convenientemente reforzada por la excitacion de los plasmones superficiales de

las Nps, produciendo una mayor respuesta del segundo arménico.

No obstante, la p-NA presenta una sefial de HRS nada despreciable, debido
a que este compuesto tiene un grupo amino donador y un grupo nitro aceptor de
electrones, lo que ocasiona una transferencia de carga continua a través del anillo
aroméatico. Esta transferencia de carga intra-molecular contribuye positivamente al

valor del tensor g, el cual es reportado alrededor de 16.8,10°° esu.

Para el caso de la urea, la sefial de HRS que se detect6 fue casi despreciable
con respecto a la sefal de las Nps, lo que pone de manifesté que las Nps de oro
generadas en este trabajo de investigacion poseen mejores propiedades ONL que

la urea.



IV.3.1.b. Sefial de HRS de Nps de Oro con y sin Funcionalizacién

Una vez comparada la sefial de HRS de las Nps de oro sin funcionalizacion
con la sefial proveniente de soluciones de urea y p-NA, se procedi6 a estudiar el
efecto de la funcionalizacion sobre las propiedades ONL caracteristicas de las Nps
de oro, para ello, en la Figura 73, se comparé la sefial del segundo armonico de
las Nps de oro funcionalizadas con Disodiofluoresceina (DSF) (Nps de oro-DSF-

SDS) con aquellas Nps no modificadas (Nps de oro-NF-SDS).
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Figura 73: Correlacion entre la sefial de HRS con la sefial de referencia para dos
soluciones coloidales de Nps de oro sin y con funcionalizacion; linea azul (Nps de oro-NF-
SDS_8) vy linea roja (Nps de oro-DSF-SDS_3). Condiciones experimentales para la
generacion de la muestra no funcionalizada (Nps de oro-NF-SDS_8): 135.0 mJ, 2.14
GW/cmz, 15 minutos de ablacién, y una concentracion de 0.045 M de SDS. Condiciones
experimentales para la generacién de la muestra funcionalizada (Nps de oro-DSF-SDS_3):
80.40 mJ, 1.27 GW/cm2, 15 minutos de ablacién, una concentracion final de 2.8,10°%* M de
DSF en el vial y una concentracion de 0.045 M de SDS.

En la Fig. 73, se observa que las Nps de oro no modificadas presentan una
buena sefial de HRS pero significativamente inferior a la sefial de las Nps
funcionalizadas. Se puede apreciar como la funcionalizacion mejora dramaticamente
las propiedades ONL de las Nps y con ello, la sefial de HRS. Debido a las
interacciones electrostaticas del agente funcionalizador con la superficie metalica de
la particula, la sefial de HRS se ve incrementada sustancialmente. Adicionalmente,
no se descarta que las moléculas de la DSF hayan cambiado el estado superficial
de las Nps de oro, aumentando y creando a su vez nuevas condiciones no-

centrosimétricas, con lo cual, la sefial de HRS incrementa.



En efecto, en el afio 2003, Zhang X. C. et al.[tod reportaron que la interaccion
de una suspension acuosa de nanoparticulas de oro con una proteina anti-cuerpo
IgG de cabra, producian incrementos de la sefial de HRS!. Estos investigadores
seflalaron que un posible mecanismo que explicaba este fendbmeno, podia envolver

un cambio del estado de superficie de las Npst®

. Ademas, creian que las
interacciones de las Nps con las moléculas IgG cambiaron el estado superficial de
las particulas!’® y probablemente crearon una nueva condicién no-centrosimétrica
en el sistemal™®. Mas tarde en el 2008, Russier-Antoine 1. et al.**”, sefialaron que
importantes incrementos en la sefial de HRS se detectaron para una serie de Nps
de oro, modificadas con albumina de suero bovino biotina (BSA-biotina) y

(110 | a adicion e

posteriormente agregadas con una proteina llamada Streptavidina
incremento de ciertas cantidades de Streptavidina a una suspension de Nps de oro-
BSA-biotina, no solo modificaban los espectros de absorbancia de las Nps™? sino

el110

también la intensidad de HRS incrementaba draméaticament | Russier-Antoine I.

I [110]

et a , explicaron ambos resultados en base a los procesos de agregacion que

[110

experimentaban las particulas™® y a las modificaciones en las condiciones no-

centrosimétricas de la suspensiont*'%,

IV.3.2 Influencia de la Cantidad de Nps No funcionalizadas sobre la Sefial del

Segundo Armdnico

Como se sabe, la intensidad de luz emergente (luz dispersada en todas las
direcciones o sefial de HRS (Iz») es directamente proporcional al cuadrado de la
intensidad de luz incidente (I2(w)). Adicionalmente y tal como se mencion6 en la
Seccion 1.7.3, la intensidad de la sefial de HRS es igualmente proporcional a la

cantidad de Nps de oro generadas en el medio:
L, = G (NsBs? + Napa?)I2, Ec.1V.1

Al observar la Ec. IV.1, se puede notar como a medida que la cantidad de
Nps presentes en la solucién incrementa, la sefial de HRS también aumenta. Para
estudiar la variacion de la sefial de HRS en funcién de la cantidad de Nps de oro y
sus didmetros, se procedi6 a sintetizar una serie de Nps de oro-NF-SDS vy

posteriormente a caracterizarlas segun el procedimiento experimental expuesto en



la Seccién I11.3.3.b. La Tabla N° 9 muestra las variables experimentales que se

usaron para la generacion de dichos complejos y las condiciones que se

establecieron en el montaje experimental (véase Seccion 111.3.3.c) para medir la

sefal de HRS de las muestras.

Tabla N° 9: Condiciones para la generacion de Nps de oro no funcionalizadas (Nps de oro-
NF-SDS) via ablacidn laser. Variables experimentales para la medida de la sefial de HRS.

Nombre de [SDS] Energia | Irradiancia | Dprom. tiempo Barrido | Angulo | Angulo
2 0, T

la Muestra | (mol/L) (mJ) (GW/cm?) 2% (nm) atz:g?r:?n de LRN2 cP TEM
Nps-NF-SDS_42 0.045 117.4 1.88 77.88 15 50-90° 270° 0°
Nps-NF-SDS_43 0.045 135.0 2.14 48.44 15 50-90° 270° 0°
Nps-NF-SDS_44 0.09 117.4 1.88 88.50 15 50-90° 270° 0°
Nps-NF-SDS_45

0.09 135.0 2.14 63.60 15 50-90° 270° 0°
Nps-NF-SDS_46 0.135 117.4 1.88 99.9 15 50-90° 270° 0°
Nps-NF-SDS_47 0.135 135.0 2.14 78.10 15 50-90° 270° 0°

La Figura 74 muestra la dependencia de la sefial de HRS con la cantidad de

Nps de oro generadas via ablacion laser.
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Figura 74: Relacioén entre la sefial de HRS y la sefial de referencia para una serie de
soluciones de Nps de oro no funcionalizadas. . Las condiciones que se establecieron en el
montaje experimental (véase Seccioén 111.3.3.c) para medir la sefial de HRS fueron: lectura
del laser: 120, 2.14 GW/cm?, barrido del angulo de la LRA/2 desde 50 a 90°, angulo del CP

270° y angulo del TFM 0°.

En la Fig. 74, se aprecia la misma tendencia que previamente fue
mencionada en la Seccion IV.1.2, a medida que aumenta la irradiancia, la cantidad
de Nps de oro presentes en el medio se ve incrementa. Este resultado ya se explico
en base al refraccionamiento inducido por laser de las Nps de oro de mayor
diametro, las cuales una vez que se encuentran formadas, estas son de nuevo
irradiadas, su temperatura se incrementa y por consiguiente se fragmentan en
particulas de menor tamafio. No obstante, en la Fig. 74, también se ponen de

manifiesto otros dos relevantes hechos: (i) desplazamientos e incrementos de la



sefial de HRS proveniente de las Nps de oro generadas a una mayor irradiancia y
(i) las Nps de menor didmetro medio (Dm) presentan mayor sefial de HRS. Al
emplearse una mayor irradiancia, se incrementa la cantidad de Nps de oro

generadas, provocando, a su vez, que la seial de HRS aumente significativamente.

En el afio 2009, Segets D. et al.™Y, sefialaron que incrementos en el tamafio
de las particulas de ZnO producen aumentos significativos en el valor de su primera
hiperpolarizabilidad™™. A parte de esta investigacién, no se reportan otros estudios
de la dependencia de la sefial de HRS con el tamafio de la particula. Por lo tanto, el
hecho de que en este trabajo de investigacidbn se hayan encontrado que las
particulas de oro mas pequefias presenten mayor sefial de HRS, resulta ser

bastante interesante, particular e innovador.

IV.3.3 Determinacion de la Primera Hiperpolarizabilidad de las Nps de Oro

con y sin Modificacién

Con la finalidad de estudiar y comparar el efecto del agente funcionalizador
sobre el valor de la primera hiperpolarizabilidad de las Nps de oro, se prepararon
tres diferentes muestras de Nps; un complejo de Nps de oro-NF-SDS, otro de Nps
de oro-Rodamina B (RB)-SDS y un dultimo complejo de Nps de oro-
Disodiofluoresceina (DSF)-SDS. Las variables experimentales para la generacion de
dichas Nps y las condiciones que se establecieron en el montaje experimental
(véase Seccion 111.3.3.c) para medir la sefial de HRS de las Nps, se pueden apreciar
en la Tabla N° 10.



Tabla N° 10: Determinacion de la primera hiperpolarizabilidad de complejos Nps de oro con
y sin funcionalizacion.

Nombre de [SDS] [Agente | Irradiancia | Absor. A tiempo Barrido | Angulo Angulo
la Muestra | (mol/L) Func.] (GW/cm?) 525 nm ablacion | de LRA2 cp TEM
(mol/L) (u.a) -
(min)

Nps-NF-SDS_48

0.045 - 1.34 1.131 15 50-90° 270° 0°
Nps-RB-SDS_49

P 0045 | 90E07 2.14 0.061 15 50-90° | 270° 0°

Nps-DSF-SDS_50

0.09 9.0 E-07 1.88 1.488 15 50-90° 270° 0°

Para determinar el valor experimental del tensor f§ de cada uno de estos
complejos, se debe considerar lo que previamente se mencioné en la Seccion 1.4.1.,
acerca de la Teoria de Mie. Esta teoria permite realizar un andlisis de los PS en una
nanoparticula metélica. El Modelo de Mie que explica el fendmeno de la resonancia
de plasmon superficial (RPS) se basa en la solucion de las ecuaciones de Maxwell
para la interaccion de una onda electromagnética con pequefias esferas metélicas.
En la literatura se reporta que a través de esta teoria es posible calcular el
coeficiente de extincion o coeficiente de absortividad molar de una nanoparticula

pl112

aislada y metélica para la aproximacion dipolari**?. De hecho, se ha empleado la

Teoria de Mie para el estudio de la absorbancia de esferas metalicas

st cuyo diametro es mucho menor que la longitud de onda, a la cual

[112

individuale
estas particulas presentan su banda de PS caracteristica 1. Solo en estos casos,
se destaca que la oscilacion dipolar contribuye al coeficiente de extincién de una

particula metalica™'?.

A través de la Teoria de Mie, se sabe que el coeficiente de extincion molar,
Ow, para particulas aisladas se puede determinar por medio de la siguiente

expresion:

e

K
71 — _
6, (M em )= — F— Ec.1V.2
}\'(81+28m) +82-




donde:

m-m

2.303

o 18x107aTe, Ec.IV.3

y donde:
Ow es el coeficiente de extincion molar de una nanoparticula aislada.

Em es la constante dieléctrica del medio, en este caso, agua (78.5 a 298 K)

Vu es el volumen molar del metal, en este caso, oro (10.19 cmdmol ™ a 293 K).
Justamente, cuando ocurre el fenébmeno de la RPS, se considera que:
g (w) = —2¢, Ec.1V.4

Ademas, se sabe que la constante dieléctrica del metal (en este caso, oro) es

compleja, posee una parte real y otra imaginaria, y viene dada por:
(W) =g+ ig Ec.IV.5

Entonces, considerando las Ec. IV.2 y IV.3, se determinaron los valores de K
y Owm, los cuales resultaron ser 1.24,10° cm3mol® y 2.37,10° M*cm®,
respectivamente. A partir de la Ec. 1.16 de la Seccién 1.7.3.a, empleando el valor
calculado de Ow , conociendo la absorbancia de las Nps a 525 nm y sabiendo que la

longitud de la celda o camino Optico es de 1 cm; se determiné la cantidad de Nps de
oro con y sin funcionalizacion. Seguidamente, se graficé para cada complejo de Nps
de oro preparado, la intensidad de la sefial de HRS en funcién del cuadrado de la

intensidad de referencia, tal como se aprecia en la Figura 75.
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Figura 75: Variacion de la sefial de HRS con el cuadrado de la sefial de referencia; (a)
solucién 0.1 M de p-NA, (b) complejos Nps de oro-NF-SDS, (c) complejos Nps de oro-RB-
SDS y (d) complejos Nps de oro-DSF-SDS.

Considerando la siguiente ecuacion:

L, = G (NsBs? + Nafa?)I2, Ec.1V.6



y tomando en cuenta que el tensor 8 del solvente es despreciable, se determin6 que
la pendiente, m, de cada una de las gréficas de la Fig. 75 se puede expresar como
sigue:

mi = G Nifi Ec.1V.7

donde i puede referirse a la solucion de p-NA o a los complejos Nps-NF-SDS, Nps-
RB-SDS o Nps-DSF-SDS.

Seguidamente, con el valor de la pendiente (m) de la Fig. 75(a) y el tensor
de la p-NA reportado en la literatura, alrededor de 16.8,10°° esul**®, se determiné el
valor del tensor f de cada complejo de Nps de oro preparado, a partir de las

siguientes expresiones:

BNps-NF-SDS: [(mNps-NF-SDS . Np-NA)/(mp-NA . NNps-NF-SDS)] . Bp-NA Ec.1V. 8
BNps-RB-SDS: [(mNps-RB-SDS. Np-NA)/(mp-NA . NNps-RB-SDS)] . Bp-NA Ec.1V.9
BNps-DSF-SDS: [(mNps-DSF-SDS . Np-NA)/(mp-NA . NNps-DSF-SDS)] . Bp-NA Ec.1V.10

En la Tabla N° 11 se puede apreciar la cantidad de particulas calculadas para
cada una de las muestras y el valor de la primera hiperpolarizabilidad

correspondiente a cada complejo de Nps de oro preparado.



Tabla N° 11: Cantidad de Nps de oro presentes en cada muestra preparada con su
respectivo valor de primera hiperpolarizabilidad.

Nombre de la [SDS] [Agente Irradiancia Absor. a t|empp Cantidad Valolr dela valor de § (en

ablacion de Nps de pendiente m agua) (esu)

Muestra (mollL) Func.] (GW/cm?) 525 nm ] -
(mol/L) (u.a) (min) oro (mol/L) (ver Fig. 75)
Solucién 0.1 M de - - - - - - 0.0002 16.8 E-30
p-NA

Nps-NF-SDS_48 0.045 - 1.34 1.131 15 4.77E-07 0.0011 1.9+25E-23
Nps-RB-SDS_49 0.045 9.0 E-07 2.14 0.061 15 2.57E-06 0.0017 55+22E-22
Nps-DSF-SDS_50 0.09 9.0 E-07 1.88 1.488 15 6.27E-07 0.0001 13.3+1.6 E-23

Entonces, observando la Tabla N° 11, se puede notar que el valor de la
primera hiperpolarizabilidad de una nanoparticula de oro no funcionalizada fue
alrededor de 1.9 + 2.5,1023 esu, lo cual concuerda adecuadamente con lo que se
reporta en la literatura. En efecto, Rouillat H. et al.***! encontraron que el valor del
tensor B fue 13.5 + 2.3,10% para nanoparticulas de oro solitarias de 20 nm de
diametro™**. Estos investigadores comentaron que, en general, se considera que
esta magnitud (10 esu) indica que las Nps de oro poseen una simetria totalmente

esférica. Asi mismo, Russier-Antoine et al.'® sefialaron que habian sintetizado Nps

ylLis | [116]

de oro de 40 nm de diametro cuyo tensor g fue 9.0,10%* es ly Vance F. et a
determinaron el valor de 8 para dos tipos de Nps de oro, 30 y 20 nm de diametro, en

2.8,10%® esu y 2.0,10° esu, respectivamente!®),

Grandes valores de hiperpolarizabilidad para una nanoparticula de oro
solitaria sin modificacion han sido reportados en el pasado. Sin embargo,
observando la Tabla N° 11, resulta evidente que las Nps de oro generadas en este
trabajo de investigacion poseen un gran valor de hiperpolarizabilidad. Se cree que el
origen de este resultado es el realzamiento e incremento de la resonancia atribuido
a la excitacion de los PS de las Nps de oro localizados a 520-525 nm. Estos mismos
motivos han sido expuestos por otros investigadores, de hecho, Rouillat H. et al.'*”]
compararon el valor del tensor 8 de sus Nps de oro (13.5 + 2.3,102° esu)™" con la

primera hiperpolarizabilidad de una sustancia llamada “Violeta Cristal o Crystal




Violet” (6.9 + 0.7,10% esu)™'”), sefialando que un mayor valor de g fue encontrado
para las Nps de oro debido a su simetria esférica™” y a los incrementos de
resonancia™” logrados por la conveniente excitacion de los PS de las Nps de oro

localizados a 520 nm*'7),

En cuanto al valor del tensor  de las Nps de oro modificadas, en la Tabla N°
11, se aprecia como nanoparticulas de oro funcionalizadas con Rodamina B poseen
un mayor valor de hiperpolarizabilidad (5.5 + 2.2,10%? esu) que aquellas que fueron
modificadas con Disodiofluoresceina (13.3 + 1.6,10% esu). Entonces, se puede
deducir que la Rodamina B realza e incrementa mas efectiva y eficientemente, en
un orden de magnitud, las propiedades 6pticas no lineales (ONL) de las Nps de oro,
en cambio, la Disodiofluoresceina no modifica significativamente las propiedades
ONL de las particulas. Mas adelante en la Seccion IV.4.2, se hablard mas a
profundidad sobre la influencia del agente funcionalizador y su concentracion, sobre

la intensidad del segundo armonico.

IV.4 ESTUDIO DE LA SENAL DEL SEGUNDO ARMONICO Y LA
PRIMERA HIPERPOLARIZABILIDAD DE LAS NPS DE ORO
GENERADAS Y  FUNCIONALIZADAS  IN-SITU  CON
DISODIOFLUORESCEINA (DSF) y RODAMINA B (RB) VIA
ABLACION LASER

IV.4.1 Sintesis de Nanoparticulas de Oro Funcionalizadas

Se sintetizaron y funcionalizaron “in-situ” una serie de complejos de Nps de
oro-RB-SDS y Nps-DSF-SDS via ablacion laser. Para ello, se emple6 el
procedimiento experimental previamente descrito en la Seccion 1l1.3.4.a, y
considerando los resultados mostrados en la Seccién IV.1, se usaron convenientes
condiciones experimentales que permitieran obtener soluciones coloidales de
distintas cantidades de Nps, didmetros y distribuciones de tamafos, diferentes
caracteristicas espectrales de absorcion y de fluorescencia y particulares

propiedades ONL.



IV.4.2 Influencia del Tiempo de Ablacién y del Agente Funcionalizador sobre

los Espectros de Absorbancia y la Sefial de Segundo Armoénico

Como ya se mencion6 en la Seccion IV.1.3, a medida que el tiempo de
ablacion incrementa, la cantidad de Nps de oro que se generan aumenta
significativamente. Adicionalmente, se comentd que el valor de maxima absorbancia
de las Nps de oro generadas se desplaza a medida que aumenta el tiempo de

ablacion e incrementa la cantidad de particulas en el medio.

No obstante, en esta parte del trabajo, lo que se desea es estudiar el efecto
del tiempo de ablaciéon y la adicion de un agente funcionalizador sobre: (i) los
espectros de absorbancia correspondientes a las Nps no funcionalizadas que se
muestran en la Figura 66 (Seccion IV.1.3) y (ii) el comportamiento de la sefal de
HRS de dichas particulas. Para este estudio, se prepararon una serie de Nps de oro
funcionalizadas con RB (ver Figura 76), empleando una misma concentracion
(9.0,10°" M), una solucién acuosa 0.045 M de SDS, una irradiancia de 2.14 GW/cm?
y diferentes tiempos de ablacion.

Figura 76: Complejos de Nps de oro-RB-SDS, sintetizados bajo las siguientes condiciones
experimentales: 135.0 mJ, 2.14 GW/cm2, concentracion de 0.045 M de SDS, 9.0,10°" M de
RB en cada uno de los viales y tiempos de ablacion de izquierda a derecha: 1, 2, 4, 6, 8, 10,
12, 14,15, 17 y 20 minutos. El primer vial a la izquierda de la foto contiene una solucién
acuosa (blanco) de RB-SDS.

La Tabla N° 12 muestra mas detalladamente las condiciones experimentales
que se usaron para la generacién de cada muestra preparada. Es importante
destacar que, se escogieron solo algunas de las muestras de la Fig. 76 para las

caracterizaciones por espectroscopia UV-Vis y HRS.



Tabla N° 12: Condiciones experimentales empleadas para la generacién de Nps de oro sin
y con funcionalizaciéon (Nps de oro-NF-SDS y Nps de oro-RB-SDS) via ablacién laser.
Efecto del tiempo de ablacién y la adicién de un agente funcionalizador sobre los espectros

UV-Vis.
Nombre de la | [SDS] (mol/L) | Energia (mJ) Irradiancia tiempo de Absorb. Max.

Muestra (GW/cm2) Ablacién (Min.) (u.a)
Nps-NF-SDS_18 0.045 135.0 2.14 2 0.355
Nps-NF-SDS_20 0.045 135.0 2.14 6 1.104
Nps-NF-SDS_22 0.045 135.0 2.14 10 0.589
Nps-NF-SDS_23 0.045 135.0 2.14 12 1.289
Nps-NF-SDS_24 0.045 135.0 2.14 14 1.708
Nps-NF-SDS_27 0.045 135.0 2.14 20 1.896
Nps-RB-SDS_51 0.045 135.0 2.14 2 0.391
Nps-RB-SDS_52 0.045 135.0 214 6 1.099
Nps-RB-SDS_53 0.045 135.0 2.14 10 0.989
Nps-RB-SDS_54 0.045 135.0 2.14 12 1.688
Nps-RB-SDS_55 0.045 135.0 2.14 14 1.785
Nps-RB-SDS_56 0.045 135.0 2.14 20 2.027

En las Figuras 77(a) y (b), se puede apreciar como el pico de maxima
absorbancia de las Nps con y sin funcionalizacion, se desplaza a medida que
aumenta el tiempo de ablacion. Asi mismo, en las Figuras 77(c) y 78, se observa
como la adicién de un agente funcionalizador e incrementos del tiempo de ablacion,

producen considerables aumentos del pico de maxima absorcion de las Nps.
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Figura 77: (a) Espectros de absorcion de complejos Nps de oro-NF-SDS, (b) espectros de
absorcion de complejos Nps de oro-RB-SDS y (c) comparacion de los espectros de las Nps
funcionalizadas con las Nps no funcionalizadas, empleando diferentes tiempos de ablacion.
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Figura 78: Variacién del maximo de absorcion en funcién del tiempo de ablacion, para
complejos de Nps de oro-NF-SDS y Nps de oro-RB-SDS.

Como se sabe, la posicion, forma e intensidad de la banda de PS de las Nps
de oro depende fuertemente de muchos factores: (i) la constante dieléctrica del
medio, (ii) el tamafio y forma de las Nps y (iii) las interacciones electrénicas entre los
ligandos estabilizantes o agentes funcionalizadores y la nanoparticula que altera la
densidad electronica dentro de la nanoparticula. Se ha determinado que la posicién
de la banda de PS depende de la densidad electrénica dentro de la nanoparticula, si
esta se ve modificada por algun agente externo, es decir, un agente funcionalizador,
la posicién de la banda también se modifica. Este ultimo hecho puede explicar en
primera aproximacion lo que se observa en la Figura 77(c). Al apreciar dicha figura,
se puede notar que la posicion de la banda de PS de la muestra
Nps_51 RB_SDS 2 Min esta levemente desplazada con respecto a la banda de PS
de la muestra Nps_18 NF_SDS_2 min.

Por otro lado, si se observa la Fig. 79, se puede notar claramente que existen
dos bandas de absorcién para las muestras Nps_RB_SDS_1 miny Nps_RB_SDS 2
min; una banda correspondiente a los PS ubicada a 525 nm y otra banda localizada

a 560 nm. Pero luego, para la muestra Nps-RB-SDS_4 Min, esa segunda banda



desaparece. Resulta bastante interesante observar que a bajos tiempos de ablacion
se presente un comportamiento espectral muy distinto al que se nota cuando este
parametro se ve incrementado. Tal como se menciond Seccién IV.1.4, mientras mas
pequefia sea una particula, mas capaz serd para absorber energia de mayor
frecuencia y por lo tanto de una longitud de onda mas corta, por el contrario,
mientras mas grande sea una particula, mas capaz sera de absorber energia de
menor frecuencia y por lo tanto de una longitud de onda més larga. Entonces
considerando este hecho, se puede deducir que al comienzo del proceso de
ablacion, probablemente se generen distribuciones de particulas donde hay Nps de
mayor y otras de menor didmetro medio, siendo las Nps de menor tamafio las que
absorban a 525 nmy las de mayor tamafio las que absorban alrededor de 560 nm.
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Figura 79: Espectros de absorcion de complejos Nps de oro-RB-SDS, empleando tres
distintos tiempos de ablacion.

Adicionalmente, se cree que los resultados espectrales de la Fig. 77(c), se
deban a: (i) pequefios aumentos de la constante dieléctrica del medio ambiente en
el cual se hallan las Nps de oro, (ii) tanto las Nps de oro como las moléculas del
fluoréforo absorben luz, por lo tanto, esas dos contribuciones posiblemente hacen
que el pico de maxima absorcion de las Nps de oro funcionalizadas se vea
incrementada con respecto al pico de absorbancia de las Nps no funcionalizadas y

(iii) posibles procesos de agregacion de dichas Nps por la adicién de RB al medio.



De hecho, varios investigadores han reportado el mismo comportamiento espectral
de la Fig. 76(c), cuando se adiciona un agente funcionalizador a una solucion
acuosa coloidal de Nps de oro. Zhang X. et al.**® funcionalizaron Nps de oro con
una proteina anticuerpo IgG de cabra, encontrando que las Nps de oro
funcionalizadas presentaban mayor absorbancia que las particulas no

5l118 | [128]

funcionalizada .Zhang X. et a explicaron que estos resultados se deben a la

agregacion inducida por la adicién de esta proteina a las soluciones de Nps[lls]. Por

. 1% prepararon Nps de oro funcionalizadas con

su parte, Russsier-Antoine I., et a
dos proteinas, BSA-biotina y Streptavidina, encontrando que las Nps de oro
funcionalizadas presentaban mayor absorbancia que las Nps de oro no

5l119]

funcionalizada . Estos investigadores atribuyeron estos resultados espectrales a

los aumentos de la constante dieléctrica del medio ambiente de las particulast**?.

Por otro lado, también resulta importante estudiar y determinar si la adicion
de un agente funcionalizador (Rodamina B) y aumentos en el tiempo de ablacion,
puede producir significativos incrementos en la sefial de HRS. En las Figuras 80(a) y
(b) se puede apreciar el efecto del tiempo de ablacion sobre la sefial de HRS de Nps
no funcionalizadas. Las condiciones experimentales de dichos complejos Nps de
oro-NF-SDS se pueden apreciar en la Tabla N° 7, Seccion 1V.1.3.
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Figura 80: Variacién de la sefial de HRS con la sefial de referencia para; (a) complejos de
Nps de oro-NF-SDS variando el tiempo de ablacion (t< 10 minutos) y (b) complejos de Nps
de oro-NF-SDS variando el tiempo de ablacién (t>10 minutos).

En ambas Figuras 80(a) y (b), se puede apreciar como a medida que el
tiempo de ablacion incrementa, la cantidad de Nps de oro no funcionalizadas que se
generan aumenta significativamente, produciendo esto a su vez un crecimiento en la
sefial de HRS. Recordemos, que la sefial de HRS es directamente proporcional a la
cantidad de Nps o moléculas presentes en la solucion. Por lo tanto, si el tiempo de
ablacion incrementa, la cantidad de Nps en solucion aumenta y como consecuencia

la sefial de HRS crece.

Por otro lado, en la Figura 81 se puede observar el efecto del tiempo de
ablacion y la adicion de un agente funcionalizador sobre la sefial de HRS. La Tabla
N° 13 muestra las condiciones experimentales que se emplearon para la generacion

de cada muestra de Nps de oro funcionalizada con RB.



Tabla N° 13: Condiciones experimentales empleadas para la generacién de Nps de oro
funcionalizadas con Rodamina B (Nps de oro-RB-SDS) via ablacién laser. Variables
experimentales para la medida de la sefial de HRS. Efecto del tiempo de ablacion y la
adicion de un agente funcionalizador sobre la sefial de HRS.

Nombre de la [SDS] Irradiancia | tiempode | o .00 46 Angulo Angulo
Muestra (mol/L) | (GWicm?) A?’:Eﬁ'.()’“ LRA/2 cp TEM
Nps-RB-SDS_51 0.045 2.14 2 50-90° 270° 0°
Nps-RB-SDS_52 0.045 2.14 6 50-90° 270° 0°
Nps-RB-SDS_54 0.045 214 12 50-90° 270° 0°
Nps-RB-SDS_55 0.045 2.14 14 50-90° 270° 0°
Nps-RB-SDS_56 0.045 214 20 50-90° 270° 0°

El mismo resultado observado en la Figura 80, se puede notar en las Figuras
81(a) y (b); a medida que el tiempo de ablacién incrementa, la cantidad de Nps de
oro no funcionalizadas que se generan aumenta significativamente, produciendo

esto a su vez un crecimiento en la sefal de HRS.
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Figura 81: Variacién de la sefial de HRS con la sefial de referencia para; (2) complejos de
Nps de oro-NF-SDS variando el tiempo de ablacién y (b) complejos de Nps de oro-RB-
SDS variando el tiempo de ablacion y (c) sefial de HRS proveniente de los complejos de
Nps-NF-SDS y Nps-RB-SDS. Las condiciones que se establecieron en el montaje
experimental (véase Seccion 111.3.3.c) para medir la sefial de HRS fueron: lectura del laser:
120, 2.14 GW/cmz, barrido del angulo de la LRA/2 desde 50 a 90°, angulo del CP 270° y
angulo del TFM 0°.

Tal como se menciond en la Seccion 1V.3.3, las nanoparticulas de oro
funcionalizadas con Rodamina B poseen un mayor valor del tensor 8 (5.5 + 2.2,10°%
esu) que aquellas particulas no funcionalizadas (1.9 + 2.5,10% esu). Estos
resultados concuerdan muy bien con la Figura 81(c), donde se aprecia que las Nps
de oro funcionalizadas con rodamina B presentan una sefial de HRS

significativamente mayor con respecto a la seflal proveniente de Nps no



funcionalizadas. Recordemos una vez mas, que la sefial de HRS es directamente
proporcional no solo a la cantidad de Nps presentes en la solucién sino también al
tensor f de las mismas. Entonces, si el tiempo de ablacion incrementa y
adicionalmente se introduce un agente funcionalizador al medio, la cantidad de Nps
en solucién y su hiperpolarizabilidad aumenta respectivamente, provocando a su

vez, un considerable crecimiento de la sefial del segundo arménico.

IV.4.3 Influencia de la Naturaleza del Agente Funcionalizador, Concentracién

del Estabilizante y la Irradiancia sobre la Sefial del Segundo Armonico

Como ya se menciond en la Seccién 1IV.1.2, a medida que se incrementa la
irradiancia se generan mayor cantidad de nanoparticulas de menor diametro, es
decir, el diAmetro medio de la particula decae progresivamente con el aumento de la
energia del laser y de la irradiancia. Adicionalmente, se coment6 que a medida que
se incrementa la irradiancia, el pico de maxima absorcion de las Nps de oro también

aumenta, debido a la gran cantidad de particulas que se producen.

No obstante, en esta parte de la investigacion, lo que se desea es estudiar el
efecto de la concentracion del estabilizante, la irradiancia del laser y la naturaleza
del agente funcionalizador sobre: (i) los espectros UV-Vis de las Nps de oro
funcionalizadas y (ii) el comportamiento de la sefial de HRS de dichas particulas.
Para dicho estudio, se prepararon una serie de Nps de oro funcionalizadas con RB y
DSF, empleando una misma concentracién para ambos fluoréforos (5.5,10% M), se
usaron tres soluciones acuosas de 0.045, 0.09 y 0.135 M de SDS, dos irradiancias
de 1.88 y 2.14 GW/cm? y un tiempo de ablacion de 15 minutos. La Tabla N° 14
muestra mas detalladamente las condiciones experimentales que se emplearon

para la generacion de cada muestra preparada.



Tabla N° 14: Condiciones experimentales empleadas para la generacién de Nps de oro
funcionalizadas (Nps de oro-RB-SDS y Nps de oro-DSF-SDS) via ablacion laser. Efecto de
la concentracion del estabilizante, irradiancia del laser y la naturaleza del agente
funcionalizador sobre los espectros UV-Visy la sefial de HRS.

Nombre [SDS] [RB] [DSF] Irradiancia Vol. de Vol. de Vol. de [RB] [DSF]
dela (mol/L) inicial Inicial (GW/cm?) SDS (ml) RB (ml) DSF Final en Final en
Muestra (mol/L) (mol/L) (ml) el vial el vial
(ml) (ml)
Nps-RB- 0.045 4.1E-05 - 2.14 3.9 0.6 - 5.5E-06
SDS_57
Nps-RB- 0.09 4.1E-05 - 2.14 3.9 0.6 - 5.5E-06
SDS_58
Nps-RB- 0.135 4.1E-05 - 2.14 3.9 0.6 - 5.5E-06
SDS_59
Nps-RB- 0.045 4.1E-05 - 1.88 3.9 0.6 - 5.5E-06
SDS_60
Nps-RB- 0.09 4.1E-05 - 1.88 3.9 0.6 - 5.5E-06
SDS_61
Nps-RB- 0.135 4.1E-05 - 1.88 3.9 0.6 - 5.5E-06
SDS_62
Nps-DSF- 0.045 - 4.1E-05 2.14 3.9 - 0.6 - 5.5E-06
SDS_63
Nps-DSF- 0.09 - 4.1E-05 2.14 3.9 - 0.6 - 5.5E-06
SDS_64
Nps-DSF- 0.135 - 4.1E-05 2.14 3.9 - 0.6 - 5.5E-06
SDS_65
Nps-DSF- 0.045 - 4.1E-05 1.88 3.9 - 0.6 - 5.5E-06
SDS_66
Nps-DSF- 0.09 - 4.1E-05 1.88 3.9 - 0.6 - 5.5E-06
SDS_67
Nps-DSF- R ~ R R a
Ooe e 0.135 4.1E-05 1.88 3.9 0.6 5.5E-06

En las Figuras 82(a) y (b), independientemente del tipo de fluoréforo, se
puede apreciar como el pico de méxima absorbancia de dichas particulas se
desplaza a medida la irradiancia aumenta y la concentracion de SDS disminuye. Se
observa como a medida que la irradiancia incrementa, la concentracién 0.045 M de
SDS permite obtener espectros que presentan una mayor absorcion, por lo que se
puede afirmar que esta concentracion ofrece una estabilizacion mucho mas efectiva

de las nanoparticulas generadas, responsables de la absorcion observada.




(a)

Absorbancia (u.a)

(b)

Absorbancia (u.a)

(©)

Absorbancia (u.a)

+ Nps_57_RB_SDS_SDS (0.045 M) e | (2.14 GW/cm?)
= Nps_58 RB_SDS_SDS (0.09 M) e | (2.14 GW/cm?)

3 . .
g % ‘e = Nps_60_RB_SDS_SDS (0.045 M) e | (1.88 GW/cm2)
25 . ===Nps_61_rb_SDS_SDS(0.09 M) e | (1.88 GW/cm?)
) ., ===Nps_62_RB_SDS_SDS (0.135 M) e | (1.88 GW/cm?)
15
1
0.5
0
420 470 520 570 620
Longitud de onda (nm)
+ Nps_63 DSF_SDS_SDS (0.045 M) e | (2.14 GW/cm2)
- = Nps_64 _DSF_SDS_SDS (0.09 M) e | (2.14 GW/cm?)
' ..._-_';";. . ~ Nps_65_DSF_SDS_SDS (0.135 M) e | (2.14 GW/cm2)
2 . ‘._'?h " ——Nps_66_DSF_SDS_SDS (0.045 M) e | (1.88 GW/cm?)
———Nps_68_DSF_SDS_SDS (0.135 M) e | (1.88 GW/cm?)
15 ;
0.5 ;.-""‘.,.—df0v-—-.-----.—---
0
420 470 520 570 620
Longitud de onda (nm)
2 =—Nps_63_DSF_SDS_SDS (0.045 M) e | (2.14 GW/cm?)
' L. .:‘ . ===Nps_66_DSF_SDS_SDS (0.045 M) e | (1.88 GW/cm?)
25 | . . + Nps_57_RB_SDS_SDS(0.045 M) e | (2.14 GW/cm?)
2 Nps_60_RB_SDS_SDS (0.045 M) e | (1.88 GW/cm?)
15
1
0.5
0

420 470 520 570 620

Longitud de onda (nm)

Figura 82: (a) Espectros de absorcion de complejos Nps de oro-RB-SDS, (b) espectros de
absorcion de complejos Nps de oro-DSF-SDS y (c) comparacién de los espectros de los
complejos Nps-RB-SDS y Nps-DSF-SDS, empleando diferentes irradiancias y manteniendo

una concentracion 0.045 M de SDS para la generacion de dichos complejos.



Al observar la Fig. 82(c), se puede notar que a medida que se incrementa la
irradiancia, las particulas Nps-RB-SDS presentan mayor absorcion que los
complejos Nps-DSF-SDS. Estos resultados espectrales se pueden atribuir a que
posiblemente, la rodamina B produzca un mayor cambio o aumento de la constante
dieléctrica del medio ambiente en el cual se hallan las Nps de oro. Asi mismo, no se
descarta que las Nps de oro modificadas con RB absorban mucha més luz que
aquellas Nps funcionalizadas con DSF, ocasionando que el pico de méaxima
absorcion de los complejos Nps de oro-RB-SDS sea mas pronunciado que el pico

de absorbancia de las muestras Nps de oro-DSF-SDS.

Por otro lado, resulta igualmente interesante estudiar el efecto de la
naturaleza del agente funcionalizador y la irradiancia sobre la respuesta del segundo
armonico. En la Figura 83 se muestra la sefial de HRS proveniente de los complejos
Nps de oro-RB-SDS y Nps de oro-DSF-SDS. La Tabla N° 14 expone las condiciones
experimentales que se emplearon para la generacion de cada muestra de Nps de
oro funcionalizada con RB y DSF. Al observar con detenimiento la Fig. 83, se puede
notar que, independientemente de la concentracion del estabilizante, las Nps de oro
funcionalizadas con rodamina B presentan una sefial de HRS significativamente
mayor con respecto a la sefal proveniente de Nps funcionalizadas con

disodiofluoresceina o de las particulas no funcionalizadas.
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Figura 83: Variacion de la sefial de HRS con la sefial de referencia para complejos de Nps-
NF-SDS, Nps-RB-SDS y Nps-DSF-SDS, respectivamente, usando irradiancias de 1.88 y
2.14 GW/cmz, 15 minutos de ablacion y empleando: (a) una concentracion 0.045 M de SDS,
(b) una concentracién 0.09 M de SDS y (c) una concentraciéon 0.135 M de SDS. Las
condiciones que se establecieron en el montaje experimental (véase Seccion 111.3.3.c) para
medir la sefial de HRS fueron: lectura del laser: 120, 2.14 GW/cm2, barrido del angulo de la
LRA/2 desde 50 a 90°, angulo del CP 270° y angulo del TFM 0°.

Sin embargo, para estudiar mas claramente el efecto de la naturaleza del
funcionalizador y la irradiancia sobre la sefial de HRS, se puede observar la



comparacion hecha, en la Figura 84, de la respuesta del segundo armonico

correspondiente a las muestras de Nps con y sin funcionalizacion.
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Figura 84: Comparacion del efecto de la naturaleza del funcionalizador y la irradiancia
sobre la sefial de HRS para complejos de Nps-NF-SDS, Nps-RB-SDS y Nps-DSF-SDS,
respectivamente, usando irradiancias de 1.88 y 2.14 GW/cm?, 15 minutos de ablacion y
empleando: (a) una concentracién 0.045 M de SDS, (b) una concentracion 0.09 M de SDS y
(c) una concentracién 0.135 M de SDS.



Los resultados observados en las Figuras 83 y 84 muestran que: (i) a medida
que se incrementa la irradiancia, la cantidad de Nps de oro generadas y la sefial de
HRS aumentan y (ii) las Nps de oro funcionalizadas con rodamina B presentan
mayor sefial de HRS. Este ultimo comportamiento es atribuido a una mejor y mayor
interaccion electrostatica que existe entre las moléculas de RB y la superficie de las
Nps de oro, produciendo un dramatico realzamiento e incremento de la sefial de
HRS.

IV.4.4 Influencia de la Concentracion del Agente Funcionalizador sobre
la Sefial del Segundo Armadnico

Resulta relevante estudiar y comparar el efecto de la concentracion de dos
agentes funcionalizadores sobre la respuesta del segundo arménico. Para ello,
usando un amplio rango de concentraciones de RB y DSF, se sintetizaron una serie

de Nps de oro modificadas con ambos fluoréforos.

IV.4.4.a Efecto de la Variacién de la Concentracién de DSF sobre la Sefal del
Segundo Armonico.

Para esta parte de la investigacion, se prepararon una serie de Nps de oro
funcionalizadas con Disodiofluoresceina (véase Figura 85), empleando el

procedimiento experimental previamente expuesto en la Seccién 111.3.4.a.

(@) (p)

Figura 85: Complejos de Nps de oro-DSF-SDS, sintetizados bajo las siguientes condiciones
experimentales: 1.88 GW/cm?, concentracion de 0.045 M de SDS, 15 minutos de ablacion y
(a) de izquierda a derecha: 2.9,10% M, 3.1,10% M, 2.7,10% My 3.3,10%* M de DSF y (b)
de izquierda a derecha: 1.3,10% M, 2.1,10% M, 1.1,10% M, 2.1,10°° M, 2.8,10%® M y
8.2,10% M de DSF



En la Tabla N°15, se pueden observar las condiciones experimentales usadas
para la generacion de los complejos Nps de oro-DSF-SDS, la concentracion del

estabilizante y el rango de concentraciones del fluoréforo empleado.

Tabla N° 15:; Condiciones experimentales empleadas para la generacién de Nps de oro
funcionalizadas con Disodiofluoresceina (Nps de oro-DSF-SDS) via ablacion laser.
Dependencia de la sefial de HRS con la concentracién del agente funcionalizador.

Nombredela | Irradiancia | tiempo de [SDS] Vol. de [DSF] Vol. de [DSF] final en

Muestra (GW/cm?) ablacion (mol/L) SDS en Inicial DSFen | el vial (mol/L)

(min) el vial (mol/L) el vial
(ml) (ml)

Nps-NF-SDS_69 1.88 15 0.045 15 4.1E-04 3.0 2.7E-04
Nps-NF-SDS_70 1.88 15 0.045 1.3 4.1E-04 3.2 2.9E-04
Nps-NF-SDS_71 1.88 15 0.045 1.1 4.1E-04 3.4 3.1E-04
Nps-NF-SDS_72 1.88 15 0.045 0.9 4.1E-04 3.6 3.3E-04
Nps-NF-SDS_73 1.88 15 0.045 3.2 4.1E-04 1.3 1.1E-04
Nps-NF-SDS_74 1.88 15 0.045 3.6 4.1E-04 0.9 8.2E-05
Nps-NF-SDS_75 1.88 15 0.045 23 4.1E-05 2.3 2.1E-05
Nps-NF-SDS_76 1.88 15 0.045 1.4 4.1E-05 3.1 2.8E-05
Nps-NF-SDS_77 1.88 15 0.045 2.3 4.1E-06 2.3 2.1E-06
Nps-NF-SDS_78 1.88 15 0.045 3.1 4.1E-06 1.4 1.3E-06

En la Figura 86 se presenta la variacion de la sefial de HRS proveniente de
los complejos Nps de oro-DSF-SDS en funcion de la sefal de referencia. En dicha
figura, se puede apreciar como a medida que aumenta la concentracion de DSF, la

intensidad de HRS se va incrementando progresivamente.
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Figura 86: Variacion de la sefial de HRS con la sefial de referencia, correspondiente a
diferentes complejos de Nps de oro-DSF-SDS. Las condiciones que se establecieron en el
montaje experimental (véase Seccion 111.3.3.c) para medir la sefial de HRS fueron: barrido

del &ngulo de la LRN2 desde 50 a 90°, angulo del CP 270°, &ngulo del TFM 0° y tres
diferentes rangos de intensidad de luz incidente; (a) 150 a 300 mV, (b) 300 a 500 mV y (c)
600 a 900 mV.



En base a los resultados expuestos anteriormente en la Seccion 1V.3.1.b y los
resultados gréficos de la Figura 86, se pueden destacar dos importantes hechos: (i)
debido a las interacciones electrostaticas entre el agente funcionalizador y la
superficie metalica de la particula, la funcionalizacibn mejora draméticamente las
propiedades ONL de las Nps e incrementa sustancialmente la sefial de HRS y (ii) la
sefial de HRS presenta una marcada dependencia con la concentracion del agente
funcionalizador, es decir, a medida que la concentracion de DSF aumenta, la
intensidad de HRS se ve significativamente desplazada e incrementada. A medida
que aumenta la concentracion de DSF, también, en la misma proporcion, el nimero
de interacciones electrostaticas que se establecen entre las moléculas del fluor6foro

y la superficie de las Nps se incrementan y por lo tanto, la sefial de HRS crece.

Asi mismo, como se sabe HRS es un fendmeno 6ptico no lineal de segundo
orden que se basa en las condiciones no-centrosimétricas de las moléculas o Nps
presentes en un determinado sistema. Por ello, es posible que al aumentar la
concentracion de DSF se modifique aun mas el estado superficial de las particulas,
creando nuevas condiciones no-centrosimétrica en el sistema nanomeétrico. Por otro

[120] reportaron que altas intensidades en las sefiales de HRS

lado, Zhang X. et al.
proveniente de Nps de oro modificadas, se pueden atribuir a procesos de
agregacion que experimentaban las particulas, cuando estas interaccionaban con el

1?2 Considerando este resultado, es posible que en nuestro

agente funcionalizado
caso no se descarte la formacion de grandes agregados inducido por la adicion de

cierta cantidad de fluordforo.

IV.4.4.b. Efecto de la Variacion de la Concentracion de RB sobre la Sefial del

Segundo Arménico.

Para esta otra parte de la investigacion, se prepararon una serie de Nps de
oro funcionalizadas con Rodamina B, empleando el procedimiento experimental
previamente expuesto en la Seccion I11.3.4.a. En la Tabla N° 16, se pueden observar
las condiciones experimentales usadas para la generacion de los complejos Nps de
oro-RB-SDS, la concentracion del estabilizante y el rango de concentraciones del

fluoréforo empleado.



Tabla N° 16: Condiciones experimentales empleadas para la generacién de Nps de oro
funcionalizadas con Rodamina B (Nps de oro-RB-SDS) via ablacion laser. Dependencia de
la sefial de HRS con la concentracion del agente funcionalizador.

Nombre dela | Irradiancia | tiempo de [SDS] Vol. de [RB] Vol. de [RB]
Muestra (GW/cm?) ablacién (mol/L) | SDSen el Inicial RB en el final en el
(min) vial (ml) (mol/L) vial (ml) vial (mol/L)

Nps-RB-SDS_79 2.14 15 0.045 1.5 4.1E-05 3.0 2.7E-05
Nps-RB-SDS_80 2.14 15 0.045 1.3 4.1E-05 3.2 2.9E-05
Nps-RB-SDS_81 2.14 15 0.045 1.1 4.1E-05 3.4 3.1E-05
Nps-RB-SDS_82 2.14 15 0.045 0.9 4.1E-05 3.6 3.3E-05
Nps-RB-SDS_83 2.14 15 0.045 0.6 4.1E-05 3.9 3.6E-05

En la Figura 87 se presenta la variacion de la sefial de HRS, proveniente de
los complejos Nps de oro-RB-SDS, en funcién de la sefial de referencia. En esta
figura se puede apreciar la misma tendencia de la Figura 86, a medida que aumenta

la concentracién de rodamina B, la intensidad de HRS se va incrementando

progresivamente.
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Figura 87: Variacion de la sefial de HRS con la sefial de referencia, correspondiente a
diferentes complejos de Nps de oro-RB-SDS. Influencia de la concentracion de rodamina B
sobre la sefial de HRS.

Tal como se comenté en la Seccién IV.4.3, usando una misma concentracion
de RB o DSF, las Nps de oro funcionalizadas con rodamina B presentaban mayor

sefial de HRS que aquellas particulas funcionalizadas con disodiofluoresceina.



Tomando en cuenta este resultado y empleando un amplio rango de
concentraciones para ambos fluoréforos, se estudié6 cual de los dos agentes
funcionalizadores logra mejorar e incrementar dramaticamente la sefial de HRS.
Entonces, una vez que los complejos Nps de oro-RB-SDS, reportados en la Tabla
N° 16, fueron caracterizados por dispersion de hiper rayleigh, se prepararon una
nueva serie de Nps de oro, pero esta vez, funcionalizadas con DSF (véase Figura
88). Luego, estas ultimas muestras fueron igualmente caracterizadas a través de
dispersion de hiper rayleigh, y finalmente, se compararon las sefiales de HRS
provenientes de ambos tipos de complejos (Nps de oro-RB-SDS y Nps-DSF-SDS).

Figura 88: Complejos de Nps de oro-DSF-SDS, sintetizados bajo las siguientes condiciones
experimentales, de izquierda a derecha: 2.7,10%° M, 2.9,10° M, 3.1,10° M, 3.3,10®° My
3.6,10% M de DSF, 2.14 GW/cm?, concentracién de 0.045 M de SDS, 15 minutos de
ablacion.

La Tabla N° 17, muestra las condiciones experimentales que se emplearon

para la generacién de cada muestra de Nps-DSF-SDS.



Tabla N° 17: Condiciones experimentales empleadas para la generacién de Nps de oro
funcionalizadas con Disodiofluoresceina (Nps de oro-DSF-SDS) via ablacion laser.
Dependencia de la sefial de HRS con la concentracion del agente funcionalizador.

Nombre dela | Irradiancia | tiempo de [SDS] Vol. de [DSF] Vol. de [DSF]
Muestra (GW/cm?) ablacion (mol/L) | SDS en el Inicial DSF en el final en el
(min) vial (ml) (mol/L) vial (ml) vial (mol/L)
Nps-DSF-SDS_84 2.14 15 0.045 1.5 4.1E-05 3.0 2.7E-05
Nps-DSF-SDS_85 2.14 15 0.045 1.3 4.1E-05 3.2 2.9E-05
Nps-DSF-SDS_86 2.14 15 0.045 1.1 4.1E-05 3.4 3.1E-05
Nps-DSF-SDS_87 2.14 15 0.045 0.9 4.1E-05 3.6 3.3E-05
Nps-DSF-SDS_88 2.14 15 0.045 0.6 4.1E-05 3.9 3.6E-05

La Figura 89 muestra la variacion de la sefial de HRS, proveniente de los

complejos Nps de oro-DSF-SDS, en funcion de la sefial de referencia. En esta figura

se puede observar el mismo resultado de la Figura 87, a medida que aumenta la

concentracion de disodiofluoresceina, la intensidad de HRS se va incrementando

progresivamente.
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Figura 89: Variacion de la sefial de HRS con la sefial de referencia, para diferentes
complejos de Nps de oro-DSF-SDS. Influencia de la concentracidn de disodiofluoresceina
sobre la sefial de HRS.




No obstante, en la Figura 90 se puede observar mas claramente cual de los

dos agentes funcionalizadores incrementa significativamente la sefial de HRS.
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Figura 90: Efecto de la concentracion de rodamina B y disodiofluoresceina sobre la sefal
de HRS.

Al observar la Figura 90, se pueden notar, una vez mas, que las
nanoparticulas funcionalizadas con RB presentan mayor sefial de HRS con respecto
a aquellas Nps que fueron modificadas con DSF, este comportamiento se hace mas
notorio a medida que la concentracion de RB aumenta. Tal como se menciondé en la
Seccion 1V.4.3, este resultado se debe a que las moléculas de RB establecen una
mejor interaccion electrostatica con las Nps, provocando un incremento significativo
de la sefial de HRS.

En otro orden de ideas, es importante destacar que, en la literatura se reporta
que la rodamina B presenta una menor fluorescencia en agua que en etanol. Por tal
motivo, para el estudio del quenching de fluorescencia de los complejos Nps de oro-
RB-SDS, que se expondran en la préxima Seccion IV.5.1.c, se realizaron una serie
de diluciones, una vez culminado el proceso de ablacion laser, con etanol 99.8% de
las muestras expuestas en la Tabla N° 16. Luego, estas nuevas muestras se

caracterizaron igualmente por dispersion de hiper rayleigh para verificar el efecto de



un solvente orgénico (etanol) sobre la sefal del segundo armonico. La Tabla N° 18
muestra las diluciones realizadas y las nuevas concentraciones de cada una de las

muestras de Nps-RB-SDS preparada.

Tabla N° 18: Preparacion de los complejos Nps de oro-RB-SDS en un medio de agua-
etanol. Dependencia de la sefial de HRS con la concentracion del agente funcionalizador.
Influencia de un solvente organico (etanol) presente en la solucién coloidal de Nps de oro.

Nombre dela | Irradiancia | tiempo de [SDS] Vol. de [DSF] Vol. de EtOH [DSF]
Muestra (GW/cm?) ablacién (mol/L) | SDS en el Inicial (50%) en el final en el
(min) vial (ml) (mol/L) vial (ml) vial
(mol/L)
Nps-DSF-SDS_79’ 2.14 15 0.045 1.5 2.7E-05 3.0 1.10E-05
Nps-DSF-SDS_80’ 2.14 15 0.045 1.3 2.9E-05 3.2 1.24E-05
Nps-DSF-SDS_81’ 2.14 15 0.045 1.1 3.1E-05 3.4 1.41E-05
Nps-DSF-SDS_82' 2.14 15 0.045 0.9 3.3E-05 3.6 1.50E-05
Nps-DSF-SDS_83' 2.14 15 0.045 0.6 3.6E-05 3.9 1.90E-05

La tendencia que se observé previamente en la Figura 87, se puede notar de
nuevo en la Figura 91; a medida que aumenta la concentracion de rodamina B, la
intensidad de HRS se va incrementando progresivamente. Al introducir etanol al
medio que contiene las Nps, la concentracion del agente funcionalizador, en este
caso, rodamina B, se ve disminuida. Este decrecimiento en la [RB] produce a su vez
un infimo decaimiento de la sefial de HRS. Entonces, a medida que disminuye la
concentracién de RB, el nUmero de interacciones electrostaticas que se establecen
entre las moléculas del fluor6foro y la superficie de las Nps disminuyen y por lo
tanto, la sefial de HRS decae. Tal vez, la adicién de etanol a la solucién coloidal de
Nps de oro-RB-SDS produzca mejores y significativos cambios espectrales de

absorcion y de fluorescencia (véase proxima Seccion IV.5.1.c).



(@)

(b)

©

Senal de HRS (mV)

Senal de HRS (mV)

Senal de HRS (mV)

70.0
60.0
50.0
40.0
30.0
20.0
10.0

0.0

= Poly. (Nps_79'_RB_SDS_agua_EtOH_1.10 E-05 M)
Poly. (Nps_79_RB_SDS_agua_2.7 E-05 M)

Poly. (Nps-NF-SDS)

90.

90.0
80.0
70.0
60.0
50.0
40.0
30.0
20.0
10.0

0 110.0 130.0 150.0 170.0
Senal de Ref. (mV)

——— Poly. (Nps_80°_RB_SDS_agua_EtOH_1.24 E-05 M)

Poly. (Nps_80_RB_SDS_agua_2.9 E-05 M)

Poly. (Nps-NF-SDS)

0.0

90.0 110.0 130.0 150.0 170.0

100.0
90.0
80.0
70.0
60.0
50.0
40.0
30.0
20.0
10.0

0.0

Senal de Ref. (mV)

Poly. (Nps_81'_RB_SDS_agua_EtOH_1.41 E-05 M)
Poly. (Nps_81_RB_SDS_agua_3.1E-05 M)

Poly. (Nps-NF-SDS)

80

100 120 140 160
Senal de Ref. (mV)

180



(d) 100.0 = Poly. (Nps_82'_RB_SDS_agua_EtOH_1.50E-05 M)
90.0

80.0
70.0
60.0
50.0
40.0
30.0
20.0
10.0

0.0

Poly. (Nps_82_RB_SDS_agua_3.3E-05 M)

Poly. (Nps-NF-SDS)

Senal de HRS (mV)

80.0 100.0 120.0 140.0 160.0 180.0
Senal de Ref. (mV)

Poly. (Nps_83'_RB_SDS_agua_EtOH_1.90E-05 M)
(e) 100.0

Poly. (Nps_83_RB_SDS_agua_3.6E-05 M)

80.0 Poly. (Nps-NF-SDS)

60.0

40.0

Senal de HRS (mV)

20.0

0.0

80.0 100.0 120.0 140.0 160.0 180.0
Senal de Ref. (mV)

Figura 91: Variacion de la sefial de HRS con la sefial de referencia, correspondiente a los
complejos Nps de oro-RB-SDS y Nps de oro-NF-SDS.

Para futuras investigaciones, resultaria interesante estudiar a profundidad,
mediante espectros RMN de 'H, de que manera o a través de que parte de la
estructura quimica del fluor6foro, se establecen las interacciones electrostéaticas con
la superficie de la nanoparticula. Por lo pronto, como los espectros RMN de *H no
forman parte de las caracterizaciones de este trabajo de investigacion, se propone
un modelo que posiblemente pueda explicar a groso modo como funciona el

proceso de funcionalizacion.
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Figura 92: Esquema propuesto para explicar las etapas del proceso de generacién y
modificacién in-situ de Nps de oro. AF se refiere al agente funcionalizador (RB o DSF).

En la etapa |, antes del proceso de la ablacién laser, en el medio se tiene
cierta cantidad de moléculas de SDS y de fluoréforo o agente funcionalizador (AF).
Luego en la etapa Il, una vez comenzado el proceso de ablacion, las moléculas de
SDS y de AF se aproximan a las primeras Nps de oro ya formadas. Seguidamente,
las interacciones electrostaticas y la modificacién superficial comienzan hacer acto
de presencia en la etapa lll, las Nps de oro son cubiertas masiva y simultaneamente
por una serie de moléculas del surfactante y del fluoréforo. Finalmente, en la etapa
IV, las Nps de oro quedan completamente protegidas por el surfactante y

funcionalizadas por el fluoréforo.

En la etapa Ill 0 IV 0 en la transicion de una etapa a la siguiente, aun no es
muy claro del todo, la rodamina B, mas que la disodiofluoresceina, cambia

sustancialmente el estado superficial de las Nps creando e incrementando las



nuevas condiciones no-centrosimétricas de la solucion, produciendo a su vez un

significativo crecimiento de la sefial de HRS.

IV.4.5 Correlacion de la Primera Hiperpolarizabilidad con el Didmetro de

Particula.

En la literatura se reporta que la correlacion entre la hiperpolarizabilidad de
Nps metélicas y el diametro de particula es casi directamente proporcional. En el
afio 2009, Segets D. et al.™®! demostraron que a medida que el tamafio de las Nps

de ZnO aumentaba, el valor de la primera hiperpolarizabilidad o tensor 8 se veia

olt2t [ [121]

igualmente incrementad I Segets D. et a encontraron que el tensor fzno

presentaba un comportamiento parabélico en funcién del diametro de particulal*?.

Considerando este particular hallazgo, resulta profundamente interesante
analizar la correlacion de la primera hiperpolarizabilidad de las Nps de oro con el
diametro medio de las mismas. Para ello, primeramente, se prepararon una serie de
complejos de Nps de oro-NF-SDS, empleando diferentes tiempos de ablacion, una
misma irradiancia (2.14 GW/cm?) y una misma concentracion del estabilizante
(0.045 M). Tal como se menciond en la Seccién IV.1.3, la variacion e incremento del
tiempo de exposicion de la placa de oro al laser, permite la obtencion de particulas

con distintos tamarios.

Empleando el valor del coeficiente de absortividad molar, ov, de una
nanoparticula de oro solitaria, anteriormente calculado en la Seccién IV.3.3, se
determiné el nimero de Nps presentes en cada una de las muestras preparadas.
Luego, siguiendo el procedimiento matemético previamente expuesto en esa misma
seccion (IV.3.3), se calculé el valor de la primera hiperpolarizabilidad de los
complejos Nps de oro-NF-SDS. La Tabla N° 19 muestra las condiciones
experimentales que se usaron para la generacion de las Nps. Igualmente, en la
Tabla N° 19, se puede apreciar la cantidad de particulas presentes en cada una de
las muestras y el valor de la primera hiperpolarizabilidad correspondiente para cada

complejo de Nps de oro preparado.



Tabla N° 19: Condiciones experimentales empleadas para la generacién de Nps de oro sin
funcionalizacion (Nps de oro-NF-SDS) via ablacion laser. Variacion del tensor 8 con el
diametro de particula.

Nombre dela |tiempode | Dprom.+ | Absor. A | Cantidad de ;}ﬂgﬂ‘::('\‘;‘er valor de g
Muestra ablacion | 2 % (nm) 525 nm Nps de oro P
(Min.) (u.a) (mol/L) Seccién (esu)
IV.3.3)
Nps-NF-SDS_17 1 32.12 0.981 0.42E-07 0.0009 0.18E-23
Nps-NF-SDS_20 6 52.34 1.106 4.64E-07 0.0014 2 53E-23
Nps-NF-SDS_22 10 60.89 1.256 5.27E-07 0.0014 2 23E-23
Nps-NF-SDS_24 14 76.89 1.687 7.17E-07 0.0028 3.28E-23
Nps-NF-SDS_25 15 80.00 1.754 7.59E-07 0.0030 3.30E-23
Nps-NF-SDS_26 17 80.30 1.879 8.00E-07 0.0040 4.19E-23
Nps-NF-SDS_27 20 82.00 1.993 8.02E-07 0.0061 6.40E-23

La Figura 93 muestra la variacion de la primera hiperpolarizabilidad, Snps, en
funcién del diametro de particula. En esta figura se puede observar como a medida
que aumenta el diametro de particula, el valor del tensor g se va incrementando
paulatinamente. El comportamiento de la curva en la Fig. 93, concuerda muy bien

con los resultados reportados por Segets D. et al. 2%,
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Figura 93: Relacién entre la hiperpolarizabilidad de los complejos Nps de oro-NF-SDS y el
diametro de particula.

Iv.5 ESTUDIO DE LA DISMINUCION DE LA EMISION DE
FLUORESCENCIA DE DISODIOFLUORESCEINA (DSF) Y
RODAMINA B (RB) DEBIDO A LA PRESENCIA DE NPS DE ORO.
DETERMINACION DE LOS ESPECTROS DE ABSORBANCIA DE
LAS NPS DE ORO FUNCIONALIZADAS.

En la literatura se reportan una gran variedad de quenchers de fluorescencia,
uno de los mas conocidos es el oxigeno molecular™?, el cual puede hacer un
quenching muy completo de casi todos los fluor6foros conocidos*??. También se
reportan que aminas aromaticas y alifaticas son eficientes quenchers de muchas
sustancias fluoréforas™®?, no obstante, el quenching de fluorescencia producido por
nanoparticulas metalicas, en particular, por Nps de oro ha sido ampliamente
estudiado y utilizado para investigaciones bioquimicas**?. En la actualidad, se sabe
que superficies metalicas, como las de oro y plata, son capaces de inducir un fuerte
guenching de fluorescencia. Las aplicaciones de quenching de fluorescencia
producido por Nps metalicas, son muy variadas y no resulta muy practico resumir

todos esos usos.



Por lo pronto, en esta parte de la investigacion, se estudiaron: (i) los cambios
qgue se producian en los espectros de fluorescencia de RB y DSF, al usarlos como
agentes modificadores de Nps de oro y (ii) los cambios que se producian en los

espectros UV-Vis de las Nps de oro, al agregar una sustancia funcionalizadora.

IV.5.1 Determinacion de los Espectros de Fluorescencia de los
Complejos Nps de Oro-DSF-SDS y Nps de Oro-RB-SDS

Una vez que se sintetizaron y funcionalizaron “in-situ” una serie de complejos
de Nps de oro-DSF-SDS y Nps de oro-RB-SDS via ablacion laser, se emplearon los
procedimientos experimentales previamente descritos en las Secciones [11.3.1 y
[11.3.4.b, para las caracterizaciones via espectroscopia UV-Vis y de fluorescencia,

respectivamente.

IV.5.1.a Estudio del Quenching de la Emision de Fluorescencia de

Disodiofluoresceina debido a la Presencia de Nps de Oro

Primeramente, se prepararon una serie de soluciones coloidales de Nps de
oro funcionalizadas con DSF. La Tabla N° 20 muestra las condiciones

experimentales que se emplearon para la preparacion de cada una de las muestras.



Tabla N° 20: Condiciones experimentales empleadas para la generacién de Nps de oro
funcionalizadas con Disodiofluoresceina (Nps de oro-DSF-SDS) via ablacion laser. Estudio
de la disminucion de la emision de fluorescencia de DSF por la accion de un quencher (Nps

de oro).
Nombre de la Irradiancia | tiempo de [SDS] Vol. de [DSF] Vol. de [DSF]
Muestra (GW/cm?) ablacioén (mol/L) | SDS en el Inicial DSF en el final en el
(min) vial (ml) (mol/L) vial (ml) vial (mol/L)
Nps-DSF-SDS_89 1.88 15 0.045 15 4.1E-04 3.0 2.7E-04
Nps-DSF-SDS_90 1.88 15 0.045 1.3 4.1E-04 3.2 2.9E-04
Nps-DSF-SDS_91 1.88 15 0.045 11 4.1E-04 3.4 3.1E-04
Nps-DSF-SDS_92 1.88 15 0.045 0.9 4.1E-04 3.6 3.3E-04
Nps-DSF-SDS_93 1.88 15 0.045 0.6 4.1E-04 3.9 3.6E-04
Nps-DSF-SDS_94 1.88 15 0.045 3.0 4.1E-04 15 1.4E-04
Nps-DSF-SDS_95 1.88 15 0.045 3.2 4.1E-04 1.3 1.2E-04
Nps-DSF-SDS_96 1.88 15 0.045 3.4 4.1E-04 1.1 1.0E-04
Nps-DSF_SDS_97 1.88 15 0.045 3.6 4.1E-04 0.9 8.2E-05

Luego, una vez generadas estos complejos Nps de oro-DSF-SDS se procedi6

a realizar el estudio del quenching de la fluorescencia. Se compararon los espectros

de fluorescencia de las Nps funcionalizadas generadas con los espectros de

fluorescencia de los blancos usados (en este caso, SDS-DSF). En la Figura 94, se

pueden apreciar los espectros de fluorescencia para cada muestra de Nps de oro-

DSF-SDS y sus respectivos blancos.
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Figura 94: Espectros de fluorescencia para complejos Nps de oro-DSF-SDS y sus
respectivos blancos DSF-SDS, (a) rango de concentraciones de DSF desde 2.9 a 3.6,10%
M, (b) rango de concentraciones de DSF desde 8.2,10% a 1.4,10* My (c) Relacion entre

la intensidad del maximo de fluorescencia y la concentracion de DSF.



En la Figura 94(c), se puede apreciar un fuerte y pronunciado decaimiento o
guenching de la fluorescencia de las soluciones DSF-SDS, ocasionado por la
presencia de nanoparticulas de oro. Se cree que esto se deba a la gran cercania
que se establece entre las moléculas de DSF y los nucleos de las Nps de oro. El
resultado de la Figura 94 se ajusta a lo reportado en la literatura. Algunos metales
son muy bien conocidos por inhibir, es decir, provocar un “quenching” de la
fluorescencia, un caso particular es la plata; superficies de plata de 50 Angstroms de
grosor son usadas, usualmente, en microscopia para inhibir por quenching la

emision de regiones cercanas al metal.

IV.5.1.b Estudio del Quenching de la Emisién de Fluorescencia de Rodamina

B debido a la Presencia de Nps de Oro

Primeramente, se prepararon una serie de soluciones de Nps de oro
funcionalizadas con RB. La Tabla N° 21 muestra las condiciones experimentales

gue se emplearon para la preparacion de cada una de las muestras.



Tabla N° 21: Condiciones experimentales empleadas para la generacién de Nps de oro
funcionalizadas con Rodamina B (Nps de oro-RB-SDS) via ablacién laser. Estudio de la
disminuciéon de la emision de fluorescencia de RB por la accion de un quencher (Nps de

0ro).
Nombre dela | Irradiancia | tiempo de [SDS] Vol. de [RB] Vol. de RB [RB]
Muestra (GW/cm?) ablacioén (mol/L) | SDS en el Inicial en el vial final en el
(min) vial (ml) (mol/L) (ml) vial (mol/L)

Nps-RB-SDS_105 2.14 15 0.045 15 4.1E-05 3.0 2.7E-05
Nps-RB-SDS_106 2.14 15 0.045 1.3 4.1E-05 3.2 2.9E-05
Nps-RB-SDS_107 2.14 15 0.045 1.1 4.1E-05 3.4 3.1E-05
Nps-RB-SDS_108 2.14 15 0.045 0.9 4.1E-05 3.6 3.3E-05
Nps-RB-SDS_109 2.14 15 0.045 0.6 4.1E-05 3.9 3.6E-05
Nps-RB-SDS_110 2.14 15 0.045 3.0 4.1E-05 15 1.4E-05
Nps-RB-SDS_111 2.14 15 0.045 3.2 4.1E-05 1.3 1.2E-05
Nps-RB-SDS_112 2.14 15 0.045 3.4 4.1E-05 1.1 1.0E-05
Nps-RB-SDS_113 2.14 15 0.045 3.6 4.1E-05 0.9 8.2E-06
Nps-RB-SDS_114 2.14 15 0.045 3.9 4.1E-05 0.6 5.5E-06

Luego, una vez generadas estos complejos Nps de oro-RB-SDS se procedi6
a realizar el estudio del quenching de la fluorescencia; para ello, se compararon los
espectros de fluorescencia de las Nps funcionalizadas generadas con los espectros
de fluorescencia de los blancos usados (RB-SDS). En la Figura 95, se pueden
apreciar los espectros de fluorescencia para cada muestra de Nps de oro-RB-SDS y

Sus respectivos blancos.
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Figura 95: Espectros de fluorescencia para complejos Nps de oro-RB-SDS y sus
respectivos blancos RB-SDS, (a) rango de concentraciones de RB desde 2.7 hasta 3.6,10%
M, (b) rango de concentraciones de RB desde 5.5,10"% hasta 1.4,10°° My (c) relacién entre
la intensidad del maximo de fluorescencia y la concentracion de RB.



En la Figura 95(c) se aprecia un fuerte decaimiento o quenching de la
fluorescencia de los blancos RB-SDS debido a la presencia de nanoparticulas de
oro y a la gran cercania que se establece entre las moléculas de RB y los nudcleos
de las Nps de oro. Como se sefial6 en la Seccion 1IV.4.4.b, la rodamina B exhibe una
menor fluorescencia en agua que en etanol. Por tal motivo, para incrementar la
emision de fluorescencia de RB, se realizaron una serie de diluciones, una vez
culminado el proceso de ablacién laser, con etanol 99.8% de las muestras
previamente expuestas en la Tabla N° 21. La Tabla 22 muestra la cantidad de etanol

anadido a cada muestra.

Tabla N° 22: Muestras de Nps de oro-RB-SDS diluidas con EtOH. Estudio de la disminucion
de la emision de fluorescencia de RB por la accién de un quencher (Nps de oro presentes
en un medio de agua-etanol).

Nombre de la Solventes Irradiancia tiempo [SDS] Vol. de [RB] Vol. de [RB]
Muestra presentes (GW/cm?) de (mol/L) SDS en Inicial EtOH en final en el

en el vial ablacion el vial (mol/L) el vial vial
(min) (ml) (ml) (mol/L)
Nps-RB-SDS_105" | Agua-EtOH . . . . 2.7E-05 3.0 1.1E-05
Nps-RB-SDS_106" | Agua-EtOH . . . . 2.9E-05 3.2 1.2E-05
Nps-RB-SDS_107" | Agua-EtOH . . . . 3.1E-05 3.4 1.3E-05
Nps-RB-SDS_108" | A gua-EtOH . . . . 3.3E-05 3.6 1.5E-05
Nps-RB-SDS_109" | Agua-EtOH . . . . 3.6E-05 3.9 1.7E-05
Nps-RB-SDS_L10" | A gua-EtOH . . . . 1.4E-05 15 3.5E-06
Nps-RE-SDS_IL" | Agua-EtOH - - - - 1.2E-05 1.3 2.7E-06
Nps-RE-SDS_112" | Agua-EtOH - - - - 1.0E-05 1.1 1.9E-06
Nps-RE-SDS_113" | Agua-EtOH - - - - 8.2E-06 0.9 1.4E-06
Nps-RE-SDS_114" | Agua-EtOH - - - - 5.5E-06 0.6 6.5E-07

En la Figura 96, se pueden apreciar los espectros de fluorescencia para cada
muestra de Nps de oro-RB-SDS y sus respectivos blancos (RB-SDS), ambas

especies presentes en un medio de agua-etanol.
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Figura 96: Espectros de fluorescencia para complejos Nps de oro-RB-SDS y sus
respectivos blancos RB-SDS, ambas especies presentes en un medio agua-etanol, (a)
rango de concentraciones de RB desde 1.1 hasta 1.7,10% M, (b) rango de concentraciones
de RB desde 6.5,10°" hasta 3.5,10% My (c) relacion entre la intensidad del maximo de
fluorescencia y la concentracion de RB.



Al observar la Figura 96, se puede apreciar que el resultado espectral
obtenido en la Figura 95 se vuelve a repetir, es decir, un fuerte decaimiento de la
fluorescencia de los blancos RB-SDS, debido a la presencia de nanoparticulas de
oro y a la gran cercania que se establece entre las moléculas de RB y los nucleos
de las Nps de oro. Al comparar la Figura 95(c) con la Figura 96(c), se nota que el
etanol efectivamente increment6 la emisién de fluorescencia de RB. Sin embargo, al
observar simultdneamente las Figuras 94 y 96, se aprecia como la rodamina B
posee una emision de fluorescencia significativamente inferior con respecto a la
fluorescencia de la disodiofluoresceina. Esta particular caracteristica permite que
las Nps de oro funcionalizadas con altas concentraciones de RB puedan ser
facilmente caracterizadas por espectroscopia UV-Vis frente a las Nps modificadas

con elevadas concentraciones de DSF.

IV.5.2 Determinacion de los Espectros de Absorbancia de los Complejos
Nps de Oro-DSF-SDS y Nps de Oro-RB-SDS

IV.5.2.a Espectros de Absorbancia de los Complejos Nps de Oro-DSF-SDS

Por otro lado, para llevar cabo la caracterizacién espectroscopia UV-Vis, fue
necesario preparar otras nuevas soluciones de Nps de oro funcionalizadas con DSF,
pero esta vez, usando bajas concentraciones del fluoroforo (véase Figura 97). Se
observé en muchas tandas de experimentos, que altas concentraciones de DSF
producian una elevada fluorescencia en las soluciones de Nps, haciendo imposible

este tipo de caracterizacion.

¥ B

Figura 97: Complejos de Nps de oro-DSF-SDS, sintetizados bajo las siguientes condiciones
experimentales, de izquierda a derecha: 1.36,10% M, 2.05,10% M, 1.91,10% M, 1.45,10%
M, 1.55,10°° M, 1.82,10° My 1.28,10% M de DSF, 1.23 GW/cm2, concentracion de 0.045

M de SDS, 15 minutos de ablacién. El primer vial a la izquierda de la foto contiene una
solucién de DSF-SDS.



La Tabla N° 23 muestra las condiciones experimentales y el rango de

concentraciones de DSF empleados para la generacion de las Nps.

Tabla N° 23: Condiciones experimentales empleadas para la generacién de Nps de oro
funcionalizadas con Disodiofluoresceina (Nps de oro-DSF-SDS) via ablacion laser.
Determinacion de los espectros de absorbancia de los complejos Nps de oro-DSF-SDS.

Nombre dela | Irradiancia | tiempo de [SDS] Vol. de [DSF] Vol. de [DSF]
Muestra (GW/cm?) ablacién (mol/L) | SDS en el Inicial DSF en el final en el
(min) vial (ml) (mol/L) vial (ml) vial (mol/L)

Nps-DSF-SDS_98 1.23 15 0.045 2.25 4.1E-06 2.25 2.05E-06
Nps-DSF-SDS_99 1.23 15 0.045 2.35 4.1E-06 2.10 1.91E-06
Nps-DSF-SDS_100 1.23 15 0.045 2.45 4.1E-06 2.00 1.82E-06
Nps-DSF-SDS_101 1.23 15 0.045 2.75 4.1E-06 1.70 1.55E-06
Nps-DSF-SDS_102 1.23 15 0.045 2.85 4.1E-06 1.60 1.45E-06
Nps-DSF-SDS_103 1.23 15 0.045 2.95 4.1E-06 1.50 1.36E-06
Nps-DSF-SDS_104 1.23 15 0.045 3.10 4.1E-06 1.40 1.28E-06

La Figura 98 muestra los espectros de absorbancia para las muestras de Nps
de oro funcionalizadas con DSF. Al observar esta figura, se puede notar como a
medida que la concentracion de fluor6foro aumenta, la absorbancia también se ve
incrementada. Tal como se menciond previamente en la Seccion IV.4.3, estos
resultados espectrales se pueden atribuir a: (i) aumentos de la constante dieléctrica
del medio ambiente por la adicion de un fluoréforo y (i) las Nps de oro modificadas
con altas concentraciones de DSF absorben mucha mas luz que aquellas Nps
funcionalizadas con bajas concentraciones del fluor6foro. Esto ultimo, ocasiona que
el pico de méxima absorcion de los complejos Nps de oro-DSF-SDS_98 y 101 sea

mas pronunciado que el pico de absorbancia de las Nps no funcionalizadas.
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Figura 98: Espectros de absorcion de complejos Nps de oro-DSF-SDS: (a) rango de
concentracién de DSF desde 1.82 a 2.05,10% My (b) rango de concentraciéon de DSF
desde 1.28 a 1.45,10° M. Los complejos Nps de oro-NF-SDS y Nps de oro-DSF-SDS

fueron generados bajo las siguientes condiciones experimentales: 1.23 GW/cmz,
concentracion 0.045 M de SDS y 15 minutos de ablacion.

IV.5.2.b Espectros de Absorbancia de los Complejos Nps de Oro-RB-SDS

Para esta caracterizacion, se prepararon una nueva serie de soluciones de
Nps de oro funcionalizadas con RB, primeramente, sintetizadas en un medio acuoso

y luego diluidas, una vez culminado el proceso de la ablacién, con etanol 99.8%. La



Tabla N° 24 muestra las condiciones experimentales y el rango de concentraciones

de RB empleado para la generacion de las Nps.

Tabla N° 24: Condiciones experimentales empleadas para la generacién de Nps de oro
funcionalizadas con Rodamina B (Nps de oro-RB-SDS) via ablacién laser. Determinacion de
los espectros de absorbancia de los complejos Nps de oro-RB-SDS.

Nombre de la Solventes Irradiancia tiempo [SDS] Vol. de [RB] Vol. de RB Vol. de [RB]
Muestra presentes (GW/cm?) de (mol/L) | SDSen Inicial en el vial EtOH final en el
en el vial ablacion el vial (mol/L) (ml) (ml) vial (mol/L)
(min) (ml)
Nps-RB-SDS_115 Agua 2.14 15 0.045 3.9 4.1E-05 0.6 - 5.5E-06
Nps-RB-SDS_116 Agua 2.14 15 0.045 4.1 4.1E-06 0.4 - 3.6E-07
Nps-RB-SDS_117 Agua 2.14 15 0.045 4.3 4.1E-06 0.2 - 1.8E-07
Nps-RB-SDS_118 Agua 2.14 15 0.045 4.4 4.1E-06 0.1 - 9.1E-08
Nps-RB-SDS_115" | aAgua-EtOH - - - - 5.5E-06 - 0.6 6.5E-07
Nps-RB-SDS_116" |  Agua-EtOH - - - - 3.6E-07 - 0.4 2.9E-08
Nps-RB-SDS_117" | Agua-EtOH - - - - 1.8E-07 - 0.2 7.7E-09
Nps-RB-SDS_118" | Agua-EtOH - - - - 9.1E-08 - 0.1 1.9E-09

La Figura 99 muestra los espectros de absorbancia para las muestras de Nps
de oro funcionalizadas con RB. Al observar la Figura 99, no solo se puede notar
como a medida que la concentracion de RB aumenta, la absorbancia también se ve
incrementada, sino también se aprecia la aparicion de una segunda banda de
absorcion ubicada entre 400 y 425 nm. La aparicion de esta banda en el lado “azul”
del espectro, tal vez se derive de: (i) cambios en la constante dieléctrica del medio
ambiente que contiene las nanoparticulas ocasionado por la adicion de RB al medio
y (i) aumentos en la densidad electronica de la nanoparticula debido a las

interacciones electrostéaticas de esta con las moléculas de SDS y RB.

Como se sabe, la posicién, forma e intensidad de la banda depende
fuertemente de muchos factores: la constante dieléctrica del medio, el tamafio y
forma de la nanoparticula y las interacciones electronicas entre los ligandos
estabilizantes o funcionalizadores (moléculas de SDS o de RB) y la nanoparticula,
que altera la densidad electronica dentro de la misma. Dado que la posicion de la

banda del PS depende de la densidad electrénica dentro de la nanoparticula, si esta




de alguna manera cambia, se modifica la posicién de la banda. Un aumento de la

densidad electrénica causa un “blue shift”, es decir, un corrimiento a frecuencias

mas altas, mientras que una disminucion en la densidad electrénica causa un

corrimiento al rojo “red shift”, corrimiento a frecuencias més bajas.
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(a) R
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Nps_116 RB_SDS 3.6 E-07 M
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Figura 99: Espectros de absorcion de complejos Nps de oro-RB-SDS y Nps de oro-NF-
SDS: (a) Nps con y sin funcionalizacién presentes en un medio acuoso. Rango de
concentracion de RB: desde 9.1,10% hasta 5.5,10% My (b) Nps con funcionalizacion
presentes en un medio agua-EtOH. Rango de concentracion de RB: desde 1.9,10-09 hasta

6.5,10°7 M.



IV.5.3 Quenching Estatico y Dinamico. Grafica de Stern-Volmer. Relacion
entre Fo/F y la Concentracién de Nps de Oro en Muestras de Nps de
oro-RB-SDS y Nps de oro-DSF-SDS.

Los resultados espectrales obtenidos en las Secciones IV.5.1.a y IV.5.1.c
sugieren que el quenching de la emision de fluorescencia de DSF y RB, es debido a
la presencia de nanoparticulas de oro en el medio, sin embargo, aun cuando se
conocen las causas de esta disminucion de fluorescencia, hasta ahora no esta muy

claro, cual es la naturaleza del quenching observado.

Tal como se mencion6 en la Seccion 1.6.4.a, la excitacion de la RPS del metal

o123

genera un incremento en la tasa de absorcion del mism . Ilgualmente, cuando el

dipolo de emision molecular interactia con la RP genera un incremento en la tasa

de decaimiento radiativo. Adicionalmente, la parte no radiativa del decaimiento

|[123]

genera un efecto de disminucién adicional El fendbmeno de quenching de

fluorescencia se puede observar cuando este ultimo efecto sobrepasa el incremento

en la tasa de decaimiento radiativo!*?®,

Un fluoréforo puede sufrir quenching cuando se encuentra a una distancia

)*2% Puede haber un incremento en la tasa de excitacion (Em)

[123

cercana del metal (km

[123 1. Estos

1 0 puede haber un incremento en la tasa de decaimiento radiativo (I'm)
fenémenos tienen una importante dependencia con la distancia metal-fluoréforo!*?!

como se observa en la Figura 100.
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Figura 100: Efectos de una nanoparticula metalica sobre las transiciones de un fluoréforo.
Dependencia de Km, Emy I'm con la distancia metal-fluoréforo™.

En nuestro caso, el fendbmeno que se observo en las Figuras 94, 97 y 98, fue
basicamente un quenching de fluorescencia, lo que indica que la distancia

nanoparticula-DSF o nanoparticula-RB es considerablemente pequefia.

El fendbmeno de quenching o decaimiento de fluorescencia, se refiere a
cualquier proceso que disminuya la intensidad de fluorescencia de una muestra
determinada (en la mayoria de los casos, sustancias fluor6foras con altos
rendimientos cuanticos). Una extensa gama de interacciones pueden generar
quenching, entre las cuales destacan: (i) transferencias de energial*®, (i) rearreglos
moleculares®®®, (iii) quenching colisional™®® y (iv) formacién de complejos de estado
fundamental™®, entre otros. Existen tres tipos de quenching: quenching estatico**?,

dinamico o colisional™® y combinacién estatico-dinamico™®¥, todos ellos requieren
del contacto molecular o electrostéatico entre el fluor6foro (en nuestro caso, DSF o

RB) y el quencher (Nps de oro).

En el quenching colisional, el quencher (Nps de oro) tendra que difundirse al
fluoréforo (RB o DSF) durante el tiempo de vida del estado excitado**, una vez que

ambos entre en contacto, el fluoroforo regresa al estado fundamental sin emitir un



foton!*?®. El quenching colisional de fluorescencia esta descrito por la ecuacién de

Stern-Volmer!*?3,

Fo
T =1tk TolQl= 1+ Ky [Q] Ec.IV.10

donde:

Fo y F son las intensidades de fluorescencia en la ausencia y en presencia del
qguencher, respectivamente.

Kq es la constante de quenching bimolecular.

I'o es el tiempo de vida del fluor6foro en la ausencia de quenchery

Q es la concentracion del quencher.

La constante de quenching de Stern-Volmer esta dada por Kp = Kql'o. La
constante Kq refleja la accesibilidad del fluoréforo al quencher. Un quenching

controlado por difusion generalmente muestra valores de Kq de 1.0,10° Mt st

Valores superiores de kq indican algun tipo de interaccion de enlace o

acoplamiento!*?,

En el caso del quenching estatico, normalmente se forma un complejo

fluoréforo-quencher [F—Q][m]

. Este complejo no presenta fluorescencia y cuando
absorbe luz, este vuelve inmediatamente al estado fundamental sin la emisiéon de un

foton™?¥. El quenching estatico esta dado por:

%:1+K5[Q] Ec.1V.11
donde:
oy Uil Ec.1V.12
[F1[Q]
donde:

Ks relaciona la concentracion del complejo fluoréforo-quencher [F-Q] con las

concentraciones libres del fluor6foro [F] y del quencher [Q]. Al igual que en el



quenching dindmico, en la Ec. IV.11, se puede apreciar que la dependencia de Fo./F

con [Q] es lineal.

En el caso de un quenching combinado estético-dindmico, por lo general se

pli23

observa una desviacion de la linealidad de la grafica Fof 1. La ecuacion de Stern-

Volmer que describe este tipo de quenching es la que sigue:

% = (1+ kp [0+ kg[Ql) Ec.IV.13

Vale la pena destacar, que esta nueva ecuacién de Stern-Volmer, es de
segundo orden en [Q]. La desviacion de la linealidad es debida al quenching

dinamico y estatico que ocurren para un mismo fluoréforo™??.

En esta parte de la investigacion, primeramente, se prepararon una serie de
Nps de oro funcionalizadas con RB y DSF (véase Tabla N° 25). Luego, las muestras
fueron caracterizadas simultdneamente por espectroscopia UV-Vis y de
fluorescencia. Seguidamente, empleando el valor del coeficiente de absortividad
molar, om, de una nanoparticula de oro solitaria, anteriormente calculado en la
Seccion 1V.3.3, se determind el numero de Nps presentes en cada una de las
muestras preparadas (véase Tabla N° 26) y finalmente, se evalud la relacién que

existe entre el Fo/F y la cantidad de Nps de oro generadas.



Tabla N° 25:; Condiciones experimentales empleadas para la generacién de Nps de oro
funcionalizadas con RB y DSF (Nps de oro-RB-SDS y Nps de oro-DSF-SDS) via ablacion

laser.
Nombre de la Irradiancia tiempo de [SDS] Vol. de [RB] Vol. de [DSF] Vol. de [RB]
Muestra (GW/cm?2) ablacion (mol/L) SDS en Inicial RB en inicial DSF en el final en el
(min) el vial (mol/L) el vial (mol/L) vial (ml) vial (mol/L)
(ml) (ml)
Nps-RB-SDS_119 2.14 15 0.045 3.9 4.1E-06 0.6 - - 5.5E-07
Nps-RB-SDS_120 2.14 15 0.045 4.1 4.1E-06 0.4 - - 3.6E-07
Nps-RB-SDS_121 2.14 15 0.045 4.3 4.1E-06 0.2 - - 1.8E-07
Nps-RB-SDS_122 2.14 15 0.045 4.4 4.1E-06 0.1 - - 9.1E-08
Nps-DSF-SDS_123 1.23 15 0.045 3.9 - - 4.1E-06 0.6 5.5E-07
Nps-DSF-SDS_124 1.23 15 0.045 4.1 - - 4.1E-06 0.5 4.6E-07
Nps-DSF-SDS_125 1.23 15 0.045 43 - - 4.1E-06 0.4 3.6E-07
Nps-DSF-SDS_126 1.23 15 0.045 4.4 - - 4.1E-06 0.3 2.7E-07
Nps-DSF-SDS_127 1.23 15 0.045 3.9 - - 4.1E-06 0.2 1.8E-07

Tabla N° 26: Data para la construccion de la curva Fo/F en funcién de la concentracion de
las Nps de oro.

Nombre de la Muestra Valor de Fo Valor de F Relaciéon Fo/F Absorbancia de las Nps a NNps de oro generadas

525 nm (mol/L)
Nps-RB-SDS_119 266.786 55.456 4.8106 2.373 1.0E-06
Nps-RB-SDS_120 130.966 20.078 6.5228 2.146 9.1E-07
Nps-RB-SDS_121 100.093 37.921 2.6395 2.000 8.4E-07
Nps-RB-SDS_122 28.034 10.345 2.7112 1.200 5.1E-07
Nps-DSF-5DS_123 662.852 401.224 1.6520 1.875 7.9E-07
Nps-DSF-5DS_124 1036.846 404.14 2.5655 1.776 7.5E-07
Nps-DSF-SDS_125 510.428 473.682 1.0775 1.367 5.8E-07
Nps-DSF-SDS_126 50.681 43.902 1.1544 0.981 4.1E-07
Nps-DSF-SDS_127 18.14 17.254 1.0077 0.455 1.9E-07

En la Figura 101, se puede apreciar la relacion entre el pardmetro Fo/F y la

concentracioén de Nps de oro funcionalizadas presentes en el medio.
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Figura 101: Gréfica de Stern-Volmer para complejos Nps de oro-DSF-SDS y Nps de oro-
RB-SDS. Relacion entre Fo/F y la concentracion de Nps de oro.

Al observar la Figura 101, se puede notar, para ambos tipos de complejos,
que las curvas presentan comportamientos parabdlicos, esto sugiere que el
guenching observado no es enteramente dindmico o estatico, sino mas bien una
combinacion de ambos. En general, las desviaciones de la ecuacién de Stern-
Volmer, como la obtenida en la Fig. 101, se observan cuando la magnitud del
guenching es grande, lo cual concuerda muy bien con los resultados observados en
las Figuras 94(c), 95(c) y 96(c).

Algunas veces, el componente estatico se debe a una distancia muy pequefa
entre el quencher y el fluoréforo al momento de la excitacion®®. Los pares
fluoréforo-quencher, muy cercanos entre si, pueden sufrir un quenching
inmediato*?®. Cuando el fluor6foro y la nanoparticula se encuentran a una distancia
muy pequeiia, existe una elevada probabilidad de que el quenching ocurra antes de
que ambas especies se difundan y se alejen una de la otra™. A medida que la
concentracién de la nanoparticula aumenta, incrementa la probabilidad de que
exista un quencher dentro de la primera capa de solvente del fluor6foro al momento

de la excitacion*®!,



Este tipo de quenching aparentemente estético es estudiado en términos de
una esfera de accion™, en la cual la probabilidad de quenching es la unidad™*.
Una modificacion de la ecuacion de Stern-Volmer que describe esta situacion es la
que sigue:

Fo [QlvN

= 1+ kp[QDexp (m) Ec.1V.14

donde:

V es un parametro que define el volumen de la esfera.



CONCLUSIONES

La técnica de ablacion laser es una via altamente eficiente, muy rapida, de
facil manejo, extremadamente sencilla pero altamente costosa, que permite generar
nanoparticulas metdlicas. En esta investigacion, se prepararon inicialmente, por
medio de esta técnica, alrededor de 56 diferentes soluciones de Nps de oro en un
entorno acuoso de dodecil sulfato de sodio (SDS) y posteriormente, se generaron y
funcionalizaron “in-situ”, aproximadamente otras 71 soluciones de Nps de oro en

una mezcla de agente funcionalizador - SDS.

La dispersion de hiper rayleigh (HRS) es una técnica eficaz que sirve no solo
para estudiar el comportamiento 6ptico no lineal (ONL) de segundo orden de las
Nps de oro sino que también permite cuantificar el valor del tensor 8 de las mismas.
Se determiné que el valor de la primera hiperpolarizabilidad de una nanoparticula de
oro solitaria y no funcionalizada fue 1.9+2.5,10% esu. Asi mismo, se encontré que el
valor del tensor g para los complejos Nps de oro-DSF-SDS y Nps de oro-RB-SDS
fue 5.5#2.2,10% y 13.3+1.6,10% esu, respectivamente. La Rodamina B realzé e
incrementd méas efectiva y eficientemente, en un orden de magnitud, las

propiedades ONL de las Nps de oro.

Concentraciones de 0.045 M y 0.18 M de SDS permiten obtener mayor
cantidad de Nps de oro y espectros que presentan una mayor absorcion. Las Nps
generadas en una solucion acuosa 0.18 M de SDS, forman grandes agregados en
menos de 58 horas. Por el contario, empleando una concentracion 0.045 M de SDS,
se pueden obtener Nps de oro con tamafios relativamente mucho mas pequefios,
manifestando procesos de agregacion a largo plazo, estas particulas pueden
encontrarse eficientemente estabilizadas por largos periodos de tiempo (max. 3 6 4

dias).

La cantidad de Nps de oro generadas se ve afectada por tres importantes
variables: (i) concentracion del estabilizante, (ii) irradiancia y (iii) tempo de ablacion.
Aumentos en la irradiancia influye positivamente en la cantidad de Nps generadas

en el medio; a medida que se incrementa la irradiancia, aumenta la cantidad de Nps



y disminuye el didmetro medio de particula. Aumentos en el tiempo de ablacion
generan altas concentraciones de Nps en el medio, incrementandose, a su vez, el
diametro de particula. Cuando se emplean tiempos de ablacion relativamente
pequefios, el didmetro medio de las Nps se mantiene casi constante. A medida que
se incrementa el tiempo de ablacién, por encima de 12 minutos, las Nps de oro
experimentan significativos cambios en su tamafio, alcanzando justamente a los 15
minutos, un didmetro medio umbral. Luego de este valor, se observa que el
diametro de particula decae un poco cuando se emplean tiempos de ablacion muy

extensos (20 minutos).

Se comprobd la correlacion entre la longitud de onda del maximo de
absorcion de las Nps de oro y el didmetro promedio de estas. Nanoparticulas de
mayor didmetro promedio absorben energia a una frecuencia menor y por tanto, a
longitudes de onda méas grande y nanoparticulas con menor diametro promedio
absorben energia a una frecuencia mayor y por tanto, longitudes de onda mas
pequefia. Se cree que este comportamiento es debido al fendmeno de cuantizacion
de tamafio, que no es mas que la cuantizacion del filo de las bandas de conduccién
y de valencia en una nanoparticula de oro y al aumento de su brecha de banda
ocasionado por el confinamiento espacial de los electrones. A medida que el
diametro promedio de la nanoparticula disminuye, el confinamiento espacial de sus
electrones aumenta resultando en un aumento en el espaciado entre los niveles y

en su brecha de banda.

Se demostrd que existe una notoria dependencia: (i) entre la sefial de HRS y
la cantidad de Nps presentes en el medio, (ii) entre la primera hiperpolarizabilidad y
el diametro de particula y (iii) entre la sefial de HRS y la concentracion del agente
funcionalizador, a medida que se incrementa la concentracion del agente

modificador, la sefial de HRS aumenta.

La sefial de HRS de las Nps funcionalizadas incrementé considerablemente
con respecto a la sefial proveniente de las no funcionalizadas. Tal como se tenia
previsto, el agente funcionalizador optimizd las propiedades ONL de las Nps de oro.
Por otro lado, la intensidad de HRS proveniente de los complejos Nps de oro-RB-

SDS fue significativamente mayor que la sefial de HRS proveniente de los



complejos Nps de oro-DSF-SDS. Este fendbmeno se debe a una mejor y mayor
interaccion electrostatica entre las moléculas de RB y la superficie de la
nanoparticula de oro, lo que a su vez resulta en un mejor realzamiento vy

optimizacién del comportamiento ONL de las Nps.

Comparando los agentes funcionalizadores, RB y DSF, se observé que
ambos por igual producen importantes cambios espectrales UV-Vis. A medida que
la concentracién de ambos fluor6foros aumenta, la absorbancia también se ve
incrementada. Ademas de la banda de PS, que se observo a 520 nm para los
complejos de Nps de oro-RB-SDS, una segunda banda de absorcion aparecié a
400-425 nm. Estos resultados espectrales pueden atribuirse a pequefios
incrementos en la constante dieléctrica del medio ambiente que contiene las Nps de
oro y a procesos de agregacion que experimentan las particulas debido a la adicién
de RB.

El fenébmeno de quenching de fluorescencia ha sido ampliamente utilizado en
multiples investigaciones bioquimicas. Las aplicaciones son numerosas y variadas.
Particularmente, en esta investigacion, se not6 que las Nps de oro son capaces de
producir un dramatico quenching en la emision de fluorescencia de Rodamina B y
de Disodiofluoresceina, ocasionado por la gran cercania entre las moléculas del

fluoréforo y los ndcleos metélicos de las Nps.



PLAN DE TRABAJO

Este trabajo de investigacion fue llevado a cabo en el Laboratorio de
Espectroscopia Laser de la Facultad de Ciencias en la Universidad Central de
Venezuela, Caracas-Venezuela por un periodo de 9 meses. La descripcion detallada
sobre las actividades y el calendario para llevar a cabo cada uno de los dos

principales objetivos de este proyecto estan cubiertos en las siguientes tablas.

La primera etapa de esta investigacion consistio en determinar el alcance e
influencia de ciertas variables experimentales, tales como concentracion del
estabilizante, irradiancia del laser y tiempo de ablacion de la ablacion laser, sobre
los espectros de absorcion, distribucién de tamafios y propiedades Opticas no
lineales de las Nps de oro generadas (véase Tabla N° 27). La segunda etapa
consistio en la generacioén y funcionalizacion in-situ de Nps de oro via ablacion laser,
a partir de una placa de oro sumergida en una mezcla de soluciones de SDS y
fluoréforo, para posteriormente, estudiar: (i) el efecto de la concentracion del
estabilizante, irradiancia del laser, tiempo de ablacion y la variacion de la
concentracion de RB y DSF sobre la respuesta del segundo arménico o sefial de
HRS, (ii) los cambios que se producian en los espectros de fluorescencia de RB y
DSF, al usarlos como agentes modificadores de Nps de oro y (ii) los cambios que se
producian en los espectros UV-Vis de las Nps de oro, al agregar una sustancia
funcionalizadora (véase Tabla N° 28).



Tabla N° 27: Primera fase de la investigacién: Estudio del efecto de las condiciones
experimentales sobre la generacién de Nps de oro-NF-SDS via ablacion laser.

Actividades Noviembre

Revision bibliogréfica

Instalacién del equipo de HRS junto al Prof. Gutierrez

Diciembre Enero Febrero Marzo Abril

Medida y estudio de la sefial de HRS de urea y sus patrones

Medida y estudio de la sefial de HRS de m-NAy sus patrones

Medida y estudio de la sefial de HRS de p-NAy sus patrones

Tratamiento de los datos de sefial de HRS de urea, m-NAy p-NA

Estudio y escogencia de las condiciones experimentales del montaje empleado para medir la sefial de HRS

Estudio y escogencia de condiciones experimentales para el proceso de ablacién con laser

Estudio de la influencia de la concentracién de SDS para Nps de oro-NF-SDS

Medida de la sefial de HRS de las Nps de oro-NF-SDS

Tratamiento de los datos de sefial de HRS de Nps de oro-NF-SDS

Instalacién y comprensién del equipo de Espectroscopia UV-Vis

Caracterizacién de Nps de oro -NF-SDS via Espectroscopia UV-Vis

Caracterizacién de Nps de oro -NF-SDS via DLS

Estudio de la influencia de la irradiancia para Nps de oro-NF-SDS

Estudio de la influencia del tiempo de ablacion para Nps de oro-NF-SDS

Estudio de la correlacién de la longitud de onda del maximo de absorbancia con el didmetro de particula

Estudio de la estabilidad de las Nps de oro-NF-SDS en el tiempo

Estudio de la sefial de HRS de Nps de oro con y sin funcionalizacién

Estudio de la influencia de la cantidad de Nps no funcionalizadas sobre la sefial del segundo arménico

Determinacién del valor de la primera hiperpolarizabilidad de las Nps de oro con y sin modificacién

Preparacion del seminario de investigacion

Preparacion de la presentacion del seminario de investigacion

Il

Tabla N° 28: Segunda fase de la investigacion: Generacidn y funcionalizacién in-situ de Nps
de oro via ablacion laser, a partir de una placa de oro sumergida en una mezcla de
soluciones de SDS vy fluoréforo. Estudio del efecto de las condiciones experimentales sobre
la generacién de Nps de oro-DSF-SDS y Nps de oro-RB-SDS via ablacién laser.
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