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RESUMEN.

La contaminacion por metales pesados tiene efectos adversos sobre el medio ambiente
y también en la salud de los humanos, los vapores de mercurio metalico y de sus
derivados organicos, afectan diferentes areas del cerebro y sus funciones asociadas.
Las preocupaciones sobre la exposicidon toxica al mercurio han motivado la exploracion
de nuevos métodos para supervisarlo y aunque el desarrollo de nuevas metodologias
para la deteccién de Hg (ll) sigue siendo un reto, un posible enfoque es el uso de las
nanoparticulas (Nps) que proporcionan una alta selectividad para la deteccion de iones
metalicos; debido a las propiedades opticas, de tamafio y forma que estas presentan.
Las Au-Nps son generadas por ablacion laser a una longitud de onda fundamental (532
nm) y a una frecuencia fija de 10 Hz. La ablacion se realiza sobre una placa de oro
sumergida en una solucion acuosa de Dodecil Sulfato de Sodio (SDS). Durante el
proceso se ajustaron condiciones como: concentracion del estabilizante, energia del
laser y tiempo de ablacion, con el fin de obtener los mejores espectros de absorcion y
distribucién de tamafios de las Au-Nps generadas.

A las soluciones de Au-Nps resultantes se les aplico un flujo de Hg®, producto de la
reduccién de soluciones acuosas de Hg®*, empleando como agente reductor NaBH.
Cuando las Au-Nps se ponen en contacto con atomos de Hg® se produce una reaccién
inmediata entre las especies lo que da como resultado una disminucién del valor de
absorbancia de la Au-Nps con respecto a la medida inicial. Aprovechando esta
propiedad de las Au-Nps se pudo construir una curva de calibracion y con ella evaluar
las figuras de mérito para el sistema; con dichos resultados, se puede concluir que este
sensor es (til para la determinacion cuantitativa de mercurio, el mismo presenta buena
sensibilidad, y un limite de deteccion (LOD) de 175,0ppt lo que hace que éste método

pueda ser comparado con los métodos analiticos de deteccién convencionales.
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INTRODUCCION

La contaminacion por metales pesados tiene efectos adversos sobre el medio ambiente
y también en la salud de los humanos.! El mercurio es un metal que posee una alta
toxicidad tanto para el ser humano como para el medio ambiente. La contaminacion por
mercurio de los ecosistemas, se produce a través de una gran variedad de vias
naturales y también de las fuentes antropogénicas, incluidas las emisiones volcanicas
oceanicas, la extraccibn de oro, incineracion de residuos sélidos y la quema de
combustibles fésiles.? Este elemento se filtra facilmente en membranas respiratorias,
gastrointestinales e inclusive por la piel; los vapores de mercurio metalico y de sus
derivados organicos (metilmercurio, por ejemplo) afectan diferentes areas del cerebro y
sus funciones asociadas, dando lugar a sintomas tales como cambio de personalidad
(irritabilidad, timidez, nerviosismo), temblores, problemas de visiébn (constriccion o
estrechamiento del campo visual), sordera y perdida de coordinacion muscular,
sensacion y memoria.® Ademéas de afectar al cerebro los compuestos inorganicos de
mercurio pueden dafiar el corazon, los rifiones y los intestinos.* Todo el mercurio que es
liberado al ambiente eventualmente terminara en suelos o aguas superficiales. Las
preocupaciones sobre la exposicion toxica al mercurio han motivado la exploracion de
nuevos meétodos para monitorearlo. Muchas técnicas sensibles para la deteccion de
mercurio tales como la espectroscopia de absorcién atdémica, la espectroscopia de
emisidn, espectroscopia de masas con plasma inductivamente acoplado, (ICP-MS)
espectroscopia de vapor frio y espectroscopia de fluorescencia atdmica, requieren un
complicado proceso para la preparacion y tratamiento de la muestra y resultan costosas
para laboratorios de bajo presupuesto.®

Una alternativa es la deteccion de la fluorescencia de Hg (Il) empleando
guimiosensores. Los quimiosensores ofrecen un enfoque prometedor sencillo y rapido
para el seguimiento de mercurio en muestras biolégicas, toxicolégicas y
medioambientales.®’ Aunque algunos quimiosensores fluorescentes para Hg(ll) han

sido reportados, muchos de estos sistemas presentan caracteristicas que limitan su uso



en la practica, tales como una pobre solubilidad en agua, interferencia en presencia de
otros iones metédlicos, emision a longitudes de onda corta, e intensidades de
fluorescencia deficientes.

Por lo tanto, el desarrollo de nuevas metodologias para la deteccién de Hg (Il) sigue
siendo un reto. Un posible enfoque es el uso de las nanoparticulas (Nps) que
proporcionan una alta sensibilidad para la deteccion de iones metalicos, debido a las
fuertes propiedades oOpticas, de tamafo, forma y dependencia de la distancia entre
particulas que estas presentan.® A pesar de las variadas aplicaciones de las Au-Nps en
bioanalisis de moléculas grandes, se sabe que muy pocos estudios han sido llevados a
cabo para la deteccion altamente selectiva y sensible de iones metalicos pesados en
disolucién acuosa. Es por ello que el objetivo de este estudio es desarrollar un sensor

de gran sensibilidad y selectividad basado en Au-Nps para la determinacion de Hg (I1).



1. FUNDAMENTOS TEORICOS

1.1. MERCURIO

El mercurio es un metal pesado presente en la naturaleza, este ha sido ampliamente
usado desde la antigliedad para diversos fines. Actualmente se usa en la industria de la
mineria, sidertrgica y en la produccién de gas cloro y soda caustica.” Otros usos
importantes incluyen el equipo eléctrico (por ejemplo, termostatos e interruptores),
lamparas eléctricas, termémetros, tensiémetros y barémetros, y la amalgama dental.’° A
temperatura y presion ambiental, se presenta como un liquido, brillante, denso de color
blanco plateado que se evapora con facilidad pudiendo permanecer en la atmoésfera
hasta por un afio.’* El mercurio inorganico existe en dos estados de oxidacion
(mercurio(l) y mercurio(ll)) que se combinan con otros elementos, tales como el cloro el
azufre o el oxigeno, para formar compuestos inorganicos de mercurio o sales. Los
compuestos de mercurio inorganico como el 6xido de mercurio, se utlizan en la
produccion de baterias y pigmentos y en la sintesis de muchas sustancias quimicas

organicas.?

El mercurio elemental se libera al ambiente por la incineracién de combustibles fosiles
(con alto contenido de carbdn), la ignicion de residuos sélidos, y la mineria. Cuando se
libera en el aire, éste lo transporta y se deposita en todas partes. Algunas actividades
humanas liberan mercurio directamente al suelo o al agua, por ejemplo la aplicacion de
fertilizantes en la agricultura y los vertidos de aguas residuales industriales.
Eventualmente todo el mercurio que es liberado al ambiente terminara en suelos o
aguas superficiales®® de esta manera el agua puede contaminarse por la liberacién
directa de mercurio elemental y sus compuestos inorganicos; en el agua el mercurio es
metabolizado por los microorganismos presentes en los sedimentos acuaticos formando
metilmercurio; el metilmercurio es la forma organica mas téxica del mercurio, esta

puede bioacumularse en las cadenas alimentarias acuaticas y terrestres. La ingestion



de mercurio de metilo, sobre todo de pescado y otros mariscos, constituye la principal

fuente de exposicién al mercurio de la dieta en la poblacién general.**

e Absorcion de mercurio

El mercurio elemental es absorbido principalmente por la inhalacion de sus vapores y se
distribuye a la mayoria de los tejidos. Después de que el mercurio elemental se
absorbe, se oxida en los tejidos en sus formas inorganicas mercuriosa y mercurica. La
concentracion en la sangre de estas especies disminuye inicialmente de forma rapida,
con una vida media de aproximadamente 1-3 dias, seguida de un periodo mas lento,
de vida media de aproximadamente 1-3 semanas. Después de la exposicion al mercurio
elemental, la excrecion de mercurio se produce fundamentalmente a través de los
rifones; tanto para exposiciones agudas y cronicas, la disminucion de los niveles de

mercurio en la orina es progresiva con una vida media de aproximadamente 1-3 meses.

Menos del 15% de mercurio inorganico es absorbido por el tracto gastrointestinal
humano. Se produce una menor penetracion de mercurio inorganico a través de la
barrera sangre-cerebro que la que se produce con el mercurio elemental o de metilo. La
vida media del mercurio inorganico en la sangre es similar a la de la fase lenta después

de la inhalacién de mercurio elemental. La excrecidn se produce por via renal y fecal.

La fraccibn de metilmercurio absorbido por el tracto gastrointestinal es
aproximadamente el 95%. El metilmercurio entra en el cerebro y otros tejidos donde
luego se somete a desalquilarian lenta al mercurio inorganico. Los estudios
farmacocinéticos en humanos indican que la disminucién de metilmercurio en la sangre
y en todo el cuerpo tiene una vida media de aproximadamente 50 dias, la eliminacion

ocurre mayormente a través de las heces.



e Efectos sobre la salud

Los efectos sobre la salud del mercurio son diversos y pueden depender de la forma del

mercurio a la que una persona esta expuesta, la dosis y la duracion de la exposicion.

La exposicion a altas dosis de vapor de mercurio elemental puede causar neumonia
severa. En niveles inferiores causa lesion pulmonar aguda, los signos y sintomas
evidentes de la inhalacion cronica puede incluir temblores, gingivitis y alteraciones
neurocognitivas y del comportamiento, irritabilidad, depresion, pérdida de memoria a
corto plazo, fatiga, anorexia y alteraciones del suefio. La exposicidbn ocupacional a
vapores de mercurio elemental se ha asociado con efectos subclinicos de la disfuncion

renal.

La exposicién de mercurio inorganico por lo general se produce por ingestién. Grandes
cantidades pueden causar efectos irritantes o corrosivos en el tracto gastrointestinal.
Una vez absorbido, el efecto mas importante se encuentra en los rifiones, donde el
mercurio se acumula y puede dar lugar a necrosis tubular renal. La constelacion de
hallazgos puede incluir anorexia, insomnio, irritabilidad, hipertension, dolor en las

extremidades, y la decoloracion de las manos y los pies.

La intoxicacion por metilmercurio afecta principalmente al sistema nervioso central,
provocando parestesias, ataxia, disartria, discapacidad auditiva, y la constriccién
progresiva del campo visual, por lo general después de un periodo de latencia de
semanas a meses. La exposicion prenatal de alto nivel puede dar lugar a un gran
namero de los déficit de desarrollo que incluye retraso mental, ataxia cerebelosa,
disartria, deformidades de los miembros, el crecimiento fisico alterado, deficiencias
sensoriales y paralisis cerebral. En estudios epidemioldgicos recientes, los niveles mas
bajos de la exposicion prenatal debido al consumo de pescados y mariscos materna se
han asociado con un mayor riesgo de resultados anormales en pruebas neurocognitivas

en los nifios.*®



1.2. DETERMINACION DE MERCURIO

Se ha desarrollado una amplia variedad de métodos instrumentales para la
determinacion del mercurio en el medio ambiente. Técnicas de andlisis sofisticadas
incluyen la espectrometria de absorcion atomica, espectrometria de emisién atomica,
espectrometria de masas con plasma inductivamente acoplado y espectrometria de
fluorescencia atomica. Estos métodos proporcionan alta sensibilidad para la vigilancia
de trazas de mercurio en el medio ambiente. Entre ellos, la espectrometria de absorcion
atomica con vapor frio, se utiliza con frecuencia para medir con precision el mercurio en

muestras ambientales y biolégicas, debido a su sencillez y buena reproducibilidad.*®

Aungque estos métodos proporcionar limites de deteccién bajos, requieren un largo y
laborioso proceso de tratamiento de muestras, y a Su vez, nhecesitan una
instrumentacién cara y sofisticada, lo que limita su uso como equipos portétiles. Con el
fin de evitar dichos inconvenientes, se han desarrollado varios sensores que han
demostrado ser instrumentos eficaces para supervisar las diferentes formas de mercurio
en muestras ambientales y bioldgicas, en esta lista se incluyen biosensores, sensores

quimicos, nanosensores, y sensores piezoeléctricos.*’

A continuacién se discuten algunos trabajos para comprender el funcionamiento de los

sensores quimicos usados en la determinacién de mercurio.
1.2.1. QUIMIOSENSORES

Un quimiosensor es un dispositivo capaz de transformar informacion quimica (desde la
concentracion de una especie hasta la composicion de la muestra) en una sefal

analitica.
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Figura 1. Esquema del funcionamiento de un sensor quimico.

Los sensores quimicos usualmente contienen dos componentes basicos conectados en
serie (tal como se muestra en la figura 1): un sistema de reconocimiento molecular
(Unidad enlazante), y un transductor fisico-quimico. La unidad enlazante o receptor es
capaz de reconocer selectivamente un determinado analito (huésped). Fruto de este
reconocimiento se produce una sefial primaria de tipo eléctrico, éptico-térmico o masico.
El transductor es el responsable de transformar dicha sefal en otra de tipo eléctrico, la
cual es mas facilmente cuantificable, medible y manipulable. La sefal eléctrica
producida aporta informacion analitica sobre la muestra, el proceso o el sistema que se
esta investigando.*®

Los sensores quimicos proveen una alta sensibilidad y bajos costos en la deteccion de

mercurio, los mas comunes se basan en la diferencia entre sefiales de fluorescencia.

Como ejemplo se menciona el desarrollo de un nuevo sensor quimico para la
determinacién de mercurio iénico que se basa en la extincion de fluorescencia de una
membrana de sol-gel.’® La membrana trabaja de acuerdo con un mecanismo de
intercambio de iones, en el que Hg?" obliga a una molécula de porfirina en una
membrana de sol-gel a moverse. La unién de Hg? a la membrana produce una
disminucién en la sefial de fluorescencia de las porfirinas, por lo tanto, el cambio en la

intensidad de la fluorescencia es proporcional a la concentracion de mercurio.

Otro ejemplo, lo constituye un sensor quimico que combinado con un sistema de

inyeccion de flujo continuo, es capaz de medir el mercurio ionico en el medio ambiente.



Este sensor estd basado en el intercambio de un no-ion sdélido soportado con

tiamina.(Figura 2) %

Tiamina

Buffer

Residuos

HCI 0,1M

Hg(I)

Figura 2. Diagrama esquematico de un sensor quimico combinado con un sistema de inyeccién de flujo.
A y B son valvulas, C bafio de agua termostatizado, D es un serpentin de enfriamiento, E celdas de
fluorescencia.

El principio del método fue la oxidacion de la tiamina a tiocromo fluorescente. La tiamina
(Vitamina B1), actia como un marcador de "encendido" de fluorescencia especifico
para el mercurio i6nico. El mercurio interactda con tiamina, esta se oxida a tiocromo, y
el mercurio se reduce a mercurio elemental (Figura 3). El mercurio induce una sefal de

fluorescencia que es que es proporcional a la concentracion del mismo.

N2

v

Figura 3. El mercurio i6nico reacciona con la tiamina para generar un encendido de la sefial de
fluorescencia cuando se forma el tiocromo.



El disefio de los marcadores de fluorescencia sobre la adicién de Hg** es de gran
interés y en general los sensores de fluorescencia ofrecen un enfoque selectivo y

sensible para la determinacion y el control de mercurio en medio acuoso.

Sin embargo, la mayoria de estos sensores presentan desventajas en términos de
aplicabilidad real, tales como la falta de solubilidad en agua, sensibilidad cruzada hacia

otros iones metalicos, débil fluorescencia y emisién a longitudes de onda corta.?*

Por estas razones, el reciente desarrollo de nanomateriales fotoactivos presenta un
enfoque interesante y verdaderamente revolucionario para la deteccion selectiva,
sensible y rapida de mercurio. Varios nanomateriales han sido utilizados para el control
de mercurio. Las nanoparticulas de oro son el principal medio de incorporacién de
mercurio en nanomateriales; es por ello que de ahora en adelante el trabajo se va a
enfocar en los aspectos mas importantes de los nanomateriales, en particular de las

nanoparticulas de oro.?

1.2.2. NANOSENSORES.

La nanotecnologia se refiere a las técnicas que se utilizan para manipular y controlar la
materia a escala nanométrica. Es decir, controla sistemas que poseen una 0 mas
dimensiones del orden de 100nm. o menos Yy estudia fenbmenos y propiedades de la

materia a nano-escala.?®

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 nano-cristalinos, 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 comuin son sus componentes: objetos pequefios que tienen al
menos similares rangos de tamafo caracteristicos de 1 nanometros a 1 micrometros.

Estos objetos normalmente se conocen como nanoparticulas (Nps)
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Figura 4. Lista parcial de estos sistemas coloidales, junto a una gama tipica de tamafio.

Las Nps pueden ser encontradas en forma de aerosoles (sélidos o liquidos en el aire),
suspensiones (solidos en liquidos) o como emulsiones (liquidos en liquidos).

Las Nps tienen diferentes formas de interactuar unas con otras. Pueden permanecer
libres o agruparse dependiendo de las fuerzas de interaccidn atractivas o repulsivas
entre ellas. Las mas comunmente sintetizadas y estudiadas son las Nps de Au, Ag, Pty
Pd. Estas presentan propiedades tanto fisicas como quimicas que son diferentes a las
gue presenta el material en la escala de los centimetros.

Existen diferentes tipos de Nps, entre las que destaca: semiconductoras, metalicas,
magnéticas, dieléctricas, etc.?

Las Nps semiconductoras, conocidas como puntos cuanticos, en general, se forman de
la mezcla de los elementos de la tabla periédica del grupo Il con el grupo V, por
ejemplo, fosfuro y arsenuro de indio; o de la composicion de los grupos IV y VI, como
son el selenuro, teluro y sulfuro de plomo. Una propiedad interesante de las Nps

semiconductoras es la fotoluminiscencia; estas son capaces de absorber luz (fotones)
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para después emitirla en una longitud de onda diferente. 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; las soluciones irradiadas
presentan diferentes colores muy intensos, lo que las hace utiles en el marcaje y
deteccion biologica. Asi por ejemplo, las Nps de sulfuro de cadmio emiten en azul
cuando es cercano a 2nm, y en naranja cuando son mayores a 5nm.

En el caso de las Nps metdlicas su principal caracteristica es que contienen un nimero
determinado de electrones libres confinados en un espacio muy pequefio que a su vez
pueden interaccionar de manera especifica con la luz. Esto les da propiedades épticas
Unicas tales como la resonancia plasmoénica (RP). Existen otros tipos de Nps con
diversos usos, como las magnéticas, empleadas en el mejoramiento de imagenes en el
diagnostico médico y las dieléctricas, las cuales han sido propuestas como modelos
para su uso en la computaciéon cuéntica, porque pueden ser excitadas selectivamente

por medio de pulsos 6pticos.?

e Npsde Oro

Las Au-Nps manifiestan interesantes caracteristicas electrénicas, opticas y quimicas
gue dependen de su tamafo. El hecho de que las Au-Nps pueden ser de un didmetro
10.000 veces inferior al grueso de un cabello y que se puedan fabricar con un tamafio
homogéneo que va desde unos pocos nandémetros hasta decenas, las coloca en una
dimension comparable a una entidad biolégica como una célula (10-100um), un virus
(20-450nm), una proteina (5-50nm) o un gen (2nm de ancho por 10-100nm de largo).

Cuando el tamafio de las Au-Nps se encuentra en el orden de los nanOmetros, entre 1y
10nm 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 5 muestra la evolucién de los estados electrénicos,
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desde el atomo aislado hasta el material masivo. Esta nueva estructura electronica les
confiere una respuesta éptica, en particular la resonancia de plasmén superficial (RPS),
que varia con el tamafo. Por lo tanto, se pueden fabricar puntos cuanticos del mismo
material que emiten luz en diferentes longitudes de onda dependiendo de su tamafio,

por lo que son extremadamente Utiles como marcadores bioldgicos.

Atomo Np Material masivo

Figura 5. Evolucion de los estados electrénicos, desde el atomo aislado hasta el material masivo.

Cuando las dimensiones de las particulas de oro son del orden del nanémetro, o
milésima de micrometro, el nUmero de atomos que las constituyen es del orden de
centenas. La mayoria de ellos se encuentran situados en la superficie de las Nps por lo
tanto, las propiedades fisicas de estas, son muy distintas de las que se observan en el
sistema masivo de tamafio macroscopico de la misma composicion quimica. Por otro
lado, resulta importante destacar que en las Au-Nps, los electrones que se encuentran
confinados en su superficie pueden moverse libremente. Bajo ciertas condiciones, se
consigue que dichos electrones se muevan de manera mas o menos ordenada y no al
azar. Este movimiento colectivo (plasmon), origina que las Au-Nps en disolucion

presenten distintos colores segun su tamafio tal como se muestra en la figura 6.
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Figura 6. Variacion del color de soluciones de Nps de oro con el incremento del tamafio de la particula.

En consecuencia, estos plasmones superficiales (PS) juegan un papel importante en las

propiedades opticas de las Au-Nps. De hecho, el maximo de PS caracteristico de Au-

Nps se mantiene a 520nm. sin cambios importantes en la forma del espectro a medida

que el radio de la Nps disminuye (para r(Nps) < 10nm) (véase Figura 7-a), sin embargo,

el maximo del PS de Au-Nps se desplaza hacia longitudes de onda mayores a medida

que el radio de la nanoparticula aumenta (para r(Nps) > 10nm) (véase Figura 7-b).
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Figura 7. a) Espectros de extincion para Au-Nps de diferentes radios, r < 10nm, (b) Espectros de
extincion para Au-Nps de diferentes radios, r > 10nm, ambos tipos de Au-Nps estan en heptano.
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Otra caracteristica de las Au-Nps, es que reaccionan instantdaneamente 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.?® (véase Figura
8).
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Figura 8. Esquema de una Au-Nps funcionalizada con diferentes agentes a través de grupos tiol.

Esta funcionalizacion es usada en la mayoria de los casos para tratar de realzar o
reforzar las propiedades O6pticas caracteristicas de las Au-Nps. De hecho, existe una
relacion entre la intensidad del enlace proveniente de moléculas protectoras
(surfactantes), agentes funcionalizadores, etc., con la superficie de las Au-Nps y las
propiedades Opticas, electronicas y magnéticas de esas Nps recubiertas. Esta
funcionalizacion obviamente afecta la banda de plasmon superficial (PS) de las Au-Nps
en el espectro UV-Vis. En el caso especifico de aplicaciones en el campo de la
biomedicina, la funcionalizacion de Au-Nps tiene como objetivo lograr Nps capaces de
fijarse selectivamente en las células afectadas de cancer, para posteriormente

calentarlas hasta destruir tumores malignos.
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1.2.2.1. PROPIEDADES FISICOQUIMICAS DE LAS NPS

El origen de las propiedades fisicas que presentan las Nps, es doble: (i) la reduccién en
tamafio, que produce cambios en los niveles electronicos de las Nps y (ii) el incremento
de los atomos de superficie respecto a los de volumen. Las propiedades fisicas de las
Nps difieren substancialmente del material masivo de partida de donde se les forma.
Dichas Nps estan conformadas por diez, cientos y miles de atomos de metal. Venta G.
J., reportd una marcada dependencia para la relacién del nimero de atomos de
superficie con respecto a los de volumen con el tamafio de Nps de oro. En particular,
por debajo de 15nm los atomos de superficie superan el 10% del total y su fraccion
aumenta rapidamente a medida que se sigue reduciendo el tamafio. De La Venta G.
J.# llegé a la conclusibn 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.

Las nanoparticulas tienen a menudo singulares propiedades fisicas y quimicas. Por
ejemplo las propiedades electronicas, Opticas y quimicas de las nanoparticulas pueden

diferir en gran medida a las del conjunto macro.

Se pueden observar propiedades dependientes del tamafio, como por ejemplo, el
confinamiento cuantico en particulas semiconductoras, resonancia de plasmoén de
superficie en algunas particulas metdlicas y superparamagnetismo en materiales

magnéticos.

A menudo las Nps tienen propiedades visibles inesperadas porque son lo
suficientemente pequefias como para confinar sus electrones y producir efectos

cuanticos.*°
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e Propiedades 6pticas

Es evidente que la luz desempefia una funcion importante en nuestras vidas, por ello ha
sido estudiada durante siglos. Sin embargo, no han dejado de aparecer fendbmenos
relacionados con la luz que dan lugar a nuevos campos de investigacion, por ejemplo la
plasmonica, la cual estudia las propiedades O6pticas de Nps metalicas. Las Nps
metélicas, ademas de reflejar la luz, contienen un nimero determinado de electrones
libres confinados en un espacio muy pequefio, lo que les confiere propiedades 6pticas

como la resonancia de plasmén superficial (RPS).>

El fendmeno de RPS se manifiesta cuando un haz de luz incide sobre Nps de oro,
produciéndose una oscilacién colectiva de electrones, lo que se traduce a su vez en la
emisioén 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. Esta
propiedad Optica se puede ver claramente en el caso especifico del oro, donde
soluciones de distintos tamafios de Nps presentan colores que van desde el purpura
hasta el marrén. La Figura 6 muestra la variacion del color de las Nps de oro en

solucién en funcion del incremento en el tamafio de la particula.

Cualquier superficie metélica; plana, esférica, cilindrica o de cualquier otra forma, posee
PS. En particulas metalicas, 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.
Para esas longitudes de onda, el campo electromagnético se localiza alrededor de la
superficie del metal. Cuando luz con longitud de onda igual a la de los plasmones
localizados incide sobre la particula metalica, se produce un efecto resonante, que lleva
asociado un aumento enorme de la intensidad del campo electromagnético en las

proximidades de la particula.

La RPS es muy sensible a cambios en la superficie del metal, en particular a cambios

en la funcidon dieléctrica del medio, por lo que se puede usar para la deteccion de
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moléculas adsorbidas en la superficie. Aparecen asi algunas de las aplicaciones, como
son los chips de anélisis de ADN y los dispositivos identificadores de proteinas.*

1.2.2.2. GENERACION DE LAS NPS

Actualmente existe una amplia variedad de métodos para obtencion de Nps. 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 acido urico con borohidruro de sodio para la generacion
de Nps de oro, reduccién de metales de transicidn por via electroquimica y fotoquimica,
etc. Entre los estudios mas relevantes para la generacion de Au-Nps usando métodos
quimicos, se encuentra el de Brust et al.** el cual generé mediante sintesis quimica, Au-
Nps protegidas por dodecanotiol, método que permitié obtener de forma relativamente
sencilla Nps con tamafios bien definidos. Otro ejemplo de métodos quimicos que
permite la fabricacion de Nps metélicas, especificamente de Pd, es la reaccidén redox,
utilizando R4N*"X" como surfactante en tetrahidrofurano. Como precursor del Pd se usa
Pd(NO3), en un exceso de acetato tetrabutilamonio, el nitrato es desplazado por
ligandos de acetato que es mas efectivo, lo que es seguido por la reduccién del Pd*?
gue mediante transferencia de electrones genera conjuntos de Nps estabilizadas de
Pd°.

La molienda de particulas micrométricas, la nanolitografia o la pulverizacion catédica,
evaporacion térmica, y la ablacion laser constituyen ejemplos de los métodos fisicos
mas usados.>® En particular, la ablacion laser se ha convertido en el método fisico mas
utilizado para generar Au-Nps y de otros metales como Ag, Pd, Fe, Cu, etc., en
soluciones tanto acuosas como organicas. En efecto, existen numerosos estudios para
la fabricacién de Au-Nps mediante la ablacién laser. Chen Y. y Yeh C.* usaron la
ablacién laser para sintetizar Nps de plata con la ayuda de surfactantes; dodecil sulfato
de sodio (SDS) y bromuro de cetiltrimetilamonio (CTAB), hallando que pequeiias y
estables Nps, por mucho mas tiempo, eran obtenidas en soluciones de SDS. Asi
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mismo, Mafuné F. et al.,*’

produjo Au-Nps via ablacion laser a partir de ldminas de oro
en solucion acuosa de SDS, encontrando que el tamafio de las Nps disminuian con el
incremento de surfactante. Previamente, Mafuné F. et al.,, en otro trabajo de
investigacion, prepar6 Au-Nps con una amplia distribucion de tamafios via ablacion
laser de placas de oro en solucion acuosa de SDS, encontrando que para ganar una
notable reduccion de tamafio y obtener estables Nps era necesario una concentracion

de SDS por encima de la concentracion micelar critica (CMC).

e Ablacion Laser

La ablacién laser es un procedimiento que se usa para extraer el material de la
superficie de un sélido mediante la irradiacion de esta con un rayo laser pulsado (ver
Figura 9). El proceso se lleva a cabo controlando la duracion de los pulsos laser, que
pueden variar entre unos milisegundos y unos femtosegundos, o controlando la energia
o irradiancia a la cual se trabaja.>® Este control tan preciso hace que la técnica sea muy

valiosa a nivel de investigacion e industrial.

Mag= 400X (bezogen auf 9x12cm) Signal A = SE1

File Name = SEM_012620.tif EHT = 20.00 kV

Figura 9. Imagen de un crater producido por la ablacion laser de una superficie.
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El proceso de la ablacion laser se puede explicar a través de cuatro principales fases: (i)
vaporizacion (i) nucleacion (iii) formacién de aglomerados y (iv) obtencién final de Nps®®

(véase Fig.10)
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Figura 10. Representacién de las cuatro principales etapas involucradas en la sintesis de Nps metélicas
via ablacion laser

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 nucleacion, el
material es convertido en un plasma donde existen combinaciones de diferentes
especies de liquido-metal las cuales presentan distinta temperatura, presion y
composicién. Adicionalmente, en la etapa 2 o “nucleacién”, se forma una densa nube de
atomos 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
embriénicas. Enseguida, en la etapa 3, conocida como formacién de aglomerados o
“clusters”, las Nps embridnicas experimentan procesos de aglomeracion para formar
Nps de mayor tamafo, presentandose dos tipos de tipos de interacciones que compiten
entre si; las interacciones interparticula Nps-Nps y las interacciones de las Au-Nps con
el medio ambiente que rodea la particula, ambos tipos de interacciones determinaran el
diametro final de la particula. Finalmente, una vez culminada la etapa 3, ocurre la Ultima

etapa, es decir, la obtencion final de Au-Nps.
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El fenébmeno 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 la energia es relativamente baja, la superficie del material se
calienta al absorber la energia de los fotones del rayo y sublima, o se evapora. Por el
contrario, cuando la irradiancia es muy intensa, usualmente, el material se transforma
en un plasma.*’ Durante el proceso de la ablacién 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.

Entre las principales caracteristicas de la ablacion laser destacan: (i) las Nps que se
obtienen pueden tener una distribucion de tamafio dispersos y desiguales, una
consecuencia derivada de la tendencia que tienen las particulas a aglomerarse una vez
que el laser incide sobre ellas,** de hecho, Chen Y.y Yeh C., 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,** (i) las propiedades
fisicas de los nanomateriales obtenidos dependen del tamafio de las particulas que los
integran,® (iii) es una herramientas poderosa usada para cambiar el tamafio y la
estructura geométrica de Au-Nps, aprovechando el hecho de que las Au-Nps tienen un
intenso pico caracteristico de PS centrado a 520nm, y (iv) el laser pulsado no requiere
modificar la atmdsfera en la que se va a desarrollar el trabajo y no genera desechos,
por lo que el proceso es muy barato, a juzgar por las cantidades de material masivo que

se necesita para generar las Nps.

1.2.2.3. ESTABILIZACION DE LAS NPS

Con el uso de los métodos de generacién de nanoparticulas que se disponen en la
actualidad surgen problemas a la hora de querer controlar ciertos parametros fisicos
como lo son la distribucion de tamafos de las nanoparticulas generadas y su estructura

morfologica. Esto es debido en gran parte a la tendencia que tienen las nanoparticulas
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a agregarse unas con otras para formar estructuras de mayor tamafio y mas estabilidad.
Es por esto que es necesario el uso de reactivos que permitan minimizar estos efectos

de aglomeracién para realmente poder obtener nanoparticulas estables en el tiempo.

Existen fundamentalmente dos formas de estabilizar las nanoparticulas, estas son: Por

interaccion electrostatica y por impedimento estérico.**

e Estabilizacion electrostatica

Este tipo de estabilizacion se basa en las fuerzas de repulsion debidas al principio de
exclusion de Pauli. El principio de la estabilizacion electrostatica es el de la adsorcion
de iones sobre la superficie electrofilica del metal con el fin de generar una distribucion
de particulas cargadas positiva y negativamente denominada doble capa, ésta doble
capa eléctrica origina fuerzas de repulsién couldbmbicas entre las particulas individuales.
Si el potencial eléctrico asociado con la doble capa es el adecuado, la repulsion
electrostatica generada evita la aglomeracion de las nanoparticulas.*® Por ejemplo este
efecto es observado cuando se generan Au-Nps usando HAuCl, y citrato de sodio con
calentamiento, el citrato reduce el oro (Ill) y genera las particulas coloidales en solucién,
luego una capa de iones citratos presentes en la solucibn son absorbidas en la
superficie de las nanoparticulas generando una doble capa, esto hace que al acercarse
una particula con otra se generen fuerzas de repulsion coulémbicas que las mantienen

separadas unas de otras.

o Estabilizacion estérica.

Los métodos de sintesis de Nps, tanto fisicos como quimicos, originan dos problemas
fisicos que deben ser controlados: (i) la distribucién 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 tamafo y estabilidad. Para minimizar esa tendencia
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de agregacion, es fundamental emplear reactivos que permitan obtener Nps mucho

mas estables en el tiempo.

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 organica 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 soluble en agua, ver figura 11

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

Muchos surfactantes pueden reunirse en el seno de la disolucion en forma de
agregados “micelas” tal como se puede observar en la Figura 12. La dimension 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 inversas. La concentracion en la que
los tensoactivos empiezan a formar micelas es conocida como la concentracion micelar
critica (CMC).*
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Cabezas hidrofilicas

Solucion acuosa

Colas hidrofébicas

Figura 12. 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 idnicos; (i) cationicos, con carga positiva sobre la
parte mas voluminosa de su estructura, (ii) anidnicos, con carga negativa sobre esta
altima, (iii) anféteros, que se comportan como cationicos a valores de pH acidos o
aniénicos en la zona alcalina o (iv) no idnicos, usualmente se presentan en solucion

como iones no disociados, es decir, en particulas no cargadas eléctricamente.

1.2.2.4. CARACTERIZACION DE LAS NPS

La caracterizacion de las Nps de oro puede llevarse a cabo mediante diversas técnicas,
entre las que destacan: la espectroscopia UV-Vis, microscopia electronica, dispersion
dinamica de luz, microscopio de fuerza atdémica (AFM), microscopio de efecto tunel

(STM), entre otras.*®

e [Espectroscopia de UV-Visible

Para comprender el porqué del uso de la espectroscopia de UV-visible para la
caracterizacion de nanoparticulas metalicas es necesario entender primero los
fenbmenos sensibles a ésta técnica que estan presentes en el sistema de

nanoparticulas.



24

Los plasmones superficiales son fluctuaciones en la densidad electronica en la frontera
de dos materiales, o un material y el medio que lo rodea. Los plasmones son las
vibraciones colectivas de un gas de electrones (0 plasma) que rodean la estructura
reticular de un metal. Cuando los plasmones se unen con un foton, la particula
generada es llamada polariton. Este polariton se propaga a lo largo de la superficie del
metal, paralelamente a la interfase metal/dieléctrico, hasta que éste decae, ya sea por
absorcion, donde la energia es convertida en fonones, o por una transicion radiativa a
un foton.

La excitacion de los plasmones superficiales con luz es llamada resonancia de plasmon
superficial (SPR), para el caso de superficies planares, o resonancia de plasmon
superficial localizada (LSPR), para el caso de estructuras metalicas nanométricas.

Este fendmeno es la base de muchas herramientas estandar utilizadas para medir la
absorcién de material en las superficies metélicas planares (generalmente oro y plata) o
en la superficie de nanoparticulas metalicas.*

El componente del campo eléctrico de la luz incidente interactia con la densidad
electronica de cada particula metdlica, causando que la densidad electrénica colectiva
comience a oscilar a una frecuencia que es resonante con la frecuencia de la luz
incidente. La longitud de onda de absorcion de la LSPR es sensible al tamafo,
composicién y forma de las nanoparticulas, asi como también de su orientacion,
espaciado y del ambiente dieléctrico.

Para el caso de las nanoparticulas, las oscilaciones del plasmoén superficial localizado
son las responsables de los intensos colores observados en las soluciones de
nanoparticulas con resonancia de plasmén y también de la gran dispersion que
presentan. Las nanoparticulas de metales nobles muestran fuertes bandas de
absorcion en el visible que no estan presentes en los espectros de sus equivalentes

macro ni en los de los atomos individuales.>®
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Figura 13. Espectro de UV-visible de nanoparticulas de plata (a) y oro (b) donde se observa el
desplazamiento del méximo de absorbancia en funcién del tamafio de la particula.

Otra técnica muy apropiada para la caracterizacion de las Nps de oro es la dispersiéon
dinamica de luz (DLS)

e Dispersion dinamica de luz o DINAMIC LIGHT SCATTERING (DLS).

Una de las técnicas empleadas para determinar el tamafio de particulas es la
Dispersion Dinamica de Luz, la cual también es conocida como Espectroscopia de
Correlaciéon de Fotones. Al incidir un haz de luz monocromatico, como un Laser por
ejemplo, sobre una solucion la cual contiene particulas que siguen un movimiento
browniano, se produce un cambio en la direccion del haz incidente, esto ocurre gracias
a la fluctuaciéon de la constante dieléctrica en la solucién, la cual provoca un cambio en

el campo eléctrico del haz.

La dispersion del haz incidente se da en todas las direcciones, un detector es colocado
a un angulo 6 respecto al haz incidente. Este detector, que generalmente se trata de un

fotomultiplicador, recibe la radiacion que sale dispersada a dicho angulo de la solucion y



26

transforma esa radiacion captada en una sefial eléctrica. Esta sefial eléctrica es llevada
a un sistema de coleccion de datos (computador). EI computador mediante una funcién
de autocorrelacion, relaciona la fluctuaciéon del campo eléctrico con la fluctuacion 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 o
aleatorias, una grafica de esta propiedad fluctuante en funcién del tiempo, decae de
forma exponencial. El tiempo relacionado a dicha relajacion, se conoce como tiempo de
decaimiento, y esta relacionado con el Coeficiente de Difusion D de la solucion y a su
vez este coeficiente esta relacionado mediante la ecuacion de Stoke-Einstein con el

tamafio de la particula.>*

Por su parte, el microscopio electronico usa electrones para iluminar la muestra y crear
una imagen ampliada de la misma, la interaccién del haz de electrones con la muestra
permite obtener informacién sobre su morfologia, composicién y estructura.®® La que
mas comunmente se requiere para cualquier estudio es la microscopia de transmision
electronica (TEM) y la de alta resolucion. Estas técnicas permiten (i) el estudio del
tamafio de las Nps y de su dispersién y (ii) la estructura y morfologia de los &tomos que

se aglomeran formado la Nps.
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2. ANTECEDENTES

En el afio 2006; Chih-Ching H. y Huan-Tsung C., desarrollaron un sensor basado en
nanoparticulas de oro (Au-Nps) para la determinacion de Hg (ll) en soluciones
acuosas. Las moléculas de rodamina B presentan un decaimiento en la sefial de
fluorescencia cuando se adsorben sobre la superficie de Au-Nps. En presencia de iones
metalicos, tales como Hg (Il), las moléculas de RB se liberan de la superficie Au-Nps'y
restablecen de esta manera su sefal de fluorescencia. Ellos mejoraron la selectividad
del sensor aun mas mediante la modificacion de las superficies de Au-Nps con ligandos
tioles (4cido mercaptopropiénico, acido mercaptosuccinico y homocisteina) y la adicién
de un ligando quelante (Acido 2,6-pyridinedicarboxilico) tal como se muestra en la figura
12. Bajo las condiciones Optimas, la selectividad de este sistema hacia Hg (I) frente a
otros iones metalicos en disolucién acuosa resulta ser muy alta (50 veces 0 mas), y el

Limite de deteccion para el Hg (II) en la matriz: agua del estanque fue de 2,0 ppb.*
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Figura 14. Representaciones esquematicas de un nanosensor de Hg (ll) que operan en base de la sefal
de fluorescencia obtenida por la liberacién de RB de una superficie de Au- Nps
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En el afio 2007 Darbha, G.K.; Ray, A.; Ray, C.P. Utilizaron un sensor basado en
nanoparticulas de oro (Au-Nps) para la determinacién de Hg (ll) en muestras de suelo,
agua y peces. Detectaron niveles de mercurio en dichas muestras, con una excelente
sensibilidad (2 ppt) y selectividad para Hg (Il) con respecto a otros iones. Los mejores
resultados se obtuvieron para las muestras de agua, aunque los resultados para las
muestras de suelo y peces estan 2 o 3 ordenes por encima de los valores limites

establecidos por EPA. >*

En el 2007 Chen J, Zheng A, Chen A, Gao Y, He C, Kai X, Wu G, Chen Y. utilizaron
un sensor basado en nanoparticulas de oro (Au-Nps) para la determinacion de Hg (Il)
en muestras ambientales de agua. Generaron Au-Nps via quimica y las modificaron con
acido tioglicolico y un tinte fluorescente (Rodamina 6G). El trabajo se basa en la medida
del decaimiento de la fluorescencia que presentan las moléculas de Rodamina 6G
cuando se adsorben sobre la superficie de las Au-Nps. El rango de concentraciones
otenidos para Hg(ll) va de 5 x 10™° a 3,5 x 10® M con un limite de deteccién de 6,0 x
10-11 M. 55

En el afio 2008 Wang H., Wang Y., Jin J., Yang R. realizaron un sensor basado en
nanoparticulas de oro (Au-Nps) para la determinacion de Hg (Il) en soluciones
acuosas. Generaron las Au-Nps via quimica, y para la determinacién de Hg(ll) usaron
tanto un método colorimétrico (cambio de color) asi como también la medida de la
extincion de la fluorescencia de un tinte. Funcionalizaron las Au-Nps con un tinte
fluorescente y con una tiamina de cadena simple de ADN. Los cambios observados
son: que cuando la solucién cambia de azul-gris a rojo, se registra un decaimiento de la

fluorescencia; en presencia de Hg(ll) la solucién se torna azul-gris y el valor de
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fluorescencia se restablece. El sistema de determinacion de Hg(ll) exhibe un rango de
9,6 x 10® a 6,4 x 10° M con un limite de deteccién de 4,0 x 10 M. *°

En el afio 2009, M. A. Ortega; L. Echevarria; J. Castillo y A. Ferndndez desarrollaron
un sensor de mercurio basado en nanoparticulas colidales de oro. El sensor de
mercurio esta basado en la inhibicion de fluorescencia que ejercen nanoparticulas (Nps)
coloidales de oro sobre la Rodamina560. Las Nps coloidales fueron generadas por la
Ablacién Laser de una placa de oro. En esta solucién se aplicé un flujo de Hg®, producto
de la reduccién de soluciones acuosas de Hg®*, empleando como agente reductor
NaBH,; (Método de Vapor Frio). Se observo un incremento en la emisién de
fluorescencia de la solucion NPS-Rodamina en presencia del Hg®. Estos resultados
pueden ser atribuidos a que el Hg® amalgama la particula, rompiendo de esta manera
su asociacion con el colorante, liberandolo y presentando nuevamente su emision
radiativa caracteristica. Por lo anteriormente expuesto, es posible detectar la presencia
de Hg® en solucién, mediante la determinaciéon de la variacién de la sefial de
fluorescencia. El desarrollo de esta técnica ofrece una nueva oportunidad para la

deteccién del mercurio en soluciones acuosas a niveles de ppb.°’

En el aflo 2010 Wang Y., Yang F., Yang X. realizaron un ensayo para la determinacion
de Hg(ll) en presencia de plomo (lI) usando nanoparticulas de oro modificadas.
generaron Au-Nps via quimica, y las modificaron con una molécula bioldgica (TBA) que
consiste en seis unidades de timidina y nueve unidades de guanosina. Estudiaron
muestras en donde estaban presentes diferentes cationes, y para mitigar la
interferencia de plomo(ll) tomaron la medida de absorbancia a 800nm. En donde se
facilita la medida de Hg(ll) en presencia de plomo(ll). La curva de calibracién evaluada
a 800 nm. para el Hg(ll) presenta un rango de concentracion de 0,39 a 8,89 UM con un
limite de deteccion de 200 nM. Este método da resultados satisfactorios para la

determinacioén de Hg(ll) en muestras de agua. >
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3. OBJETIVOS

3.1. OBJETIVO GENERAL

* Desarrollar un prototipo de sensor basado en nanoparticulas de oro (Au-Nps)

para la determinacion de mercurio.

3.2. OBJETIVOS ESPECIFICOS

* Sintetizar Au-Nps en solucién acuosa via ablacion laser.

» Caracterizar las Au-Nps empleando métodos espectroscépicos.

+ Estudiar el efecto de diferentes concentraciones de mercurio sobre las
propiedades 6pticas de las soluciones de Au-Nps.

» Evaluar un método para la determinacion de mercurio empleando Au-Nps.
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4. METODOLOGIA EXPERIMENTAL

4.1. EQUIPOS.

Para generar las Au-Nps se usa un laser Nd:YAG, aluminio dopado con neodimio y
granate de itrio; Nd: Y3AI5012 modelo Continuum Surelite, con pulsos de 8 ns de
duracion, frecuencia de 10 Hz, de longitud de onda variable: fundamental (A=1064 nm.),
segundo armoénico (A= 532 nm.), y tercer armoénico (A=355 nm.). Para medir la energia
del laser se usa un medidor de energia. Coherent J50, modelo FieldMax Il Top, y para
caracterizar las Au-Nps se usa tanto un espectrometro UV-Vis Ocean Optics Inc.,
modelo LS-I, como un equipo de Dispersion Dinamica de Luz.

4.2. REACTIVOS

Dodecil Sulfato de Sodio (SDS) 95,0%, Placa de oro 99%, cloruro de mercurio (HgCl),
borohidruro de sodio (NaBH,), acido clorhidrico (HCI), acido nitrico (HNO3), cloruro de

estafio (SnCly) y como solventes agua destilada y etanol absoluto 99,8%

4.3. ESQUEMA EXPERIMENTAL

La parte experimental de este trabajo consta de tres etapas a saber: Generacion de las
Au-Nps, caracterizacion de las Au-Nps y determinacion del mercurio (l) en soluciones

acuosas. A continuacion, se discutirdn cada uno de ellas.

4.3.1. OBTENCION DE Au-NPS POR ABLACION LASER.

La ablacion laser se ha utilizado para la obtencién de nanoparticulas de metales tales
como Pt, Pd, Ag y Au. Diversos estudios demuestran la versatilidad de la ablacion laser
entre ellos el trabajo de Mafuné F. et al, ellos prepararon Au-Nps con una amplia
distribucion de tamanos, via ablacion laser de placas de oro en solucion acuosa de
SDS.* En este sentido, se propone seguir su metodologia para obtener las Au-Nps en

el laboratorio.
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e Preparacion de las muestras

Las Au-Nps deben ser generadas en un medio que evite su posterior aglomeracion; es
por ello que para la estabilizacion de las Au-Nps generadas, se emplea Dodecil Sulfato
de Sodio (SDS) como tensoactivo. Se prepara una solucion de concentracion de 4,5E-
2M. Los viales y todo el material de vidrio, se lavan con etanol y se secan
apropiadamente. Antes de afiadir la solucion de SDS en el vial, es necesario filtrarla,
para ello se emplea un filtro millipore de 0,45 um. y una jeringa que se ajuste al mismo.
También la placa de oro se lava con etanol y se deja secar antes de colocarla en el vial.
En un vial limpio y seco, se coloca una placa pequefia de oro acompafiada de 4,5mL.

de la solucién acuosa de SDS previamente filtrada.®

e Montaje y Procedimiento Experimental

Una vez que los viales estan preparados se procede a la generacion de las Au-Nps en
solucion acuosa de SDS, empleando la técnica de la ablacion laser, siguiendo el

montaje experimental de la figura 15.

LASER

Espejo Dicroico 1

Contiuum Surelite

Espejo Dicréico 2

D Lente Acromética
ae

Vial con solucién de
SDSy placa de oro

Figura 15. Montaje experimental para la generacion de Au-Nps.por ablacién laser; el segundo espejo
dicroico esta colocado a 45° y la lente acromatica es usada para enfocar el haz sobre la placa de oro.
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Antes de comenzar el proceso de ablacion, siempre es importante determinar la energia
del haz sobre la superficie de la placa de oro. Para ello, una vez estabilizado el laser
por espacio de 15 minutos, se mide la energia del haz usando un medidor de energia
(Coherent J50, modelo FieldMax Il Top)

Una vez determinada la energia, se coloca el vial con la lamina de oro en la zona donde
se encuentra enfocado el haz y se realiza la ablacién por el tiempo requerido. A medida
que el laser incide sobre la placa de oro, la solucion se colorea, lo que indica la

presencia de Au-Nps en el medio.

4.3.2. CARACTERIZACION DE LAS NPS.

Una vez que se obtienen las condiciones para generar las Au-Nps., el siguiente paso es
caracterizarlas, es decir, se debe buscar informacién en cuanto al tamafio y la
distribucion de las Au-Nps obtenidas. Para ello se usan dos técnicas: Espectroscopia

UV-Vis y dispersion dinamica de la luz.

e [Espectroscopia UV-Vis

Se utiliza la espectroscopia UV-Vis con el fin de obtener los espectros correspondientes
a las Au-Nps generadas y de esta manera obtener informacion sobre el maximo de

absorbancia, desplazamientos en la longitud de onda y la forma de los espectros.

Esto se lleva a cabo, empleando el Espectrofotdmetro de UV-Vis Ocean Optics, modelo
LS-I y el programa utilizado para la adquisicién de datos es el OOl Base32, v2.0.1.4 tal

como se muestra en la figura 16.
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Figura 16: Elementos del equipo empleado para la obtenciéon de espectros de absorciéon UV-Vis de las
Nps de oro generadas; (1) ldmpara de tungsteno de Ocean Optics Inc., (2) porta muestra, (3)
espectrometro UV-Vis USB 2000 Ocean Optics Inc., (4) computadora para la adquisicion de datos.

e Dispersion Dinamica de Luz

La dispersion dindmica de la luz se utiliza para obtener datos acerca de la distribucion
de las Au-Nps y el diametro promedio de dicha distribucion. En la figura 17 se observa
el esquema del equipo de Dispersiéon Dinamica de Luz disefiado en el Laboratorio de
Espectroscopia Laser de la Facultad de Ciencias de la Universidad Central de

Venezuela.
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Laser Lente focahzadora

Camara para la celda

| Espeios
1 2 /
W.ﬂ _— Amplificador
Polanizadores -_F
Detector

Computadora

Figura 17: Esquema del equipo de Dispersion Dindmica de Luz empleado para la obtencion de la
distribucion de las Nps de oro y el diametro medio de dicha distribucion.
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Para realizar la medicion, se enciende primeramente el l4ser, se coloca la celda que
contiene la muestra de Au-Nps 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
adquisicién de datos dls.cumulante.vi (Figura 18), se enciende el detector (TFM) y se
aumenta el voltaje.

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 maximo, numero de medidas, etc.). Una vez establecidas las
condiciones, se adquiere la medida y se guarda el archivo de datos con la distribucion

de tamanfos y el diametro promedio
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Figura 18: Programa para la adquisiciéon de datos, distribucion de Nps y sus didmetros medios e
hidrodinamicos.

4.3.3. DETERMINACION DE MERCURIO

Una vez caracterizadas las Au-Nps, se procede a elaborar un prototipo de sensor para
determinar Hg. Para ello las Au-Nps obtenidas y caracterizadas se ponen en contacto
con soluciones de distintas concentraciones de mercurio (II) esto se hace inicialmente

de manera directa y luego a través del disefio de un reactor sencillo para generar
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hidruros, el generador de hidruros usa como agente reductor el Borohidruro de sodio.
Luego de burbujear el vapor de mercurio producido, se toma el espectro UV-Visible de
las soluciones resultantes, en la figura 19 se muestra un esquema para este

experimento.

Hg(0)
)

£41 Espectrometro
NaBHs »—! ) l UV-visible

Hg(ll) Medio Sol. Au-Nps

acido

Figura 19. Esquema del sistema para la generacién de vapor de mercurio.

Una vez disefiado el prototipo de sensor, se evalla su potencial analitico mediante el
calculo de las figuras de mérito tales como limite de deteccion (LOD), limite de
cuantificacion (LOQ), el rango dinamico lineal o el limite de linealidad (LOL) y estos
valores son comparados con los obtenidos por la técnica de fluorescencia atomica con

vapor frio.
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5. RESULTADOS EXPERIMENTALES Y DISCUSIONES

5.1. EFECTO DE LAS CONDICIONES EXPERIMENTALES SOBRE LA
GENERACION DE Au-NPS VIA ABLACION LASER

En primer lugar, se realizé un estudio para determinar el alcance e influencia de ciertas
condiciones o variables experimentales de la ablacion laser, sobre los espectros de
absorcién, la distribucion de tamafios y las propiedades oOpticas de las Au-Nps
generadas. Las variables experimentales que se modificaron son: concentracién del
surfactante [SDS], energia del laser y tiempo de ablacion. Se trabajé a la longitud de

onda fundamental (532 nm) y a una frecuencia fija de 10 Hz.

5.1.1. INFLUENCIA DE LA CONCENTRACION DEL SURFACTANTE

Se utiliz6 el surfactante anionico dodecil sulfato de sodio (SDS) para la estabilizacion de
las Au-Nps generadas por ablacién laser. EI SDS proporciona una estabilizacion
estérica, a través de la cual permite tener control sobre la distribucion de tamafios y
estructura de las Au-Nps generadas evitando, a su vez, los procesos de aglomeracion
que tienden a experimentar las mismas. Se prepar6 una solucion de SDS de
concentracion 4,5E-2M, y a partir de esta se realizaron las diluciones de 4,5E-3M y
4,5E-4M para asi estudiar la influencia de estas concentraciones en la sintesis de las
Au-Nps. En la Tabla 1, se pueden apreciar las concentraciones de SDS que se

emplearon para la sintesis de Au-Nps por ablacién laser.

Tabla 1. Soluciones acuosas de SDS utilizadas

[SDS] (mol/L) Dilucion realizada (mL.)  Volumen final (mL.)

(4,5+-0,2)E-2 - 500,00

(4,5+-0,2)E-3 10 en 100 100,00
(4,50+/-0,02)E-4 1len 100
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Una vez preparadas las soluciones acuosas de SDS, se llevo a cabo la sintesis de Au-
Nps via ablacion laser siguiendo el procedimiento mencionado en la parte experimental.
Se ensayo0, por duplicado con cada concentracion, a un tiempo de ablacion de 20
minutos y a una energia fija de 80,0mJ. La Tabla 2, muestra el rango de
concentraciones de SDS que se emplearon, las condiciones de generacién de cada

grupo de Au-Nps y los diametros promedios obtenidos.

Tabla 2. Condiciones experimentales empleadas para la generacibn de Au-Nps via ablacion laser.
Influencia de la concentracion del estabilizante.

Muestra [SDS] Energia T. de ablacion. Max. de abs. Didmetro prom.
(mol/L) +-0,1(mJ.) +-1(min.) +-0,01(nm.) +-0,01(nm.)
1 (4,5+1-0,2)E-2 80,0 20 493,25 23,20
2 (4,5+-0,2)E-3 “ “ 496,74 32,80
3 (4,50+/-0,02)E-4 “ “ 500,92 47,20

En la Figura 20 se puede observar en (a) la variacion de la distribucion de las Nps con
el didametro de las mismas; medidas con una apreciaciéon de +-0,0lnm. y en (b) el
espectro UV-Vis de las Au-Nps generadas, medido con una apreciaciéon de +-0,01nm.
Estos complejos Au-Nps-SDS fueron generados por duplicado, bajo las siguientes
condiciones experimentales: (i) energia del laser de 80,0mJ, (ii) tiempo de ablacién de
20 minutos y (iii) se emplearon tres diferentes concentraciones de SDS: 4,5E-2M, 4,5E-
3My 4,50E-4M.
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Figura 20. (a) Distribucion de Au-Nps en funcién del didmetro de las mismas y (b) espectros de
absorbancia de Au-Nps en funcion de la longitud de onda. Condiciones experimentales de ablacién para
la generacién de los complejos Au-Nps-SDS: 80,0mJ.de energia, 20 minutos de ablacion y soluciones
acuosas de concentracion de SDS de 4,5E-2M, 4,5E-3M y 4,50E-4M.

En la figura 20-(a) se aprecia, que cuando se usan concentraciones de surfactante de
4,5E-4M, las moléculas de SDS resultan ineficientes para proteger a las Au-Nps. Y por
lo tanto, se obtienen particulas de mayor tamafio. Por el contrario, con concentraciones

elevadas de surfactante (4,5E-2M) las moléculas de SDS protegen mejor y mas
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efectivamente a las Au-Nps generadas, esta concentracion permite preparar
selectivamente Au-Nps con didmetros medios de 20,00nm. con respecto a aquellas Au-
Nps sintetizadas en soluciones acuosas de concentracion 4,5E-3M y 4,5E-4M de SDS,
cuyos diametros medios e hidrodinamicos fueron de 32,80nm y 47,20nm
respectivamente. La Figura 21 muestra la fotografia de los complejos Au-Nps-SDS
generados.

Figura 21. Complejos de Au-Nps-SDS, sintetizados bajo las siguientes condiciones experimentales:
80,0mJ. de energia, 20 minutos de exposicion de la placa de oro al laser y soluciones acuosas de
concentracién de SDS de 4,5E-2M, 4,5E-3M y 4,50E-4 M respectivamente.

En la literatura se reporta que Yamada K., et al.®*

encontraron que los procesos de
agregacion de las Au-Nps se favorecian cuando la concentracion de SDS disminuia
hasta llegar a ser muy diluidas, mientras que las soluciones concentradas de SDS

promovian la obtencion de Au-Nps mucho mas esféricas y de diametro medio reducido.

En los espectros de absorbancia de la figura 20-(b) se notan tres hechos relevantes: (i)
un infimo desplazamiento de la banda de plasmoén superficial (PS), que indica la
variacion del diametro promedio de particulas (ii) incrementos en el pico de maxima
absorcién, que pone de manifiesto la cantidad de Au-Nps generadas en el medio; por
Ley de Beer, se sabe que la absorcion es directamente proporcional a la cantidad de

analito capaz de absorber radiacion, y (iii) a medida que se incrementa la concentracion
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del estabilizante, el pico de méxima absorbancia de las Au-Nps también aumenta, a su
vez se observa que la mayor cantidad de Au-Nps se obtuvo usando concentraciones
altas del estabilizante (4,5E-2M). Este comportamiento se debe a la reduccion de
tamafo progresivo de las Nps inducido por aumentos en la concentracion del
estabilizante. A medida que las Au-Nps disminuyen de tamafio son capaces de
absorber mas energia. Esta tendencia se observo en los espectros obtenidos en la
figura 20-(b), Adicionalmente, al observar el espectro obtenido para las muestras de Au-
Nps sintetizadas en una solucién acuosa de concentraciéon de SDS de 4,5E-4M, se ve
que tiene un maximo de absorcidon considerablemente menos intenso que el resto de
las muestras generadas al mismo tiempo de ablacion (20 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 Au-Nps en coloides de un tamafio mucho

mayor.

5.1.2. INFLUENCIA DE LA ENERGIA DEL LASER

En base a los resultados presentados, se decidid trabajar, con una concentracion de
SDS de 4,5E-2M para la generacion de las Au-Nps; también se utiliz6 un rango de
energias entre 60,0 y 120,0mJ. Esto con el fin de lograr: (i) la mayor cantidad de Au-
Nps, (i) menor didmetro 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 la concentracién de SDS a emplear, se procedié a estudiar el efecto
de la energia tanto sobre la distribucion de tamafios de las Au-Nps generadas asi como
también sobre sus espectros de absorbancia, para ello se prepararon los complejos Au-

Nps-SDS que se muestran en la Tabla 3
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Tabla 3. Condiciones experimentales empleadas para la generacion de Au-Nps, via ablacién laser.
Influencia de la energia del laser.

Muestra [SDS] Energia T. de ablacion.  Max. de abs.  Diametro prom.
+-0,2E-2(mol/L)  +-0,1(mJ.) +-1 (min.) +-0,01(nm.) +/-0,01(nm.)
4 4,5E-2 60,0 10 495,35 47,20
5 “ 80,0 “ 498,83 37,20
6 “ 100,0 “ 485,56 12,52
7 “ 120,0 * 498,83 23,20
8 “ 60,0 20 496,74 49,40
9 “ 80,0 “ 492,20 45,50
10 “ 100,0 “ 491,16 13,20
11 “ 120,0 “ 500,92 43,00
12 “ 60,0 30 504,40 62,60
13 “ 80,0 “ 498,83 47,00
14 “ 100,0 “ 501,97 23,20
15 “ 120,0 “ 505,06 47,70

En la Figura 22 podemos notar en (a), (c) y (e) la variacidén de la distribucion de las Au-
Nps con el diametro de las mismas con una apreciacion de +-0,01nm. y (b), (d) y (f) el
espectro de absorbancia de las Au-Nps medido con una apreciacion +-0,01lnm. Los
complejos de Au-Nps son generados por duplicado, bajo las siguientes condiciones
experimentales: (i) cuatro diferentes energias del laser de 60,0, 80,0, 100,0 y 120,0 mJ,
respectivamente, (ii) tiempo de ablacién de 10, 20 y 30 minutos y (iii) una solucién

acuosa de concentracion de SDS de 4,5E-2M.



43

1,2E+19 +60ml C e
106+17 +18 -
v 50m! 1,08#17 4 2,5E+18 )
I OE#16 4
10EH13 + 100m! :;E f; : x
DE#L6 { 2,08+18 |
5,0E¢18 o 120ml . J
. B . 70E+16 |
2 ¢ g £ .
| B 60616 | _—
2 PO 2 508016 | .
z Ly " g 164
S gpeEl L, , £ 408181, S 0RE L L.
L , 306 0 . . : AR
2088 | ¢ ) T 208416 1+ gt T L s .
ot o 1,08416 {* /0 ' 50617 ¢ C0
Pt ' ] . VIR fee \
0,0E+00 eebeer——— e —a— 0,08#00 L. . CHN S - ¢ I .
0,00 50,00 100,00 150,00 0.0¢ 0.0 00,01 0,00 00,01 i .
0,00 50,00 100,00 15000 200,00 008400 WF R
Diametro (nm.) d f 0,00 100,00 200,00
Diametro nm.) i nm)
]
—~60m) iametra (nm.)
075 ——30m 11 »
07 I\ ——100mJ
71N —120m) 14 1A N
05 A
o 09 09
055 . 08 4 - \\: 08 4
s 3 g WY
Y A AR
<05 YR \ €07
W
045 05 - A\ 05 -
04 |
05 \' 05 - \
025 N \ ¥
0,3 04 A : — 04 1 - - —
' - 350 450 550 850 350 450 550 650
A (nm.)
' Alnm.)
: 30min
20min. :

Figura 22. (a) (c) y (e) Distribucién de Au-Nps en funcién del diametro de las mismas y (b), (d) y (f)
espectros de absorbancia de las Au-Nps en funciéon de la longitud de onda. Condiciones experimentales
de ablaciéon para la generacién de los complejos Au-Nps-SDS: 60,0, 80,0, 100,0 y 120,0mJ
respectivamente, 10, 20 y 30 minutos de exposicion de la placa de oro al laser y solucion acuosa de
concentracién de SDS de 4,5E-2M.

En la figura 22-(a) y 22-(c) se aprecia que a medida que se incrementa la energia sobre
la placa de oro se generan nanoparticulas de menor diametro, es decir, el diametro
medio de la particula decae progresivamente con el aumento de la energia del laser;
mientras que en la figura 22-(c) se observa una distribucion de tamafio mayor,
obteniéndose a su vez Au-Nps de diametro medio mayor. Por otro lado, en la figura 22-

(b), 22-(d) y 22-(f) se puede observar que a medida que se incrementa la energia, el

300,00
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pico de méxima absorcion de las Au-Nps de también aumenta. En la literatura se
reportan resultados espectrales similares a los que se hallaron, adjudicandolos al
fenbmeno conocido como la “reduccion de tamano 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 23 muestra la fotografia los complejos Au-Nps-SDS sintetizadas bajo las

condiciones experimentales descritas anteriormente.

Figura 23. Complejos de Au-Nps-SDS, sintetizados bajo las siguientes condiciones experimentales: 60,0,
80,0, 100,0 y 120,0mJ de energia, 10, 20 y 30minutos de exposicion de la placa de oro al laser y una
soluciéon acuosas de concentracion de SDS 4,5E-2M.

El resultado observado en las partes (a), (c) y (e) de la figura 22 se debe al
refraccionamiento o fendmeno de fraccionamiento inducido por laser de las Au-Nps de
didmetro promedio mayor, las cuales se encuentran ya formadas y presentes en el
medio y que estan siendo nuevamente irradiadas. Mafuné F., et al. en el afio 2001,
llegaron a un resultado similar; ellos observaron que el tamafo de la particula disminuia



45

a medida que se incrementaba la fluencia del laser; atribuyendo estos resultados al
fendmeno de fragmentacion inducido por laser. Asi mismo, Mafuné F., et al., reportaron
que el diametro de las Au-Nps se reduce drasticamente cuando se emplean altas
fluencias del laser, llamando a este fenGmeno como proceso de reduccion de tamano.
Mafuné F., et al. Llegaron a la conclusion que cuando el PS de las Au-Nps en una
solucion de SDS es excitado por la irradiacion del laser, la energia del fotdn es
rapidamente transformada en modos internos de la Nps como calor, durante un pulso,
la nanoparticula absorbe muchos fotones, aumentando su temperatura vy
posteriormente fragmentandose. Después de un pulso del laser, el calor se difunde
dentro de la solucién 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 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.®®

describieron dicho fendmeno para Au-Nps irradiadas con
laser. Cuando el laser irradia una Au-Nps el PS de esta comienza a absorber fotones y
los electrones son excitados, producto de la absorcién. Una vez absorbidos, gran parte
de la energia de estos fotones es convertida rapidamente en calor, lo que genera un
incremento significativo en la temperatura de la Nps. La reduccién de tamafio se origina
debido a la vaporizacién de la particula de oro, cuando la temperatura de la solucion
coloidal de las Nps alcanza el punto de ebullicion, atomos y pequefas particulas son
eyectados a través de la vaporizacion y como resultado las particulas son reducidas de

tamafo. La cantidad de atomos eyectados depende de la energia del laser.
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5.1.3. INFLUENCIA DEL TIEMPO DE ABLACION

Para esta parte de la investigacion, se estudié como el tiempo de ablacién influye sobre
las caracteristicas espectrales UV-Vis de las Au-Nps generadas. Los resultados
obtenidos, sugieren que el uso de una concentracién de 4,5E-2M de SDS y un elevado
valor de energia se traducen en una mayor cantidad de Au-Nps generadas con menor
diametro medio. Por lo tanto, para este estudio se sintetizaron muestras de Au-Nps con
altos valores de energia manteniéndose la concentracion del estabilizante en 4,5E-2M y
modificAndose el tiempo de exposicion de la placa de oro al laser (véase Tabla 4).

Tabla 4. Condiciones experimentales empleadas para la generacion de Au-Nps, via ablacién laser.
Influencia del tiempo de ablacién.

Muestra [SDS] Energia T. de ablacion.  Max. de abs.  Didmetro prom.
+-0,2E-2(mol/L)  +-0,1(mJ.) +-1 (min.) +-0,01(nm.) +-0,01(nm.)
16 4,5E-2 100,0 10 485,60 12,52
17 ¢ ¢ 20 491,20 13,12
18 “ “ 30 501,90 23,20
19 “ 120,0 10 498,80 23,20
20 “ “ 20 500,90 43,00
21 “ “ 30 505,10 47,70

Una vez que se inicia la ablacion sobre la placa de oro y el tiempo de exposicion
transcurre, se observa que la solucibn cambia de incolora a diferentes tonalidades
rosado-morado, lo que indica la presencia de Nps en el medio, como se muestra en la

figura 24.
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Figura 24. Complejos de Au-Nps-SDS, sintetizados bajo las siguientes condiciones experimentales: 10
20 y 30 minutos de exposicion de la placa de oro al laser, 100,0 y 120,0mJ de energia y una solucion
acuosas de concentracion de SDS 4,5E-2 M.

En la Figura 24 se observan soluciones de Au-Nps de diferentes intensidades de color.
Segun el tiempo de exposicién, la tonalidad de la solucién coloidal de Au-Nps-SDS
varia de manera significativa, se pueden apreciar soluciones de tonalidad mas intensa
indicando una mayor cantidad de particulas y por lo tanto presentando espectros de
absorcion mas intensos (véase (b) y (d) en la figura 25).

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.

La Figura 25 muestra en (a) y en (c) la distribucion de las Au-Nps en funcion del
didametro de las mismas con una apreciacion de +-0,01nm. y en (b) y (d) el espectro UV-
Vis. de las Au-Nps. Las muestras fueron generadas por duplicado, bajo las siguientes
condiciones experimentales: (i) energia del laser de 100,0mJ y 120,0mJ, (ii) tiempo de
ablacion de 10, 20 y 30 minutos Yy (iii) una solucion acuosa de concentraciéon de SDS
4,5E-2M.
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Figura 25. (a) y (c) Distribucion de Au-Nps en funcién del didmetro de las mismas empleando distintos
tiempos de ablacién; y en (b) y (d) espectros de absorbancia de Au-Nps en funcién de la longitud de
onda. Condiciones experimentales de ablacion para la generacion de los complejos Au-Nps: 100,0mJ y
120,0mJ, y una solucién acuosas de concentracion de SDS de 4,5E-2M

En la figura 25-(a) y 25-(c) se puede apreciar como el diametro de particula se

incrementa a medida que aumenta el tiempo de ablacion utlizado. La tendencia

obtenida sugiere que el diAmetro se mantiene relativamente constante para intervalos

pequefios de tiempo, es decir, de 0 a 10 min se obtienen particulas de diametro similar,

de 10 a 20 min se obtienen particulas de diametro similar pero de mayor magnitud en

comparacion a los obtenidos para el intervalo de tiempo anterior y asi sucesivamente.
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En cuanto al ancho de la distribucién de tamafios, se puede ver como esta también se
incrementa a medida que se utiliza un tiempo de ablacion mayor. Esta tendencia tiene
gue ver con el incremento en el nimero de particulas generadas dentro del medio, que
a su vez favorece poco a poco la agregacion de las mismas y por lo tanto la obtencién
de una poblacién de Au-Nps con una mayor variedad de tamafios. Los cambios en la
forma de las distribuciones a medida que se incrementa el tiempo de ablacion pueden
ser observados en la figura 25-(a) y 25-(c). En cuanto a los espectros de absorcion
obtenidos (figura 25-(b) y 25-(d)), se observa un aumento en la absorcion a medida que
se incrementa el tiempo de ablacion. Esto se debe a que, el incremento en la absorcion
esta asociado con el numero de Au-Nps en el medio, ya que por Ley de Beer se sabe
que la absorcion es proporcional a la cantidad de sustancia capaz de absorber
radiacion en el medio.

En las figuras 25-(a) y 25-(c) se puede apreciar que el diametro de particula se
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. Mientras que cuando el tiempo de ablacion se incrementa, por
encima de 15 minutos, las Au-Nps experimentan cambios bastantes apreciables en su
tamafio, es decir, de 10 a 30 minutos, el diAmetro de las Nps varia desde 12,52 hasta

23,20nm. para 100,0mJ de energia y de 23,20 a 47,70nm. para 120,0mJ de energia.

5.1.4. ESTABILIDAD DE LAS Au-NPS EN EL TIEMPO

.84 estudiaron la estabilidad de una serie de

En el afo 2006, Taranseko N. et a
complejos de Au-Nps, 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 agregacion en el tiempo. En esta parte de la investigacion, se estudio la
estabilidad temporal de las Au-Nps generadas en soluciones acuosas con altas
concentraciones de SDS, para ello se selecciono una muestra de Au-Nps. Una vez que

esta muestra fue sintetizada, se estudiaron los cambios que se producen en los
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diametros (medio e hidrodinamico) con el tiempo. En la tabla 5 se pueden observar los

valores obtenidos.

Tabla 5. Condiciones experimentales empleadas para la generacion de Au-Nps, via ablacién laser.
Estabilidad en el tiempo de las Au-Nps.

Muestra Tiempo [SDS] Energia  T.de ablacion. Max. de abs. Diametro prom.
transcurrido.  +-0,2E-2(mol/L)  +-0,1(mJ.) +-1 (min.) +-0,01(nm.) +-0,01(nm.)
22 Base 4,5E-2 80,0 20 488,71 15,56
“ 1 hora - - - 491,16 26,40
¢ 2 horas - - - 494,30 30,80
“ 1 dia - - - 500,92 35,60
“ 2 dias - - - 506,14 41,00
“ 1 semana - - - 508,23 47,20
“ 2 semanas - - - 514,13 62,60

En la figura 26 se puede notar en (a) un aumento progresivo del diAmetro medio de las
Au-Nps amedida que transcurre el tiempo. Esta tendencia sugiere que existen procesos
de agregacion que experimentan las Au-Nps durante una etapa que denominamos
“maduracién o envejecimiento de las Au-Nps”. Estos resultados demuestran que los
complejos Au-Nps no funcionalizados, generados en soluciones acuosas 4,5E-2M de
SDS, resultan dramaticamente inestables en el tiempo. Al mismo tiempo en la figura 26
se muestra en (b) como el maximo de absorbancia, correspondiente al PS de las Au-
Nps se desplaza hacia longitudes de onda mayores; esto se debe principalmente al
aumento progresivo del diametro promedio de las Au-Nps que estan sufriendo un
proceso de envejecimiento.

Entonces, a pesar de que la concentracion 4,5E-2M de SDS permite obtener mayor
cantidad de Au-Nps con menor tamafo, sus diametros medios e hidrodinamicos se

incrementan muy rapidamente a medida que transcurre el tiempo.
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Figura 26. (a) Efecto de los procesos de agregacion sobre la distribucién de tamafios de las Au-Nps. (b)
Efecto de los procesos de agregacion sobre la forma de los espectros de las Au-Nps. Condiciones
experimentales bajo las cuales se generaron las Nps de oro: 80,0mJ, concentracion de SDS 4,5E-2M y

tiempo de ablacion de 30 minutos.
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5.2. DETERMINACION DE MERCURIO

Una vez que las Au-Nps son sintetizadas y caracterizadas, dichas Au-Nps son usadas
como sensor para determinar mercurio (lI) en agua; para ello las soluciones de Au-Nps
son puestas en contacto con: (i) soluciones acuosas de mercurio (II) de manera directa
y (ii) soluciones acuosas de mercurio (ll) a través de un generador de hidruros, usando

como agente reductor borohidruro de sodio, para producir vapor de mercurio (0).

5.2.1. SENSIBILIDAD DEL SISTEMA DE Au-NPS A DIFERENTES
CONCENTRACIONES DE SOLUCIONES ACUOSAS DE MERCURIO (I1)

En esta parte de la investigacion, para la determinacion de mercurio (lI) se toman
alicuotas conocidas de la solucién de Au-Nps y se colocan en un vial; luego a estas
soluciones se les agrega un volumen de concentracion conocida de solucién de
mercurio (Il) tal como se muestra en la tabla 6. Posteriormente se toma la medida de los
espectros UV-Visible de las muestras obtenidas.

Tabla 6. Condiciones para observar la respuesta de las Au-Nps a soluciones de diferentes
concentraciones de mercurio (lI)

Muestra Volumende  Volumen de sol. Concentracion de
Au-Nps. de Hg(ll) sol. Hg(l1)
+-0,01(mL.) +-0,01(mL.) (ppb)

1 3,00 0,00 0,0

2 “ 2,00 1,00+-0,01

3 “ 5,00+/-0,02

4 ‘ “ 10,0+-0,1

5 “ “ 50,0+/-0,2

6 “ “ 500+/-1

7 “ “ 1000+-3

En la figura 27 se observan los espectros UV-Visible tomados para las muestras.



53

1.2

1,1

0,9
208
0,7 -
0,6 b
0,5

0,4
350 450 550 650

Figura 27. Espectros UV-Visible de las muestras de Au-Nps en presencia de soluciones de diferentes
concentraciones de mercurio (11)

En la figura 27 se observa que ocurre una disminucion drastica del valor de la sefial de
absorbancia con la presencia de mercurio; esto debido principalmente al proceso de
dilucion al que son sometidas las Au-Nps. Al incrementarse el volumen total de la
solucion el maximo de absorbancia que corresponde al plasmén superficial se ve
afectado de manera que disminuye su valor. Adicionalmente en la figura 27 se puede
apreciar que para diferentes concentraciones de mercurio (Il) se obtienen valores muy
similares de absorbancia; los resultados muestran que existe una relacion de
absorbancia con la concentracibn de mercurio. Esto se debe a que ocurre una
asociacion favorable entre las Au-Nps y el mercurio (se forma una amalgama entre
ellos) de esta manera al quedar una menor cantidad de Au-Nps en el medio, se observa
una disminucion del valor de la sefial de absorbancia. En el caso de la especie ionica
Hg?* ocurre una interaccién de tipo fisica entre el ion Hg®" y las Au-Nps, similar a la
mencionada, pero dicha interaccién es muy pobre; es por ello que no se observa

cambios aparentes entre concentraciones de diferentes valores.®® sin embargo, para
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poder observar un cambio en la absorbancia, con las concentraciones de Hg?* es
necesario aumentar la fuerza de dicha interaccion a través de la funcionalizacion de las
Au-Nps. Tal y como lo reportan Chih—Ching H. et al. en el afio 2006 ellos desarrollaron
un sensor basado en nanoparticulas de oro (Au-Nps) para la determinacion de Hg (Il)
en soluciones acuosas; ellos mejoraron la selectividad del sensor mediante la
modificacion de las superficies de Au-Nps con ligandos tioles y la adicion de un ligando
quelante; de esta manera los iones Hg?* son atrapados por los ligandos asociados a las
Au-Nps. Dicho sensor presento un LOD de 2,0ppb de Hg** en medidas realizadas en

agua de estanque.®®

5.2.2. RESPUESTA DE LAS Au-NPS A DIFERENTES CONCENTRACIONES
DE MERCURIO (Il) USANDO EL METODO DE GENERACION DE VAPOR.

Para evitar la funcionalizacién de las Au-Nps, que acarrea un proceso largo y costoso
en cuanto a la generacion de Au-Nps; se prueba la generacion de vapor frio; usando el
borohidruro de sodio como agente reductor, y de igual manera eliminar toda fuente de
interferencia, ya que el mercurio es el unico metal que forma vapor atémico a bajas

temperaturas.

Luego de probar la adicion de soluciones acuosas de mercurio (II) de manera directa;
se procede a determinar mercurio (II) usando el método de generacion de vapor. Para
ello a las soluciones de Au-Nps, se les hace pasar una corriente de Hg° procedente de
la reduccion del Hg?* en solucién; en este caso se usa como agente reductor el NaBH,

y toda la reaccion se conoce como método de vapor frio:

BH,  + 80H™ + 4Hg* — 4Hg° + BO,  + 6H,0
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Este Hg producto de la reaccién de reduccion, se genera en forma de vapor y el mismo
es burbujeado en las soluciones que contienen las Au-Nps tal como se muestra en la

figura 28.

3]
o

T g NaBH4
3,0cm
_L / . |—1 .Scm—{

9,0cm 'I’ Y
6,0cm E
l Hg(0)

}—2,5cm |

Hg(ll) Medio
acido Sol Au-Nps

Figura 28. (a) dimensiones del reactor para el sistema. (b) sistema para la generacién de vapor de
mercurio.

En la generacion de vapor de mercurio, es necesario trabajar en medio &cido para
favorecer la reaccion de reduccion; con este fin se utiliza una solucion al (5,00+-0,01)%
de HNO3; como agente reductor se prepara una solucion al (0,20+-0,01)% de NaBHy; y
finalmente a fin de observar cambios se trabajé con diferentes concentraciones de Hg**

tal como se muestra en la tabla 7:
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Tabla 7. Condiciones para observar la respuesta de las Au-Nps a diferentes concentraciones de mercurio

(I1). Técnica de vapor frio.

Muestra Volumende  Volumen de Volumen de Volumen de Concentracion
Au-Nps. sol. de Hg(ll) HNO3((5,00%) NaBH, (0,20%) de sol. Hg(ll)
+-0,01(mL.) +-0,01(mL.) +-0,01(mL.) +-0,1(mL.) (ppb)
1 3,00 0,0 1,00 4,0 0,0
2 “ 3,0 “ “ 1,00+-0,01
3 ¢ “ “ “ 5,00+/-0,02
4 “ “ “ “ 10,0+-0,1
5 “ “ “ “ 50,0+/-0,2
6 “ “ “ “ 100+-1
Una vez que se burbuje6 el Hg’ en las soluciones de Au-Nps, se tomaron los

respectivos espectros de UV-Visible de las muestras; en la figura 29 se muestran
dichos espectros.
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Figura 29 Espectros UV-Visible de las muestras de Au-Nps en presencia de soluciones de diferentes
concentraciones de mercurio (ll) a través de un generador de vapor de mercurio.
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En la figura 29 se puede observar como la sefial decae a medida que se aumenta la
concentracion de mercurio; esta disminucion en la sefial de absorbancia ocurre debido
a que hay mayor cantidad de mercurio durante el proceso y por ende una menor
cantidad de Au-Nps libres; como se sabe se produce un amalgamiento entre el Hg® y la
superficie de las particulas®’. En el afio 2009, M. A. Ortega et al. desarrollaron un
sensor de mercurio basado en nanoparticulas colidales de oro. El sensor de mercurio
estd basado en la inhibicion de fluorescencia que ejercen nanoparticulas (Nps)
coloidales de oro sobre la Rodamina560. Se observo un incremento en la emision de
fluorescencia de la solucion NPS-Rodamina en presencia del Hg®. Estos resultados
fueron atribuidos a que el Hg® amalgama la particula, rompiendo de esta manera su
asociacién con el colorante, liberandolo y presentando nuevamente su emision radiativa

caracteristica.®’

Para soportar esta informacion, en el afio 2009 Lisha K. et al. reportaron la formacion
de una capa amorfa de mercurio sobre la superficie de las Au-Nps. Ellos consiguieron
observar dicha capa la usando un microscopio de fuerza atémica.®® Asi mismo es
importante destacar que dicha disminucibn en la absorbancia se produce a
concentraciones bajas de mercurio, lo que garantiza una alta sensibilidad para el
sensor.

Por lo anteriormente expuesto es posible detectar la presencia de mercurio en
soluciones acuosas, mediante la determinacion de la variacion de la sefial de

absorbancia del sistema Au-Nps-SDS.
5.3. EVALUACION DEL SENSOR COMO METODO ANALITICO.

En esta parte del trabajo; se evalta el potencial analitico del sistemas Au-Nps con
generacion de vapor de mercurio, como sensor para determinar mercurio(ll) en
disoluciones acuosas; para ello se construye una curva de calibracion a partir de la

respuesta de la sefial de absorbancia de las Au-Nps, a soluciones de mercurio(ll) de
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concentraciones conocidas; todo esto con el fin de estudiar las figuras de mérito del
sistema, tales como: sensibilidad, limite de deteccion (LOD), limite de cuantificacion
(LOQ) y limite de linealidad (LOL) posteriormente estos valores son comparados con los
obtenidos por la técnica de fluorescencia atémica con vapor frio, en la figura 30 se
observa la fotografia del espectrémetro de fluorescencia atdmica con generacion de
vapor frio, utilizado en este trabajo.

Figura 30. Espectrometro de fluorescencia atdbmica con vapor frio para analisis de mercurio.

En la tabla 8 se presentan los datos de los reactivos usados en el sistema Au-Nps con

generacion de vapor de mercurio.

Tabla 8. Condiciones para observar la respuesta de la sefial de las Au-Nps a diferentes concentraciones
de mercurio (0). Técnica de vapor frio.

Muestra  Volumen de Volumen de Volumen de Volumen de  Concentracion
Au-Nps. sol. de Hg(ll) HNO3 (5,00%) NaBH,4(0,20%) de sol. Hg(ll)
+-0,01(mL.) +-0,01(mL.) +-0,01(mL.) +-0,1(mL.) (ppb)

1 3,0 0,0 1,0 4,0 0,0
2 “ 3,0 “ “ 0,200 +-0,002
3 “ “ “ “ 1,00 +-0,01
4 “ “ “ “ 5,00+-0,02
5 “ “ “ “ 10,0+-0,1
6 “ “ “ “ 50,0+/-0,2



http://img.directindustry.es/images_di/photo-g/espectrometro-de-fluorescencia-atomica-con-vapor-frio-cvafs-para-analisis-de-mercurio-51706.jpg
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La curva de calibracion para el sistema de Au-Nps con generacion de vapor frio, se

presenta en la figura 31. los patrones son medidos por duplicado con un coeficiente de

variacion de 8%. usando un espectrometro UV-Visible

0,35 - y =0,026x + 0,0258
R2=0,9839

0,3 -
0,25 -

0,2 -

Sefial

0,15 -
0,1 -

0,05 -

0 1 2 3 4 5 6 7 8 9 1011
[Hg] (ppb)

Figura 31. Curva de calibracion para el sistema de Au-Nps con generacion de vapor de mercurio.

Para realizar las medidas en el equipo de fluorescencia atébmica, se preparan los

siguientes reactivos: una solucion (1,80 +-0,01)% de HCI; como agente reductor se usa

cloruro de estafio y se prepara en una solucion (2,00 +-0,01)% de SnCl, en (3,60 +-

0,01)% de HCI. Para la curva de calibraciéon se usan los datos que se observan la tabla

9.

Tabla 9. Condiciones para realizar las medidas en el equipo de fluorescencia atémica.

Muestra  Volumen de Volumen de sol. de Volumen Concentracion
HCI (1,80%) SnCl,(2,00%) en HCI  sol.de Hg(ll) de sol. Hg(Il)
(mL.) (3,60%) (mL.) (mL.) (ppb)

1 c/n c/n c/n 0,0
2 “ “ “ 0,200 +-0,002
3 “ “ “ 0,50 +-0,01
4 “ “ “ 1,00 +-0,01
5 “ “ “ 3,00 +-0,02
6

5,00+/-0,02
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La curva de calibracion para el sistema de fluorescencia atdmica se presenta en la
figura 32. el equipo mide la fluorescencia de los patrones por cuadruplicado con un
coeficiente de variacion de 2%.

y = 0,0565x + 0,0441
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Figura 32. Curva de calibracion para espectrémetro de fluorescencia atémica con vapor frio para analisis
de mercurio.

Una vez construidas las curvas de calibracion, se procede a calcular las figuras de
mérito correspondientes a cada método. Los resultados obtenidos se presentan en la
tabla 10.

Tabla 10. Figuras de mérito para ambos métodos.

Método Sensibilidad LOD LOQ Linealidad
Sefial/(ppb)  (ppt) (ppY) (ppb)
Equipo fluorescencia 0,0565 91,0 321,0 0,2-5,0
atoémica.

Sistema Au-Nps 0,026 175,0 525,0 0,2-10,0
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Las figuras de mérito se utilizan regularmente con el propoésito de describir una
determinada técnica y comparar sus propiedades analiticas con las provistas por otras
técnicas; en la tabla 10 se presentan los resultados obtenidos del calculo de la figuras
de mérito para las técnicas y se observa que: (i) el sensor es menos sensible que el
equipo de fluorescencia atomica; es decir, el cambio de la respuesta de la sefial frente a
la concentracion es pequefio; (ii) los limites de deteccién y de cuantificacion para el
sensor son mayores que los obtenidos del método de fluorescencia, (iii) el rango de
linealidad es mas amplio para el sensor con respecto al calculado para la técnica de

florescencia atomica, con vapor frio.

En cuanto alcance del sensor como técnica analitica, se puede decir que: aunque el
cambio de respuesta de la sefial frente a la concentracion o sensibilidad, es menor que
la obtenida con la técnica convencional; el mismo permite cuantificar cantidades de
mercurio (ll) bastante cercanas entre si; a su vez los limites de deteccion y
cuantificacion son lo suficientemente bajos como para determinar mercurio (lI) en
unidades de concentracion del orden de los ppb; esta caracteristica es muy importante,
ya que un posible uso del sensor es la determinacion de mercurio (lI) en aguas
contaminadas; segun la agencia de proteccion ambiental de estados unidos (EPA) el
valor permisible de mercurio (Il) en agua es de 1,00ppb; y este valor esta por encima
del limite de cuantificacion la técnica. Por otra parte hay que destacar el hecho de que
el sistema Au-Nps con generacion de vapor de mercurio es muy selectivo; ya que el
mercurio es el Unico metal que forma vapor atdbmico a temperatura ambiente y de esta
manera se eliminan las interferencias que podrian surgir por la presencia de otros
metales pesados en el medio. Finalmente se puede decir que el sensor es preciso, ya
que los datos obtenidos de la sefial para las replicas, concuerdan entre si, lo que se

traduce en una desviacion estandar de 0,05.
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6. CONCLUSIONES

La técnica de ablacion laser es una via altamente eficiente, muy rapida, de facil manejo,
gue permite generar nanoparticulas metélicas. En esta investigacion, se prepararon por
medio de esta técnica, diferentes soluciones de Au-Nps en un entorno acuoso de
dodecil sulfato de sodio (SDS). Concentraciones de SDS de 4,5E-2M permiten obtener
mayor cantidad de Au-Nps con espectros que presentan una mayor absorcion. se
pueden obtener Au-Nps generadas en una solucién acuosa 4,5E-2M de SDS, con
tamafnos del orden de los 20,00nm. manifestando procesos de agregacion a largo
plazo, estas particulas pueden encontrarse eficientemente estabilizadas por periodos
de tiempo comprendidos entre 1 y 2 semanas.

La cantidad de Au-Nps generada se ve afectada por tres importantes variables: (i)
concentracion del estabilizante, (ii) energia del laser y (iii) tiempo de ablacion.

Aumentos en la energia del laser influyen positivamente en la cantidad de Au-Nps
generadas en el medio; a medida que se incrementa la energia, aumenta la cantidad de
Nps y disminuye el diametro 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 ablacién relativamente
pequefios, el diametro medio de las Nps se mantiene casi constante. A medida que se
incrementa el tiempo de ablacion, por encima de 20 minutos, las Au-Nps experimentan
significativos cambios en su tamafio.

Se comprobé que existe una correlacion entre la longitud de onda del méaximo de
absorcion de las Au-Nps y el didmetro promedio de estas. Nanoparticulas de mayor
diametro promedio absorben energia a una frecuencia menor y por tanto, a longitudes
de onda mas grande y nanoparticulas con menor diametro promedio absorben energia
a una frecuencia mayor y por tanto, longitudes de onda mas pequefa. Se cree que este
comportamiento es debido al fendmeno de cuantizaciéon de tamafio, que no es mas que
la cuantizacion del filo de las bandas de conduccion y de valencia en una nanoparticula

de oro y al aumento de su brecha de banda ocasionado por el confinamiento espacial
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de los electrones. A medida que el didmetro 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 puede determinar cuantitativamente mercurio (Il) en soluciones acusas usando
como sensor el sistema Au-Nps-SDS. a través de la construccion de una curva de
calibracion utilizando diferentes concentraciones conocidas de mercurio (ll) y de esta

manera, determinar la concentracion de mercurio en muestras desconocidas.

Se evalud la capacidad analitica del sensor, con el estudio de las figuras de mérito; a su
vez estos valores fueron comparados con los obtenidos de un Espectrémetro de
fluorescencia atémica con vapor frio y aunque la sensibilidad del sensor es menor vy el
limite de deteccion es mayor que los obtenidos con el espectrometro de fluorescencia
atomica; el sensor presenta una excelente precision y un limite de cuantificacion
suficientemente bajo (0,5ppb) como para medir mercurio en muestras de aguas

potencialmente contaminadas.

Finalmente es necesario evaluar la efectividad del sensor ante muestras reales y a su
vez estudiar la exactitud del mismo a través la determinacion de la concentracion de
mercurio (II) en patrones certificados. También es importante idear la forma de hacer
del sensor un sistema portétil que permita medir concentraciones de mercurio (Il) en

trabajos de campo.
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