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Resumen

SINTESIS QUIMICA DE NANORODS DE Au
ASISTIDA POR IONES DE Ag*

La preparacion de nanoparticulas metalicas, e.g., Au y Ag, tienen una importancia
relevante en aplicaciones biomédicas y cataliticas, y el control en la forma y el
tamafio son los objetivos buscados por muchos grupos de investigacion activos en
todo el mundo. Con el objetivo de controlar el tamafio y la forma, presentaré
resultados de reduccién quimica de sales metalicas en presencia de CTAB como
surfactante, donde la variacion de volumen de iones de Ag* nos proporciona
elementos para predecir el tamafio y la forma de las NPs. Se pretende también
entender el rol que juegan los iones de plata en el crecimiento anisotropico de
NPs.

Se sintetizaron nanorods de Au (AuNRs) mediante una reduccién quimica asistida
por semillas, en la cual se utilizé acido ascorbico como reductor y variando la
cantidad de AgNOs agregado, se obtuvieron AUNRS con una razon de aspecto (R)
entre 2 y 5. Se hizo un andlisis de la estabilidad fisica de los AUNRs como funcién
de la temperatura y el tiempo, obteniendo los mejores resultados de estabilidad
fisica a bajas temperaturas. Se caracterizaron las muestras mediante Microscopia
Electronica de Barrido (SEM), Microscopia Electrénica de Transmision (TEM) y de
Alta Resolucion (HRTEM), Espectroscopia Ultravioleta — Visible (UV-Vis) y
Inductively Coupled Plasma (ICP).

Los resultados obtenidos en esta investigacion demuestran que la cantidad de
iones de Ag* agregados modifican la R de los AuNRs. También que la
modificacién al protocolo de sintesis de NRs de Au (Nikoobath & El Sayed),
resolvio el problema de reproducibilidad y homogeneidad en los NRs sintetizados.
Fue posible determinar las condiciones de almacenamiento (temperatura) que
aseguran la estabilidad fisica o estructural de los NRs en funcion del tiempo.

Palabras Clave: Nanorods, iones, sintesis.



Abstract

CHEMICAL Au NANORODS SYNTHESIS ASSISTED
BY Ag* IONS.

The preparations of metal nanoparticles such as Au and Ag have a significant
importance in biomedical and catalytic applications, and control the shape and size
of NPs are objectives sought by many active research groups worldwide. In order
to control the size and shape, | will present results of chemical reduction of
metallic salts in presence of CTAB as a surfactant, where the change in the volume
of Ag+ ions, provides elements in order to predict the size and shape of the NPs.
Also, we are seeking the understanding of the role played by silver ions in the
anisotropic growth of NPs.

AuNRs were synthesized by chemical seed-assisted reduction, in which ascorbic
acid was used as a reducing agent. The AuNRs with an aspect ratio (R) between 2
and 5 were obtained by varying the amount of AQNO3 added. A physical stability
analysis of AUNRs was performed, as a function of temperature and time, obtaining
better results at low temperatures. The samples were characterized by scanning
electron microscopy (SEM), transmission electron microscopy (TEM) and high
resolution (HRTEM), Ultraviolet - Visible Spectroscopy (UV-Vis) and Inductively
Coupled Plasma (ICP).

The results obtained in this study show that the amount added of Ag+ ions modify
the aspect ratio (R) of the AuNRs. Also the amendment to the synthesis protocol of
AuNRs (Nikoobath & EI Sayed), solved the problem of reproducibility and
uniformity in the synthesized AuNRs. It was also possible to determine the storage
conditions (temperature) for securing the physical or structural stability versus time
NRs.
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1. Introduccion.

Las propiedades Opticas de los metales nobles ha sido apreciada desde tiempos
antiguos, y algunos métodos empiricos para la sintesis de particulas esféricas de
coloides de oro y plata datan desde el periodo del imperio Romano y de las
primeras dinastias Chinas (Figura 1) [1-3]. Sin embargo, en las ultimas décadas
los cientificos han ganado la habilidad de sintetizar nanoparticulas (NPs)
anisotropicas de metales nobles en una forma controlada y reproducible. Esto ha
demostrado que las propiedades o6pticas de las NPs depende de su tamafio y
forma [2-9].

Figura 1. Bronce con incrustaciones en oro y plata
Reinos combatientes dinastia Zhou, china 400 -
230 A.c.

Excepcional rostro de un camello de bronce con
oxidacion negra Hei Xi Gu detalle en oro y plata,
este camello puede estar realizado para la
vigilancia de la tumba de un emperador chino de la
época anteriormente descrita, Esta totalmente
recubierto de filigranas con patrones y espirales
geométricos, todo ello ejecutado con una gran
técnica de trabajo artesanal. Recubierto en su
totalidad de una muy fina capa de oxidacién negra
causada por la corrosién quimica del mismo bronce
y del entorno funerario donde se encontraba, lo cual
ha logrado que dicha oxidacion halla protegido de
otras corrosiones mas severas a dicho bronce.

http://mwww.subastasdarley.com/es/conoce-darley-
museo-darley-15.

La sintesis de cables metalicos y semiconductores con escala nanomeétrica por la
técnica de vapor-liquido-sélido (VLS) fue demostrada en la década de 1960
(Figura 2), pero no fue sino hasta mediados de la década de 1990 que los
cientificos desarrollaron sintesis definidas para nanorods (NRs) de coloides
metalicos. Dentro de las diferentes NPs anisotropicas que han sido sintetizadas,
los NRs de oro (AuNRs) han sido enfocados por la comunidad cientifica [5-18].
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Figura 2. Diagrama esquematico de los diferentes pasos en el crecimiento por VLS de GaAs NW.
http://www.iet.ntnu.no/projects/nanordsun/NaNordSun_Achievements.

En éstas sintesis, se obtenian cables de oro con dimensiones micrométricas
(100nm x 100-200 micras) [3,4]. Y aunque estos cables tenian propiedades
Opticas de interés, no presentaban las propiedades plasmonicas que han hecho
hasta ahora a los AUNRs muy buscados.

La resonancia del plasmon superficial es un fenémeno éptico que ocurre cuando
una nanoparticula metélica de un tamafio apropiado interactia con los fotones
incidentes de tal manera como para confinar el fotdbn resonante dentro de las
dimensiones de la NP (Figura 3). Esto induce una oscilacion de la banda de
conduccion de la superficie de la nanoparticula. Las AuNP esféricas con diametros
entre 3 y 200 nm poseen una resonancia de plasmén con una intensidad maxima
centrada en 520nm, aproximadamente.

Como consecuencia de su respuesta plasmoénica, las AuNPs poseen grandes
propiedades de absorcion y dispersién. Una vez que la simetria de las AuNPs
deformada (por ejemplo, elongando la NP esférica a NR), la AuNPs presenta
ahora mdultiples modos de resonancia de plasmén superficial (SPR),
correspondientes a los ejes y vértices presentes en la superficie de la AuNP [1-3].
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Figura 3. (a) Esquematico de un SPR para una nanoesfera. (b) Espectro de absorbancia medida de una
solucion con AuNRs. Donde se muestran los 2 modos de SPR (longitudinal y transversal), que corresponden a
dos picos de absorcién, respectivamente. (c) Imagenes de TEM de AuNRs sintetizados denotados con
diferentes SPR longitudinales (longitud de onda) [19]. (d) Espectro de absorbancia medida de Nanoesferas de
Au y AuNRs de las imagenes de SEM anteriores.

Como resultado los AuNRs poseen 2 distintos modos de SPR; uno transversal,
que corresponde al eje corto del NR, y un SPR longitudinal, correspondiente al eje
largo del NR [20,21]. Aungue la energia del SPR para AuNPs esféricas cambia
relativamente poco con respecto a los cambios del didmetro de la AuNP, la
energia del SPR longitudinal de los AuNRs depende de su razon de aspecto
(Figura 4) [19].

La energia del SPR longitudinal puede ser manipulada desde la regibn media
visible del espectro electromagnético (aprox. 600 nm) hasta la region infrarroja
(aprox. 1800 nm), simplemente cambiando la razén de aspecto del AuNR [35-38].
Aunque la energia del SPR longitudinal depende mas de la raz6n de aspecto que
de su longitud, las dimensiones del AuNR tienen una fuerte influencia en las
propiedades opticas del AuNR, primariamente su eficiencia de absorcion contra
dispersiéon. En el 2006, Link y otros investigadores, calcularon y demostraron que
la eficiencia de la dispersion de AuNPS depende de su volumen y por ende, de
sus dimensiones absolutas [22].



Figura 4. a) Imagen en donde se presentan soluciones de AuNRs de diferente razén de aspecto, b) Espectro
de absorbancia medida de las soluciones de AuNRs de la primera imagen, c) Imagenes de TEM de las
soluciones de AuNRs presentadas anteriormente.

Hasta hace poco no era posible la sintesis de AuNRs con razones de aspecto
idénticos pero diametros transversales diferentes, y las propiedades Opticas de los
diferentes tipos de AuUNRs pudo ser comparada (Figura 5) [23]. Inicialmente, éstos
AuNRs eran sintetizados por métodos electroquimicos, teniendo control en
morfologia mediante el uso de aliumina porosa o templados de membranas de
policarbonatos, en la presencia de un surfactante (generalmente bromuro de

cetyltrimetilamonio, CTAB) (Figura 6) [3,9,17,18].
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Figura 5. Espectro de la Extincion (la suma de la dispersion y la absorciéon) de NPs de Au de NanoXact con
diametros desde 10 hasta 100 nm y una concentracion de masa de 0.05 mg/mL. NPs BioPure tienen
densidades Opticas que son 20 veces mas grandes. http://nanocomposix.com/pages/gold-nanoparticles-

optical-properties.



Estos tipos de sales de bromuro de alquilo fueron escogidos originalmente porque
son electrolitos efectivos, sin embargo, es conocido que el CTAB forma micelas
cilindricas cuando su concentracién rebasa su segunda concentracion micelar
critica [3,24,25]. Por esto, se creia que el CTAB estuviera influenciando en la
direccién de crecimiento de AuNRs [1-3]. Estos materiales proveyeron la primera
oportunidad para los investigadores de estudiar las propiedades Opticas de los
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Figura 6. La formacion micelar del CTAB comienza al sobrepasar la concentracion micelar critica (CMC), en
donde las partes hidrofilicas e hidrofébicas de las moléculas se alinean para formar micelas esféricas.

Yu y colaboradores (1997), modificaron este método de sintesis para obtener
AuNRs por medio de una reduccion electroquimica [24,25]. En éste método una
pequefia placa de oro era sumergida en una solucibn de CTAB y varios
cosurfactantes. El metal de oro se oxida en el &nodo, y se reconstituye como
AuNRs en el catodo. El control de la morfologia se pensd que seria provista por
las micelas cilindricas formadas por el surfactante. Con éste método se obtuvieron
AuNRs con dimensiones aproximadamente de 12 x 60 nm [24,25].

Casi al mismo tiempo, diversos métodos de foto-reduccion fueron desarrollados
para la sintesis de AuNRs [1-3,26]. En éstas sintesis, acido cloroaurico (HAuClas)
era disuelto en una solucién de CTAB concentrado, y la sintesis de AuNRs se
generaba a partir de iluminacion por luz ultravioleta (235 nm) [26]. De igual
manera, se pensaba que la estructura de la micela del surfactante en la solucion
mantenia un control en la morfologia de los AUNRs actuando como una plantilla.

Aunque las sintesis electroquimicas con plantillas suaves y los métodos de
fotorreduccién proporcionaron los primeros ejemplos de verdaderos AuNRs con
propiedades plasmonicas forma dependiente, estas sintesis también consumian
mucha energia, eran dificiles de escalar, y dieron lugar a una mezcla de AuNPs
(esferas, barras, cubos, placas y prismas).
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Figura 7. Imagenes de SEM de Nanoparticulas de Oro con diferentes morfologias: esferas, barras, cubos,
placas y prismas. http://www.uwo.ca/fab/resources/Images/SEM/gold_nanopatrticles.jpg.

Entre 1999 — 2001 se comenzaron a desarrollar técnicas muy convenientes para la
sintesis de AuNRs, un método de 3 pasos mediado por semillas que fue usado
para sintetizar AuNRs con una razon de aspecto (longitud / didmetro) entre 8 y
20, y dimensiones de 150 — 1800 nm x 25 nm aproximadamente con soluciones
conteniendo Au(l) y CTAB [1,3,17,18]. En éste método la nucleacion de nuevas
particulas fue temporal y fisicamente separada del crecimiento de las semillas en
AuNRs [1-3]. En la dltima década, han surgido un gran nimero de métodos que
son efectivos en la sintesis de AUNRs mediante semillas, y éstos permitido a los
investigadores sintetizar una gran variedad de AuNRs y explorar a fondo la
aplicacién de sus propiedades Opticas en biomedicina, sensores y aplicaciones
Opticas [2-4,7].

Las nanoparticulas anisotropicas de metales nobles presentan fenédmenos 6pticos
dependientes de la forma, que no se observan en nanoparticulas esféricas [1,3,4].
Uno de los aspectos mas interesantes de éstas propiedades Opticas en el espectro
de absorcién Uv-Vis-NIR de una solucién de AuNRs, es la aparicion de mdltiples
bandas de SPR (una banda para el plasmon transversal y otra banda para el
plasmoén longitudinal) [1-4].

A diferencia de las nanoparticulas esféricas, cuya absorbancia de los plasmones,
tienen energias similares en tamafos desde 4 a 200 nm de diametro. La energia
del plasmén longitudinal de AUNRs depende de la razén de aspecto del nanorod.
Estas propiedades dependientes de la morfologia han sido utilizadas en las
ultimas décadas para aplicaciones de sensores, espectroscopias “plasmon-
enhaced”, imagenologia biomédica, y terapias hipertérmicas para tratar el cancer
[1-3].



Para maximizar el uso de los AUNRs en estas aplicaciones se requieren AuNRs
que tengan propiedades fisicoquimicas especificas. Para poder conseguir esto, se
necesita entender como controlar la morfologia (razon de aspecto) y las
dimensiones de los AuNRs. Por esta razén, la busqueda de una sintesis en donde
se controle la razén de aspecto de los nanorods se ha vuelto un area de gran
interés entre los investigadores quimicos [10,13,14,27].

El desarrollo de las primeras sintesis de crecimiento asistidas por semillas para
AuNRs fue entre 1999 y 2004. Este desarrollo provey6, por primera vez, un
método quimico en solucion para la sintesis de AuNRSs. Y por esto, investigadores
han logrado un acceso sin precedentes a los AuNRs para poder estudiar sus
propiedades y aplicaciones [10, 15,16].

En el primer método de sintesis de semillas se involucraba la adicion de AuNPs
estabilizadas en citrato y con una dimension de 3.5 nm en una solucion de
crecimiento conteniendo HAuCls, CTAB, y acido ascérbico. Después se le agrega
una alicuota de esta solucion a la solucion de crecimiento y, posteriormente, se
repite éste paso. Este método de 3 pasos da como resultado AuNRs con razones
de aspecto entre 10 y 25 como dependencia del tiempo, y un promedio de AUNRSs
de 1800 x 25 nm [22, 28, 29]. La razdn de aspecto de los AuNRs preparados
puede ser variada cambiando el nimero de pasos de crecimiento usados en ésta
sintesis 0 agregando varios aditivos organicos y cosurfactantes. Los AuNRs
preparados tienen una estructura pentagonal, con las caras {111} en los bordes y
{100} y {110} a lo largo de las caras longitudinales [4,5,22, 28, 29].
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Figura 8. A) esquematico de NRs pentagonales de Au mostrando su direccion de crecimiento, B) Imagenes
de SEM, C) HRTEM donde se muestra el espaciamiento de red para las caras pentagonales. D) FFT del NR.
Aditi Halder,a Paromita Kundu,a B. Viswanatha and N. Ravishankar*a Show Affiliations J. Mater. Chem.,
2010,20, 4763-4772DOI: 10.1039/B925996A.



Inicialmente, los AuUNRs que proveia ésta sintesis eran pocos (aproximadamente
5% relativo a otras formas), y después de una extensa centrifugacién se aislaban
los AuNRSs con alta razon de aspecto. Sin embargo, haciendo algunos ajustes de a
las condiciones de los factores de sintesis (como el pH), y a los métodos de
purificacion, se ha logrado mejorar la cantidad de AuNRs hasta un 90% relativo a
otras formas [30,31].

En 2003 se introdujo un método de sintesis de semillas asistida por plata en un
solo paso, el cual se volvio un método de sintesis muy popular. Gracias a éste
método las investigaciones en AuNRs se dispararon, teniendo méas de 4300
publicaciones desde entonces [32]. El nuevo procedimiento utiliza AuNPs mas
pequefias (1.5nm) estabilizado con CTAB, en vez de citrato, y una pequeia
cantidad de nitrato de plata a la solucion de crecimiento [1-5].

Este método proveia una razén de aspecto en los AuNRs de 2 a 5 y unas
dimensiones de 60 x 12 nm, y mas del 95% de rendimiento con otras formas. La
razon de aspecto puede ser controlada variando la cantidad de nitrato de plata
usada en la sintesis [1,5,10]. Los AuNRs obtenidos por este método tienen una
estructura monocristalina, a diferencia de los AuNRs preparados anteriormente
con el primer procedimiento asistido por semillas, y presentan diferentes fases
cristalinas [33-37].

Andlisis superficiales de los AuNRs preparados por éste método indican una
significante cantidad de plata presente cerca de la superficie del AuNR, sin
embargo, el estado de oxidacion y la localizacién precisa de la plata sigue siendo
tema de debate [4,5,10].

Este método de sintesis provee AUNRs monodispersos en una cantidad muy alta
con respecto a otras formas; sin embargo, el promedio general de la sintesis es
relativamente bajo comparado con la cantidad de iones de Au usados en la
sintesis (aproximadamente 15%). El control preciso de la razén de aspecto con
éste método hizo que se convirtiera uno de los métodos mas utilizados para
fabricar AUNRs.

Desde el 2005, éste método de sintesis ha sido modificado: se han utilizado
pequefios aditivos organicos para un mejor control de la razon de aspecto de los
AuNRs, versiones de sintesis “sin semillas” han sido desarrolladas [30, 31, 38-43].
Jana y colaboradores introdujeron el uso de boro hidruro de sodio (NaBHa4), para
generar la semilla in situ afiadiendo un poco de este compuesto [22].

Este método de crecimiento produjo AuNRs con razones de aspecto entre 2 y 5
pero, en este caso, el control de la razén de aspecto fue logrado a través de la
concentracion de NaBH4, en vez de la concentracion de nitrato de plata. Los
AuNRs sintetizados por este método tienen la misma estructura cristalina que
aguellos preparados con semillas de 1.5 nm estabilizadas con CTAB [22].



Jana y colaboradores (2005) demostré que con éste método, la sintesis de AUNRs
podia extenderse a una escala de gramos, aunque la alta concentracion de Au y
CTAB puede complicar este escalamiento. Este método de sintesis se obtienen
AuNRs con menores dimensiones (6 x 25 nm?) que aquellos preparados con la
anterior sintesis de crecimiento asistida por semillas y plata (15 x 60 nm?) [24,44].

Estos AuNRs siguen siendo dependientes de su razén de aspecto para la
absorbancia del SPR, pero dispersan la luz menos que los AuNRs mas largos.
Esto podria hacerlos mas efectivos en terapias fototérmicas por su reducida
dispersion y porque potencialmente son mas facilmente transportados a través de
sistemas bioldgicos [23,45].

Ali y colaboradores (2012) lograron una sintesis para AuNRs con dimensiones
promedio de 6 x 25 nm, y compararon sus propiedades 6pticas con AuUNRs mas
largos (15 x 60). Su estudio confirm6 que los AuNRs mas largos poseen un
coeficiente de extincién mayor que los AUNRs mas pequefios, esto como resultado
de su eficiencia relativa de dispersion [23]. También demostraron mejoras a éste
método controlando su pH en el cual, bajando el pH de la sintesis, la
monodispersion de los AuNRs producidos puede ser mejorada significativamente,
proveyendo AuNRs con mayor razon de aspecto [23].

Smith y colaboradores (2008) fueron los primeros en demostrar la importancia de
los proveedores de CTAB y cémo influia éste en la sintesis de AuNRs [40].
Postularon que, el crecimiento de AuNRs se ve afectado debido a una impureza
presente en el CTAB. Después demostraron que la presencia de Yodo (ppm) en
algunas muestras de CTAB, y ésta impureza prevenia la formacion de AuNRs [41].
Como consecuencia de esto, las publicaciones siguientes sobre sintesis de
AUNRS debian de proporcionar la fuente del proveedor de los reagentes usados
en el procedimiento.

Zubarev y colaboradores (2011) demostraron una variacion de ajustes a la
concentracion de Au y Acido ascorbico que podia ayudar a la sintesis a ser
escalada facilmente. Al afio siguiente, Murray y otros investigadores demostraron
que afladiendo compuestos de salicilato a la solucién de crecimiento de AuNRs, el
rango de aspectos provisto por la sintesis podia crecer hasta 7, y que la dispersion
de razones de aspecto de los AuNRs, se reducia [42, 43].

La excitacién de la resonancia superficial del plasmén produce un fuerte campo
eléctrico en la superficie del AuNRs que se puede extender a una distancia
comparable al diametro del nanorod, y como resultado, puede interactuar con
especies y materiales quimicos en las proximidades de la superficie del AuUNR [1-
3]. Este campo eléctrico puede ser usado para mejorar el espectro de dispersion
de especies quimicas adsorbidas en los AuNRs (por ejemplo, en SERS) o para
detectar cambios quimicos en ambientes locales de analitos especificos [46-50].



O’Neal y colaboradores (2004) demostraron que las AuNPs con absorbancias de
plasmon cerca del Infrarrojo cercano podian ser objetivos para tumores in vivo vy,
seguido de una excitacion con un laser de NIR, las AuNPs podian liberar calor
hacia el tumor, lo que podria causar que las membranas de las células del tumor
se hinchen y se rompan [51-53].
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Figura 9. A) Terapia fototérmica para el tratamiento de cancer en ratones, usando NRs de Au y un laser de
diodo externo para calendar y destruir las células cancerigenas (cortesia de Nanopartz, Inc.). B) Ablacién de
células cancerigenas usando un laser NIR pulsado y NRs de Au (cortesia Nanopartz, Inc.).

http://www.sigmaaldrich.com/materials-science/nanomaterials/gold-nanostructures.html#sthash.XLz1xFey.dpuf.

Huang y colaboradores (2005-2006) demostraron que en virtud de sus fuertes
propiedades de dispersion y de adsorbancia alrededor del IR cercano, AuNRs con
una razon de aspecto pequefia podian ser usados como agentes de terapia y de
imagen para facilitar la identificacion y extirpacion térmica de células cancerigenas
in vitro [54]. Esta demostracion incrementd de manera importante el interés en
AuNRs como agentes anticancerigenos terandésticos (AuNPs que podian asistir
tanto en la terapia como en el diagnostico de ciertos tipos de cancer). La terapia
fototérmica tiene el potencial de ser una efectiva opcion de tratamiento comparada
a la cirugia y la quimioterapia tradicional puesto que, idealmente la destruccion de
células se llevaria a cabo en areas donde los AuNRs han sido excitados por un
laser de una longitud de onda apropiada [55-56].



2. Hipdtesis y Justificacion.

Los AuNRs han sido usados para sintesis de estructuras anisotropicas aun mas
complejas, teniendo un método de sintesis a estructuras que siguen siendo
basicamente AuNRs, pero poseen propiedades de absorbancia y dispersidon mas
complejas [57]. Sin embargo, hay un gran namero de retos que nos impiden
alcanzar todo el potencial de ésta sintesis. En particular, ideas detalladas sobre la
mecanica de la reaccion no han sido esclarecidas, lo cual hace que la mejora de
rendimiento, reproducibilidad, y un control preciso sobre la superficie quimica de
AuNRs, sean desafios significativos.

Los iones de Ag+ inducen la deformacion de la micela (CTAB), actuando como
molde en donde se reducen los iones metalicos de Au, resultando en la formacion
de NRs.
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Figura 10. Esquema de una micela de CTAB y el efecto que podria tener la presencia de iones de Ag
en el crecimiento de NRs de Au.




3. Objetivo.

Desarrollar un protocolo de sintesis que permita obtener NRs para estudiar
la relacion entre la razon de aspecto (R=L/T) y la cantidad de Ag+.

Analizar el efecto del tiempo y la temperatura en R (estabilidad fisica) de los
NRs.

Comparar los resultados experimentales de R contra un modelo teorico.

4. Meta.

Investigar el papel de los iones de plata Ag* en la formacion de nanorods de
Au.



5. Técnicas de Caracterizacion.

5.1. ICP (Plasma Acoplado Inductivamente).

ICP es una de las técnicas de caracterizacion mas poderosa y popular para
determinar trazas de elementos en una miriada de tipos de muestras. Esta técnica
esta basada en la emisién espontanea de fotones de 4&tomos y iones que han sido
excitados en una descarga de radiofrecuencia (RF) inducida por un plasma de
Argon.

Table 1 Survey of elemental application areas of [CP/OES! 3

Categories Examples of samples

Agricultural and food Animal tissues, beverages, feeds, fertilizers, garlic, nutrients, pesticides, plant materials, rice flour,
soils, vegetables, wheat flour

Biological and clinical Brain tissue, blood, bone, bovine liver, feces, fishes, milk powder, orchard leaves, pharmaceuticals,
pollen, serum, urine

Geological Coal, minerals, fossils, fossil fuel, ore, rocks, sediments, soils, water

Environmental and water Brines, coal fly ash, drinking water, dust, mineral water, municipal wastewater, plating bath,
sewage sludge, slags, seawater, soil

Metals Alloys, aluminum, high-purity metals, iron, precious metals, solders, steel, tin

Organic Adhesives, amino acids, antifreeze, combustion materials, cosmetics, cotton cellulose, dried wood,

dyes, elastomers, epoxy, lubricant, organometallic, organophosphates, oils, organic solvent,
polymers, sugars

Other materials Acids, carbon, catalytic materials, electronics, fiber, film, packaging materials, paints and coatings,
phosphates, semiconductors, superconducting materials

Figura 11. Tipo de areas de aplicacién para la deteccion de elementos mediante ICP/OES.

Los liquidos y gases pueden ser inyectados directamente en el instrumento,
mientras que las muestras solidas requieren una extraccion o disolverse en acido
para que los analitos estén presentes en una solucién. La solucion muestra es
convertida en aerosol y dirigida al canal central del plasma. En el nucleo del ICP
se sostiene una temperatura de aproximadamente 1000K, para que el aerosol sea
rapidamente vaporizado.

Los elementos analizados son liberados como &tomos libres en un estado
gaseo0so. Las colisiones posteriores con el plasma proporcionan energia adicional
a los atomos, promoviéndolos a estados excitados. Frecuentemente hay energia
suficiente para convertir los atomos en iones y promover éstos a un estado
excitado. Ambos, atomo y ions, en su estado excitado pueden entonces regresar a
su estado base, emitiendo un foton.

Estos fotones tienes energias caracteristicas que estdn determinadas por una
estructura de energia cuantizada para los atomos y iones. De aqui que la longitud
de onda pueda ser utilizada para identificar los elementos que originaron los
fotones. El numero total de fotones es directamente proporcional a la
concentracion de los elementos en la muestra.



La instrumentacion relacionada con un sistema ICP /OES es relativamente simple.
Una porcién de los fotones emitidos por el ICP son recolectados por una lente o un
espejo concavo. Este sistema de enfoque Optico forma una imagen del ICP en la
apertura de entrada un dispositivo de seleccién de longitud de onda, como lo es un
monocromador.

La longitud de onda excitando el monocromador es convertida en una sefal
eléctrica por medio de un fotodetector. La sefal es amplificada y procesada por un
detector electronico, y posteriormente mostrado y almacenado en una
computadora.

El ICP es generado por un poder de RF, tipicamente entre 700 — 1500 W, que es
aplicado a una bobina de carga y una corriente alterna oscila dentro de la bobina a
una velocidad correspondiente a la frecuencia del generador de RF. En general,
para un ICP/OES, el generador de RF tiene una frecuencia de 27 o0 40 MHz.

La oscilacion de corriente a una frecuencia tan alta como ésta causa una
oscilacion de los campos magnéticos y eléctricos dentro cerca de la antorcha, con
la misma frecuencia. Por esta antorcha fluye gas argén y, con ayuda de arcos
generados por una bobina Tesla, se producen electrones “semilla” asi como iones
en el gas de Argon en la region de la bobina de carga.

Estos iones y atomos son acelerados por el campo magnético, de manera que
colisionan con otros atomos, causando una mayor ionizaciébn como una reaccién
encadenada. Este proceso continda hasta que se ha formado un plasma de alta
temperatura. Al agregar energia al plasma por medio de las colisiones inducidas
por RF, se le conoce como acoplamiento inductivo, que es lo que le da el nombre
al ICP (Figurall).
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Figura 12. Diagrama Esquematico de un equipo de ICP.



Las principales ventajas analiticas del ICP de otras fuentes de excitacion es su
eficiencia y capacidad de reproducibilidad en vaporizacion, atomizacion,
excitacion, y ionizacién para un amplio rango de elementos en diferentes matrices
de muestra. Esto se debe principalmente a la alta temperatura, 6000 — 7000 K, en
las zonas de observacion del ICP. Esta temperatura es mucho mas alta que la
méaxima temperatura de los hornos de fuego (3000 K).

La alta temperatura del ICP también hace que sea capaz de excitar elementos
refractarios, y lo hace menos propenso a interferencias con la matriz. Ademas, el
ICP es un método sin electrodos, por lo que no existe contaminacion de las
impurezas presentes en los electrodos.

5.2. SEM (Microscopia Electronica de Barrido).

El primer microscopio optico fue disefiado por Anton Van Leeuwenhok en 1675y
fue considerado como un juguete cientifico al que se le dio el nombre de “vidrio de
mosca” ya que primariamente se usaba para observar insectos. Posteriormente el
microscopio 6ptico fue recibiendo notables mejoras. El microscopio electrénico es
el resultado de diversos experimentos y concepciones tedricas. Tiene su origen en
los experimentos de Sir J. J. Thomson quien estudid los rayos catodicos en tubos
con gases enrarecidos. En el afio 1924 de Broglie propuso su teoria de la
naturaleza ondulatoria de las particulas materiales.

Después de unos afios Busch demostré que un rayo de electrones, atravesando
un campo magnético o eléctrico, converge al foco y, basandose en esto, construyo
la primera lente magnética en 1926. Davisson y Thomson compartieron el premio
Nobel por el descubrimiento de la difraccion del electron. J-J. Thomson e hijo
jugaron un papel fundamental en la historia del desarrollo del microscopio
electronico.

Las propiedades de una particula cargada con electrones fueron explotadas por
Knoll y Ruska y asi construyeron el primer microscopio electrénico de lente
magnética, utilizando un rayo de 60 kV y obteniendo imagenes sobre una pantalla
fluorescente. Las primeras microfotografias de materiales biolégicos fueron
conseguidas por Marton en 1934. El primer microscopio electrénico de transmisién
que opero en Estados Unidos en 1939 fue construido en la Universidad de Toronto
por A. Prebus y J. Hiller bajo la direccion de E. Burton. Este microscopio era muy
similar al tipo desarrollado por Van Borries y Ruska como instrumento comercial.

El ojo puede discriminar dos objetos si estan situados no mas cerca de 0.1 mm,
mirando desde na distancia normal de 25 cm. Este es un factor limite del ojo
humano y cualquier otro detalle mas pequefio que éste, debe ser aumentado para
ser visto. Se puede usar una lupa o0 un microscopio para aumentar la imagen. El
objetivo del microscopio es el de hacer distinguir los detalles estructurales de la
muestra a observar.
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Figura 13. Patrones o discos de Airy.

Cuando los rayos de luz emitidos por un punto pasan a través de una lente de
apertura semiangular alfa, se forma una imagen no mayor que un punto pero cuya
intensidad se manifiesta en forma de llamado disco de Airy (Figura 3). La
distancia (D) entre los dos minimos de dicho anillo situados a ambos lados del
pico de maxima intensidad viene dada por la expresion:

1 _ 2nsin a 0.61A

D 1.22A b= nsina

(1)

Donde A es la longitud de onda de la luz, n el indice de refraccion del material
donde se encuentra el objeto, y a la semiapertura numérica. Cuando dos puntos
emisores se encuentran muy préximos (Figura 4) las intensidades de ambos en la
imagen final se solapan.

a) objetos resueltos b) objetos sin resolver

Figura 14. Diagrama de difraccion de Fraunhofer de una abertura circular tiene importantes aplicaciones para
el estudio de la resolucién de muchos instrumentos 6pticos. Aqui un ejemplo de cuando 2 imagenes se
solapan. http://rabfis15.uco.es/lvct/tutorial/31/difraccion_y_resolucion.html.



Asi, la resolucion de un sistema Optico se define como la distancia entre los
maximos cuando la intensidad méaxima de un punto coincide con el primer minimo
del otro punto. Como se puede deducir de la expresion (1), la resolucion no
depende de ninguna propiedad de la lente a excepcién de a.

Con la demostracion de la longitud de onda asociada de De Broglie, tenemos que:

h
A=—
mv
(2)
Donde h es la constante de Plank, m la masa de la particula y v la velocidad de
ésta. Si un haz de electrones se acelera mediante una diferencia de potencial (V),
la energia cinética que adquiere es:

E,. =§mv2 =eV
(3)

de donde:

1
2elz
V= —— |mv = (2eVm)*/?

Por lo tanto, de (2) y (4):

= h
~ (2eVm)1/2

Si tenemos en cuenta que h = 6,624.10-%* Joules/s; m =9,010.10-3! kg;
e =1,060.101° C, entonces:
150
1= 01 (1Y)

Esto quiere decir que, mediante la utilizacién de un haz de electrones acelerados
es posible conseguir longitudes de onda del orden de 10° veces menores que
cuando se utiliza luz visible. Por ultimo, el poder de resolucion (&o) dependera
también de la aberracion esférica e las lentes electromagnéticas (Cs), de forma
que:

1/2

(6)

80 — BCo.25A0.75
S
(7)

Donde B es una constante cuyo valor se encuentra comprendido entre 0.43 y 0.56.



El fundamento del SEM radica en que los electrones emitidos por un catodo de
tungsteno pasan a través de una columna en la que se ha hecho un vacio de
alrededor de 107 Torr. En ella, el haz inicial es concentrado por una serie de
lentes electromagnéticas desde unos 50,000 nm hasta unos 10 nm; es decir, su
diametro va disminuyendo hasta hacerse casi puntual.

Al mismo tiempo, la intensidad de corriente se disminuye desde unos 1014 A hasta
unos 1012 A. Esta disminucion en la intensidad implica una menor cantidad de
electrones primarios ya que la intensidad inicial de 10* supone una emsién de
1015 e’/seg, mientras que en la definitiva de 1012 es de 6.106 e’/seg. El haz
electronico con estas caracteristicas, es desplazado sobre toda la superficie de la
muestra a modo de barrido. Esta motilidad del haz se consigue gracias a un
sistema de bobinas de barrido situadas en la columna del instrumento.
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Figura 15. Dibujo esquematico de un equipo de SEM.
http://serc.carleton.edu/research_education/geochemsheets/techniques/SEM.html.



En la interaccidon del haz electrénico con la superficie se producen e- secundarios
que, tras ser captados por un detector, son hechos incidir sobre un detector,
donde cada e dara origen a varios fotones. Dichos fotones son dirigidos hasta un
fotomultiplicador a través del cafion de luz y, ya en él, cada foton dara origen a un
fotoelectron que, a través de una serie de dinodos con diferencias de potencial
crecientes produce, mediante un efecto en cascada, gran cantidad de e-
secundarios. En definitiva, lo que se ha conseguido ha sido una amplificacion de la
corriente debida a los e secundarios. Estos son dirigidos hacia un tubo semejante
a un osciloscopio de rayos catddicos (ORC) sobre cuya pantalla se producira la
imagen.

Una de las principales caracteristicas de éste instrumento es la existencia de una
correspondencia biunivoca (punto a punto) establecida entre la muestra a
examinar y la imagen formada, correspondencia que se establece al mismo
tiempo, de forma que cubriria a la muestra en series de tiempo, quedando la
imagen dividida en muchos elementos fotograficos los cuales serian captados por
el sistema fotogréafico instalado en el instrumento e integrados en una sola imagen
que nos da informacién sobre la apariencia cubica del material en estudio.

Existen sefiales que se producen por la interaccion entre el haz electrénico y la
muestra que son las que daran lugar a la formacién de la imagen y se pueden
clasificar en 3 grupos de acuerdo a su categoria:

a) Sefiales con caracter de ondas electromagnéticas, tales como rayos X y
catodolumniscencia.

b) Sefales compuestas por e, que incluyen e reflejados (“backscattered”),
secundarios, transmitidos y absorbidos.

c) Solamente en el caso de especimenes semiconductores, sefiales de fuerza
electromotriz.
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Figura 16. Dibujo esquematico de los diferentes tipos de sefiales reflejadas en un SEM.
http://fencyclopedia2.thefreedictionary.com/electron+microscope.



De estos tipos de sefiales solamente las sefiales de los e” secundarios y los
reflejados son recogidos por el detector y expresadas en términos de brillos y
oscuros sobre la pantalla del ORC.

La procedencia de los e varia; algunos e del haz pueden penetrar en la muestra
perdiendo energia y distribuirse dentro de ella bajo diferentes angulos. Una parte d
éstos pueden, después, emerger siguiendo direcciones relativamente opuestas a
la del haz. Son los e reflejados (BE). Otros e primarios pueden bombardear
orbitales electronicos de atomos de la muestra, los cuales liberan e- secundarios
(SE1) de menor energia que los reflejados. Los e reflejados pueden también
incidir sobre atomos de la muestra induciendo la produccién de e secundarios
(SE2).

5.3. TEM (Microscopia Electrénica de Transmision).

La microscopia electronica de transmision (TEM) es la herramienta mas
importante para entender la microestructura interna de los materiales a un nivel
subnanomeétrico.

Los electrones pueden ser facilmente concentrados usando lentes
electromagnéticas, permitiendo imagenes reales en el espacio de materiales con
resoluciones de unas decenas de nandmetros hasta pocos nanometros,
dependiendo de las condiciones de imagen, y simultaneamente obteniendo
informacion de difraccion de las regiones subnanométricas de las imagenes.
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Figura 17. Dibujo esquematico de un equipo de TEM. https://en.wikipedia.org/wiki/Electron_microscope.
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En adicion a la difraccion e imagen, los electrones de alta energia (usualmente en
el rango de 100-400 keV de energia cinética) en TEM causan excitaciones
electronicas de los atomos en la muestra. Dos técnicas importantes de
espectroscopia hacen uso de estas excitaciones incorporando detectores en el
microscopio:

e En la espectroscopia de rayos X de energia dispersiva (EDS), un especto
de rayos X es colectado de pequefas regiones de la muestra iluminada con
un sonda enfocadora de electrones usando un detector de estado solido.
Rayos X caracteristicos de cada elemento son usados para determinar las
concentraciones de diferentes elementos presentes en la muestra (Williams
y Carter, 2009).

e En la espectroscopia de pérdida de energia de electrones (EELS), un
prisma magnético es usado para separar los electrones de acuerdo a su
pérdida de energia después de pasar a través de la muestra (Egerton,
2011). Los mecanismos de pérdida de energia como la excitacion de
plasmones y la excitacion nucleo-electrén causan caracteristicas distintivas
en EELS. Estas pueden ser usadas para cuantificar los elementos
presentes asi como para proveer informacion acerca del enlace atomico y
una variedad de otros fenomenos de utilidad.

En cuanto a las sefiales compuestas por e  primarios que, tras penetrar en la
pieza, permanecerian en su interior, mientras que las debidas a los e transmitidos
estarian compuestas por e- capaces de atravesar la muestra siempre que ésta sea
lo bastante fina. Este ultimo tipo de e es el utilizado en TEM.

Para que los electrones puedan ser acelerados hasta la velocidad prefijada, debe
trabajarse en condiciones de alto vacio (10* a 10 Torr). El sistema central del
microscopio electrénico incluyendo la pantalla fluorescente y el equipo fotografico,
lo constituye un tubo hueco.

Un microscopio de transmisiébn de electrones moderno (TEM) puede ser
esquematizado como un sistema de 3 lentes: un lente de objetivo, un lente
intermedio y un lente proyector. Cada uno de estos lentes es, en realidad, a
menudo una lente compuesta, pero dado que los detalles de esto dependen de
cada instrumento en particular esto no sera discutido.

Por otra parte, lentes de condensador son usadas como el sistema de iluminacion,
pero vamos a considerar sélo las trayectorias de los rayos en un sistema de
formacion de imagen de tres lentes. El sistema permite un facil cambio de un
modo de alta magnificacion de imagen a un modo de difraccibn de un area
seleccionada.

Aperturas de seleccion moviles son puestas en el plano de imagen del lente
objetivo y otra cerca del plano focal trasero. La apertura frontal es usada para



seleccionar un area pequena (<< 1 ym) de la muestra mientras se ve la imagen. El
segundo permite seleccionar ya sea un haz simple o un numero de haces
difractados de formacion de imagen.

La resolucion de imagen del sistema es determinada en su mayor parte por las
caracteristicas del lente objetivo, en particular por su constante de aberracion
esférica. Mientras que la estructura del modo de alta resolucion, la calidad del
lente del objetivo es crucial, este es mucho menos el caso para imagenes de
difraccion de contraste.



6. Metodologia

CTAB (hexadecyltrimetilamonium bromide), Acido ascorbico L [AA], NaBHa
(Borohidruro de sodio), AgNOs y HAuCI4 fueron obtenidos de Sigma-Aldrich. Se
utilizé agua desionizada en todos los experimentos.

Utilizamos una modificacion del protocolo reportado por Nikoobakht & El-Sayed
[39 preparando una solucién de semillas y soluciones de crecimiento, descritas a
continuacion.

6.1. Solucion de semillas.
« 5ml de CTAB (0.20M) se mezclaron con 5ml de HAuUCIl4 (5x10*M).

* Después de agitar la solucion se le agregaron 0.6mL de NaBHa4
(0.010M) con una temperatura de 0°C. El color de la solucion se
torno amarillo — café.

* Se agitd vigorosamente durante 5min y se dej6 a temperatura
ambiente (25°C).

6.2. Solucion de Crecimiento.

« A 5mL de CTAB (0.20M) se le agregaron (50, 100, 150, 200, 250,
300) pl de AgNOs (4x10-3M) respectivamente a 25°C. Después se le
agreg6 5mL de HAuCI4 (1x10°3).

* Después de 5min de agitacion, se agregaron 140ul de acido
ascorbico (0.0788M).

» El acido ascérbico, como un agente reductor medio, cambio el color
de la solucién de amarillo-naranja a transparente.

* Finalmente se agregaron 24ul de la solucion de semillas. La solucion
cambié de color gradualmente entre 10-20 min.

AgNO.

« 50ul, 100pl, . HAuCl4
150pl, 200l,
250pl, 300pl

¥

‘ A.Ascorbico :grﬂg]c?éen

Figura 18 Secuencia de Sintesis de Nanorods.



Absorbancia

7. Resultados.

7.1. Uv-Vis

Todas las muestras se caracterizaron por UV-Vis en un equipo Agilent Cary 60.

7.1.1. Semillas

Las semillas usadas para la sintesis de nanorods fueron caracterizadas por Uv-Vis
y se comparo el espectro resultante con el publicado por Nikoobath & El-Sayed
[39] (Gréfica 1), obteniendo las mismas bandas de absorcién alrededor de 360 y

500 nm.

09:
08:
07
06:
05
04
03:
Q2:

0.1

— Semillas|

360

496

0.0

300 400 500 600 700 800

Wavelength (nm)

Optical density

1 " 1 " 1 n 1 L 1 L 1

0.3

o
je]
1

o
—_—
1

Seed solution TN

50 minutes

0.04,

T T T T T T T T 1T
300 400 500 600 Y00 8OO

Wavelength (nm)

—T—
900

T
1000 1100

Grafica 1. Caracterizacion UV-Vis de las semillas utilizadas para la sintesis de Nanorods de Au (izquierda), en
comparacion con las semillas obtenidas por Nikoobath & El-Sayed (derecha).



7.1.2. Solucidon de Crecimiento

De acuerdo al método utilizado para la sintesis, la caracterizacion de la solucion
de crecimiento fue paso a paso, para poder ver asi los diferentes espectros
durante la sintesis de la solucion y poder estudiarla. Se muestran los diferentes
espectros al ir agregando cada componente de la solucién: CTAB + AgNOs +
HAuCls + A.A. + Solucion de Semillas (Gréfica 2).
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Grafica 2. Espectros de Uv-Vis de las diferentes etapas de la sintesis de la solucién de crecimiento, a) CTAB
donde la absorbancia es casi nula por parte de la muestra, b) CTAB + AgNOQOzs, ¢) CTAB + AgNO3s + HAuCl4, d)
CTAB + AgNOs + HAUCls + AA.

Se dividio la solucion de crecimiento en 2 muestras y a una se le agrego 24l de la
solucion de semillas, mientras que a la otra no, y se caracterizaron a los 10
minutos de reaccion (Gréafica 3), la diferencia de los espectros nos da una idea de
la importancia del papel de las semillas en la sintesis de los NRs, ya que sin éstas
no hay ninguna sefal caracteristica de los SPR (T y L) de los NRs.
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Grafica 3. Espectro de Uv-Vis de una muestra de la solucién de crecimiento sin semillas (negro) y una
muestra de solucién de crecimiento con semillas (rojo) a los 10 minutos de reaccién, donde la solucién con
semillas muestra las bandas caracteristicas de los plasmones de un NR.

Se hicieron las soluciones de NR de acuerdo al protocolo establecido y se
caracterizaron por Uv-Vis una vez sintetizadas, los espectros nos muestran un
patrén en el desplazamiento de las bandas del plasmén de los NRs (Gréfica 4), de
acuerdo con la cantidad de Ag agregada a cada sintesis.
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Grafica 4. Espectro de Uv-Vis de Sintesis de NRs a 25°C, caracterizadas al momento de ser sintetizadas.
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Grafica 5. Espectros de Uv-Vis de Sintesis de NRs a 25°C (izquierda), y una semana después (derecha) note
el corrimiento del SPR-L y el aumento en la intensidad de la sefial del SPR-T.

Las muestras fueron analizadas 1 semana después, mostraron un corrimiento en
la banda del SPR-L hacia la region ultravioleta, asi como la aparicion de una
banda alrededor de 300 nm (Gréfica 5), esto sugiere una continuacion de reaccion
larga, de modo que se propuso un protocolo para analizar la estabilidad de los
NRs con respecto a la temperatura de almacenaje (Figura 21) a 3 diferentes
temperaturas:

CA]E]

A) 4°C, una temperatura suficientemente baja para poder obtener un CTAB
cristalizado sin tener presencia de agua cristalizada.
B) 15°C, ya que es la temperatura ambiental que se midié en el laboratorio
durante el tiempo de almacenaje.

NRs
|

C) 33°C.
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Figura 19. Protocolo propuesto para analizar la estabilidad de los NRS con respecto a la temperatura de
almacenaje.



Se caracterizaron las muestras a intervalos de 1 semana. Las muestras
almacenadas a 4°C muestran una alta estabilidad dado que no hay cambio
significativo en el espectro mostrado después de 2 semanas en comparacion con
el tomado a los 30 minutos de la sintesis.
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] —— Ag50 10,080 min a 33°
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Grafica 6. Espectro de Uv-Vis de las muestras con 50ul de AgNOs, nétese la aparicion de una banda
alrededor de los 300nm en las muestras almacenadas a 15°C (verde) y a 33°C (rojo).

Las muestras almacenadas a 15°C muestran un desplazamiento hacia el
ultravioleta del SPR longitudinal significativo, lo cual cambia el tamafio de los
nanorods en su longitud, y una aparicién de una banda alrededor de los 300 nm.

Las muestras almacenadas a 33°C tienen un desplazamiento hacia el ultravioleta
del SPR longitudinal significativo, ademas de un aumento de absorbancia en toda
la sefal del espectro, con un mayor cambio en los SPR y en la banda alrededor de
los 300 nm.
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Grafica 7. Espectro de Uv-Vis de las muestras con 100ul de AgNOs.
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Grafica 8. Espectro de Uv-Vis de las muestras con 150ul de AgNOs.
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Grafica 9. Espectro de Uv-Vis de las muestras con 200ul de AgNOs.

Para enfatizar la comparacion de los espectros de las muestras almacenadas a
diferentes temperaturas y su efecto en la evolucidn de la reaccion, se les
caracterizd 2 semanas después de sintetizadas. Los resultados muestran una alta
estabilidad en las soluciones almacenadas a 4°C, mientras que las que estuvieron

a 33°C tienen una mayor evolucién en la reaccion.
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Grafica 10. Espectros de Uv-Vis en donde se compara la evolucidon de los NRs sintetizados con 100ul de
AgNOs en el tiempo, a) temperatura de 4°C, b) temperatura 15°C, c) temperatura de 33°C.

La estabilidad de los NRs almacenados a 4°C permanece incluso después de 2
semanas de almacenamiento. Los que estuvieron a una temperatura de 15°C
mostraron una evolucidén de reaccién, con una mayor intensidad en el SPR-L de
los NRs y con un leve corrimiento de éste hacia el ultravioleta (alrededor de
10nm); aparece una banda alrededor de los 300 nm.

En las muestras almacenadas a 33°C, la evolucion de reaccion de los NRs es
notable, ya que hay un aumento de la intensidad de absorbancia de ambos SPR
(tanto L como T), asi como un corrimiento del SPR-L hacia el ultravioleta
(aproximadamente 30nm); de igual manera se hace mas notable la aparicion de la
banda alrededor de los 300 nm sobresaliendo ésta con mayor intensidad que
ambas bandas de SPR.

Con estos resultados podemos decir que a bajas temperaturas la estabilidad de
los NRs es alta, ya que esto se puede deber a la cristalizacion del CTAB, segun su
temperatura de Kraft (aprox. 25°C), temperatura por debajo de la cual se cristaliza
el surfactante; también que, debido a la baja temperatura, hay una menor difusién
en la solucion.
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Grafica 11. Espectros de Uv-Vis en donde se compara la evolucién de los NRs sintetizados con 150yl de
AgNOs en el tiempo, a) temperatura de 4°C, b) temperatura 15°C, c) temperatura de 33°C.
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Grafica 12. Espectros de Uv-Vis en donde se compara la evolucién de los NRs sintetizados con 200yl de
AgNO:z en el tiempo, a) temperatura de 4°C, b) temperatura de 33°C.

7.1.4. Analisis de los NRs con mayor cantidad de Ag

Se sintetizaron NRs con un mayor volumen de AgNOs agregado (350ul, 400ul)
para poder obtener NRs con una respuesta del SPR-L aproximadamente de 900
nm, y se caracterizaron Uv-Vis (Grafica 13) comparando su espectro con el ya
obtenido de 300ul, mostrando una respuesta en el SPR-L aproximadamente igual
que esta Ultima, sin sobrepasar la respuesta en los 840nm.
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Grafica 13. Espectros de Uv-Vis en donde se compara la banda del SPR-L de los NRs con respecto al
volumen agregado de AgNOs, 300ul (negro), 350ul (rojo) y 400ul (azul).

Por lo tanto, los resultados muestran que aunque se agregue un volumen mayor a
300pl de AgNOs, la respuesta de SPR-L de los NRs no muestra un patrén de
corrimiento hacia el infrarrojo mas alla de la respuesta de 300ul.



7.2. SEM

Las muestras se caracterizaron y se tomaron imagenes de SEM en el equipo
Helios Nanolab del LINAN.

7.2.1. NR Ag50

Las muestras de NRs sintetizados con 50ul de AgNOs muestran una longitud
promedio de 35.6 nm y un ancho promedio de 18.2 nm, una semana después de
su sintetizacion, almacenados a 33°C. Con una razon de aspecto [R] (R = L/T)
poco menor de 2.

Figura 20. Micrografias de SEM de NRs con un volumen de 50 yl de AgNO3 almacenados por una semana
en una temperatura de 33°C.
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Figura 21. Promedio de tamafio de los NRs con una cantidad de 50 uyl de AgNOz al momento de ser
sintetizados a una temperatura de 25°C.



7.2.2. NR Ag100

Las muestras de NRs sintetizados con 100ul de AgNOs tienen una longitud
promedio de 34.9 nm y un ancho promedio de 12.7 nm. Con una R de 2.75.

Figura 22. Micrografias de SEM de NRs con un volumen de 100 pl de AgNO3 almacenados por una semana
en una temperatura de 4°C.
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Figura 23. Promedio de tamafio de los NRs con una cantidad de 100 yl de AgNOs almacenados durante 1
semana a 4°C.

Las muestras almacenados a 4°C durante una semana, muestran una longitud
promedio de 34.9 nm y un ancho promedio de 12.7 nm. Con una R de 2.75;
mientras que las muestras almacenados a 33°C durante una semana, muestran
una longitud promedio de 37.4 nm y un ancho promedio de 13.9 nm. Con una R de
2.69.
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Figura 24. Micrografias de SEM de NRs con un volumen de 100 yl de AgNO3 almacenados por una semana
en una temperatura de 33°C.

Las muestras almacenados a 33°C durante 2 semanas, muestran una longitud
promedio de 40.1 nm y un ancho promedio de 16.2 nm. Con una R de 2.47.

200 nm WD | curr H\ ——————— 300 nm
(IPICYT-LINAN) 4.0 mm |86 pA| 5.00 KV | 200 014 x Ad (IPICYT-LINAN)

Figura 25. Micrografias de SEM de NRs con un volimen de 100 pl de AgNO3 almacenados por 2 semanas
en una temperatura de 33°C.
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Figura 26. Promedio de tamafio de los NRs con una cantidad de 100 ul de AgNOs donde se muestra su
evolucion en tamafio al ser almacenados durante 2 semanas a 33°C.

7.2.3. NR 150Ag

Las muestras de NRs sintetizados con 150ul de AgNOs tienen una longitud
promedio de 37.1 nm y un ancho promedio de 12.9 nm. Con una R de 2.87.
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Figura 27. Micrografias de SEM de NRs con un volimen de 150 ul de AgNO3.
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Figura 28. Promedio de tamafio de los NRs con una cantidad de 50 pl de AgNOs al momento de ser
sintetizados a una temperatura de 25°C.

7.2.4. NR 200Ag

Las muestras de NRs sintetizados con 200ul de AgNOs tienen una longitud
promedio de 41.5 nm y un ancho promedio de 14.4 nm. Con una R de 2.89.

WD | curr HV mag @ —— P—— WD | curr HV mag B e—L % L1111}

4.0 mm |86 pA|5.00 kV | 200 000 x g2 LINAN 4.0 mm |86 pA | 5.00 kV | 200 000 x 2008 (IPICYT-LINAN)

Figura 29. Micrografias de SEM de NRs con un volimen de 200 pyl de AgNO3 almacenados por una semana
en una temperatura de 4°C.
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Figura 30. Promedio de tamafio de los NRs con una cantidad de 100 yl de AgNOs donde se muestra su
evolucion en tamafio al ser almacenados durante 1 semana a 4°C.
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Figura 31. Micrografias de SEM de NRs con un voliumen de 200 yl de AgNO3 almacenados por una semana
en una temperatura de 33°C.

Las muestras almacenados a 4°C durante una semana, muestran una longitud
promedio de 41.5 nm y un ancho promedio de 14.4 nm. Con una R de 2.89;
Mientras que las muestras almacenados a 33°C durante una semana, muestran
una longitud promedio de 40.9 nm y un ancho promedio de 14.6 nm. Con una R de
2.80.
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Figura 32. Micrografias de SEM de NRs con un volimen de 200 pl de AgNO3 almacenados por 2 semanas
en una temperatura de 33°C.
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Figura 33. Promedio de tamafio de NRs con un volimen de 150 yl de AgNO3 almacenados por 1 semana en
una temperatura de 33°C.

7.2.5. NR 250Ag

Las muestras de NRs sintetizados con 250ul de AgNOs tienen una longitud
promedio de 38.1 y un ancho promedio de 11.5 nm. Con una R de 3.31.
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Figura 34. Micrografias de SEM de NRs con un volimen de 250 ul de AgNO3.

7.2.6. NR 300Ag

Las muestras de NRs sintetizados con 300ul de AgNOs tienen una longitud
promedio de 44.7 nm y un ancho promedio de 11.7 nm. Con una R de 3.82.

200 nm | ["WD [cur | HV | mag B |
(IPICYT-LINAN 4.0 mm |86 pA | 5.00 kV | 250 000 x

Figura 35. Micrografias de SEM de NRs con un volimen de 300 ul de AgNO3.

Las muestras almacenados a 15°C durante una semana, muestran una longitud
promedio de 46.0 nm y un ancho promedio de 13.2 nm. Con una R de 3.48;
Mientras que las muestras almacenados a 33°C durante una semana, muestran
una longitud promedio de 44.1 nm y un ancho promedio de 12.9 nm. Con una R de
3.41.
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Figura 36. Micrografias de SEM de NRs con un volimen de 300 pl de AgNO3 almacenados por una semana
en una temperatura de 15°C.
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Figura 37. Micrografias de SEM de NRs con un volimen de 300 ul de AgNO3 almacenados por una semana
en una temperatura de 15°C.
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Figura 38. Promedio de tamafio de los NRs con una cantidad de 300 yl de AgNOs almacenados por 1 semana
en una temperatura de 33°C.

7.2.7. NR 350Ag

Las muestras de NRs sintetizados con 350ul de AgNOs tienen una longitud
promedio de 42.4 y un ancho promedio de 12.1 nm. Con una R de 3.50.
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Figura 39. Micrografias de SEM de NRs con un volimen de 350 ul de AgNO3.
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Figura 40. Promedio de tamafio de los NRs con una cantidad de 350 pyl de AgNOz al momento de ser
sintetizados a una temperatura de 25°C.

7.2.8. NR 400Ag

Las muestras de NRs sintetizados con 400ul de AgNOs tienen una longitud
promedio de 44.3 y un ancho promedio de 10.4 nm. Con una R de 4.28.
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Figura 41. Micrografias de SEM de NRs con un volimen de 400 pl de AgNOs.
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Figura 42. Promedio de tamafio de los NRs con una cantidad de 400 uyl de AgNOz al momento de ser
sintetizados a una temperatura de 25°C.

7.3. Razon de aspecto
De acuerdo a nuestros resultados, el cambio en R con respecto al volumen de

AgNOs agregado aumenta (Tabla 10). Al llegar a un volumen mayor de 300 pyl de
AgNOs, la R baja un poco en 350 pl pero aumenta de nuevo en 400 pl.

B Razon de Aspecto

Razén de Aspecto (L/T)
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1

Volumen de Ag

Figura 43. Razones de aspecto de NRs sintetizados, con respecto al volumen de Ag agregada a la solucién
de crecimiento.



7.3.1. Antecedentes tedricos

Las soluciones que han elaborado absorben la luz visible, como se puede
observar en el espectro de absorcidon que acaba de medir. Tengamos en cuenta
que la cantidad de bienes que se registra es la transmitancia, T (A). En una
primera aproximacion, la reflexion en las diferentes interfaces se descuida, y la
absorbancia se acaba de definir como:

A =In(T) o)

ya que la intensidad del haz de luz disminuye a lo largo de la direccion de
propagacion z como:
1(z) = 1(0)e~4¢
(9)

Un conjunto de NRS de Au orientadas al azar presentan dos bandas de absorcion,
que corresponden al SPR transversal (T) y longitudinal (L). Al aumentar la relacién
de aspecto de la barra (R = longitud / anchura = L / A), el plasmoén transversal y
longitudinal se recorren al ultravioleta e infrarrojo, respectivamente.

Sin embargo, el L evoluciona mucho mas rapidamente con R que T. Por otra
parte, la banda T se encuentra muy cerca de la SPR de las particulas esféricas.
Es entonces mejor centrarse en la banda del SPR-L a fin de distinguir las
contribuciones de barras y esferas en una solucion donde ambos tipos pueden
estar presentes.

Resumamos ahora la expresion mateméatica del espectro de absorciéon de los NRs
gue contienen soluciones coloidales. Lo siguiente se basa en parte en documentos
de MA El-Sayed (Georgia Tech, Atlanta) [58, 59]. Extendiendo la teoria de Mie
[60], Gans [59] derivo el coeficiente de absorcion de NPs orientadas al azar en la
aproximacion dipolar [61]:

2NV e3/? Z (1/P7)e,
(==
3A

i 1-P ’ 2
Jj=AB,C &+ Té'm + &
j
(10)

Donde N es el numero de particulas por unidad de volumen, V el volumen de cada
particula,

Em = Ny
(11)

La funcion dieléctrica del medio circundante (que puede suponerse constante en el
intervalo espectral de interés):

g, =2.025 (watertCTAB)



A la longitud de onda de la luz en el vacio,

E=¢& tig
(12)

Es la funcion de la particula dieléctrica. Pj son los factores de despolarizacion de
los tres ejes A, B, C de la particula. Para barras, tenemos A = longitud, B = C =
ancho y L=W. El Pj son entonces:

1—e?11 1+e
Po=— |z (=) ]

e? 1—e
(13)
1-P,
P = =
B PC 2
(14)
Con:
e=41-—1/R?
(15)

Al considerar solo el modo SPR longitudinal, se puede demostrar que la condicién
de resonancia es aproximadamente:
(1—=Pye
g(y) =———"

Pa
(16)

donde 2A; es el maximo de la banda de SPR-L. Por tanto la linealizacion de la
dependencia de la de A; con la parte real de la funcién dieléctrica del Au en el
rango espectral de la SPR-T y L (~ de 500-800 nm) y la dependencia de R con el
término del lado derecho de la ecuacion. (16) en el rango de R ~ 1,5-4, se obtiene
una expresion fenomenoldgica aproximada para A;:

A = (47.26R — 37.18)¢,, + 472.82
(17)

De la cual, despejando R:

A—472.82
R.T.= (—

- + 37.18) /47.26
" (18)

Entonces se puede sacar un aproximado de la razon de aspecto tomando en
cuenta solo la longitud de onda del maximo de la banda de SPR-L. Y,

comparandolo con el R experimental podemos tener una idea de la aproximacion
del R. semi empirico, tomando en cuenta el rango de la sobreestimacion.
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Figura 44. Comparacion de la R (A.R.) con la R.semi-empirica (A.R.T.).

7.4. TEM

Las muestras se caracterizaron por contraste “Z” y en HRTEM en un equipo de
microscopia electronica de transmision de marca Tecnai del LINAN - IPICyT.

7.4.1. Semillas

Las semillas se caracterizaron por contraste “Z” para poder medir su tamafio, ya
que en promedio, las semillas obtenidas tienen alrededor de 4 a 6 nm de
circunferencia.

Se les realizé también trazas de EDX para comprobar su composicién. Los
resultados fueron congruentes con la teoria, pues su composicion es puramente
Au, ya que la presencia de Cu es de la rejilla portamuestras.



Figura 45. Micrografias de TEM (contraste Z) de semillas de Au, en donde los tamarfios oscilan entre los 2 y 6
nm.

Figura 46. Micrografias de TEM (contraste Z) de semillas de Au, en donde los tamafios oscilan entre los 2 'y 6
nm.
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Figura 47. Porcentaje de tamafio de las semillas, en donde hay una distribucién entre 2 y 6 nm de tamafio.
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Figura 48. EDX de la muestra de semillas donde se comprueba la presencia de Au, las trazas de Cu y Si
pueden ser descartadas por ser de la rejilla y del tubo de almacenamiento.




7.4.2. NR 150Ag

La muestra de NRs con 150 ul de AgNOs fue caracterizada por TEM (contraste
“2”) y HRTEM para poder analizar su estructura y su composicion. Se realiz
también trazas de EDX para comprobar su composicion. Los resultados muestran
gue su composicion es puramente Au, ya que la presencia de Cu es de la rejilla
portamuestras.

300 Aﬁu W EDX Spectrum profile (traza 2 EDX Spectrum profile td) |

200+
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Figura 49. Micrografias de TEM (contraste Z) y EDX de NRs de Au con un volimen de 150 ul de AgNO3.

De acuerdo al analisis de las imagenes de HRTEM realizadas a los NRs con 150l
de AgNOs, la direccidn de crecimiento [220] es la encontrada en los NRs, se utilizd
el programa Gatan Digital Micrograph para éstos analisis.
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Figura 50. a) Micrografia de HR-TEM de NRs de Au con un volimen de 400 pl de AQNO3 donde se muestran
las direcciones de cristalograficas del NRs con base en b) su transformada de Fourier.

7.5. ICP

La solucion de semillas se caracterizaron para ICP en el LAMBAMA — IPICyT. Los
resultados muestran que, a una concentracion de 1x10“ M de Au, se encontraron
13.0555 ppm de Au presentes en la solucion de semillas.



8. Discusion de Resultados

Los resultados anteriores sugieren la formacion de una doble micela durante la
sintesis de NRS. Las moléculas anfifilicas se caracterizan por constituirse
tipicamente por una region de su estructura quimica afin al agua (parte hidrofilica)
y por otra region que tiende a evitar el contacto con el agua (parte hidrofébica).

La region hidrofilica presenta afinidad por los solventes polares como el agua
mientras que la parte hidréfoba se solubiliza en compuestos de caracter no polar
como los hidrocarburos o los aceites.

A la parte hidrofilica de los surfactantes se le denomina comunmente como
“cabeza polar’ y a la parte hidréfoba como “cola hidrofébica”, manteniéndose
ambas partes unidas mediante un enlace covalente, el cual le da estabilidad a la
molécula anfifilica.

Al aumentar su concentracién en el agua, las moléculas del tensoactivo se
acumulan en la interface hasta que la tension superficial alcanza su valor minimo.
A partir de esta concentracion, definida como concentracién micelar critica (cmc),
los tensoactivos se organizan en micelas directas [69],
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Figura 51. Determinacion del area optima de cabeza Ao a partir de la minimizacion de la energia libre de
interaccion entre moléculas del surfactante. Se representan las interacciones dominantes en la contribucién a
la energia libre total y los pardmetros geométricos que definen al parametro de empaquetamiento. Jacob N.
Israelachvilli, Intermolecular and Surface Forces, Third Edition, Academic Press, New York (2010) 710.



El CTAB entonces forma micelas esféricas que tienen un diametro ~2-3 nm, CMC
~1 mM y un punto de Krafft alrededor de ~ 25 -C en agua. Al agregarse el HAuCla,
los atomos de Au" se adhieren al Br ~ en las partes hidrofilicas de la micela. El
NaBHs actia como agente reductor del oro, Au® - Au®©), y esto de lugar a la
nucleacion del Au y a la formacion de las semillas.

HAUCIs + NaBH4 > Au + B(OH)3 + NaCl + H*
(19)

El Au© sigue ligado a la parte hidrofilica de las micelas al momento de la
nucleacion, esto sugiere la formacioén de una micela bicapa, o una doble micela,
en donde las partes hidrofébicas de las moléculas de CTAB quedan aisladas del
agual’.
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Figura 52. Modelo propuesto para la formacion de Semillas: a) formacién micelar del CTAB, b) agregracion
del HAUCI4, c) reduccién del Au®™ en Au© por accién del NaBHs, d) formacion de las semillas.

En la solucién de crecimiento, y basandonos en las caracterizaciones de Uv-Vis,
se propone un mecanismo de crecimiento (Figura 55-57). Después de la
formacion micelar del CTAB en la solucion, se agrega el AgQNOs que se deposita
sobre las partes hidrofilicas de la micela (Br) formando complejos AgBr.

El HAuCls se deposita sobre las partes hidrofilicas de la micela que no estan
ocupados por los iones de Ag. La diferencia de cargas entre los iones de Ag® y los
iones Au( provocan una deformacién en la micela por el nimero de Br con los
gue se enlazan cada respectivo ion.



El Acido Ascorbico es un agente reductor débil y al agregarse a la solucion, por lo
que soélo reduce al Au" - Au©, debido al fuerte enlace que forman los complejos
AgBr. La reduccion del Au se comprueba con las caracterizaciones de Uv-vis ya
antes vistas (Grafica 2).

La agregacion de las semillas es un paso critico para la formacion de los NRs, ya
que sin éstos la morfologia de las particulas cambia y no se obtienen NRs como
producto final.

Estas ayudan a la formacion de los NRs ya que atraen a los iones de Au
agregados en las micelas, las semillas se van encadenando con las micelas que
contienen Au y Ag. Los complejos de AgBr inhiben direcciones de crecimiento
durante el proceso de formacién de los NRs.

Se encontrd, de acuerdo a los resultados anteriores, que la cantidad los iones de
Ag incrementan la longitud de los NRs, hasta llegar a un grado de saturacion (300
pl de AgNOs) , en donde soOlo cambia la razén de aspecto de los NRs,
aumentandola.
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Figura 53. Modelo esquemético de la formacién de los NRs, donde se propone la mecéanica de la formacion
de NRs.
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Figura 54. Modelo esquemético de la formacion de los NRs, donde se propone la mecanica de la formacion
de NRs.
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Figura 55. Modelo esquematico de la formacién de los NRs, donde se propone la mecéanica de la formacion
de NRs.
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9. Conclusiones

La presencia de iones de Ag en la sintesis quimica de NRs de Au, asi como la
utilizacion de las semillas, son criticos para la obtencion de NRs ya que, en la
ausencia de éstos, el resultado obtenido no son NRs.

El papel de los iones de Ag radica en controlar el crecimiento y la fusion de las
micelas durante la formacién de los NRs, reflejandose en la elongacion de éstos,
hasta llegar a una concentracién en donde posiblemente se satura y la elongacion
no aumenta. La adicion de iones de Ag+ junto con los iones de Au3+ da pie a la
deformacion de la micela, pasando de esférica a tubular.

Los resultados de este trabajo confirman la formacién de una doble micela durante
la sintesis de las semillas y proponemos la hipotesis de una formacién de micela
sencilla en el crecimiento del NR.

La utilizacion de los NRs en aplicaciones como la hipertermia, requieren que éstos
tengan una alta estabilidad. Uno de los factores en la estabilidad de los NRs es la
temperatura de almacenaje. Esta es importante si se busca tener una alta
estabilidad de éstos. Los resultados mas 6ptimos en cuanto a estabilidad se
obtuvieron a bajas temperaturas (4°C).

Los NRs obtenidos tienen una razén de aspecto (R = L/T) entre 2 y 5 segun la
cantidad de iones de Ag agregados. Las imagenes de SEM muestran es su
mayoria una homogeneidad de NRs para cada muestra.

Experimentalmente no hay evidencia de reduccion de la Ag, lo que sugiere que la
Ag Unicamente actia como catalizador en la micela para la formacion de NRs. En
ninguna de las caracterizaciones realizadas se encontraron trazas de Ag. Lo que
sugiere que los complejos AgBr se van con los lavados de la muestra, dado al
fuerte enlace i6nico que se forma.

En los EDS y EDX realizados a las muestras se obtuvieron caracterizaciones
sobre los elementos que componen a los NRs, los cuales estdn compuestos
Gnicamente de Au. Gracias al HRTEM se obtuvo la direccién de crecimiento en los
NRS, la direccion obtenida [220] esta alineada con la longitud del NR.

Los resultados obtenidos en esta investigacion demuestran que la modificacion al
protocolo de sintesis de NRs de Au (Nikoobath & El Sayed), resolvié el problema
de reproducibilidad y homogeneidad en los NRs sintetizados. Fue posible
determinar las condiciones de almacenamiento (temperatura) que aseguran la
estabilidad fisica o estructural de los NRs en funcion del tiempo.



10. Perspectivas

Dentro de los proyectos a futuro se propone estudiar el mecanismo para
NRs de Ag asistido por Au, en funcion del agente reductor.

Analizar la naturaleza de la micela (sencilla o doble) en el crecimiento de
los NRs mediante Fluorescencia,
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