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RESUMEN

En el presente trabajo se desarroll6 un nanobiosensor que fue utilizado en la
deteccion de plomo y niquel en soluciones acuosas de sales preparadas en el
laboratorio, inicialmente se sintetizaron las nanoparticulas de oro en fase acuosa
usando el método coloidal el cual hace parte de los métodos bottom-up, usando
como reactivo metdlico el acido tetracloroaurico trihidratado (HAuUCl4+3H20) y
como agente reductor se utilizé el quitosan nanoparticulas fueron funcionalizadas
con ésta misma biomolécula. La formacion de nanoparticulas metalicas fue
confirmada mediante la técnica de dispersion dindmica de luz (DLS) y microscopia
electrénica de barrido (SEM) la primera permitié analizar el tamafio de las
nanoparticulas sintetizadas; a su vez la segunda técnica se empled para el estudio
de los demas aspectos morfolégicos de las mismas.

La caracterizacion de las nanoparticulas se realizé por medio de absorcion UV-
visible y para comprobar la funcion del nanosensor frente a soluciones acuosas de
sales de plomo y niquel se usaron técnicas colorimétricas, donde la variacion del
color inicial de la solucion del nanosensor indicO la deteccién del metal por parte
de éste, asi como un cambio generado en el espectro de las AuNPs.
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ABSTRACT

In the present work a nanobiosensor was developed to be used in the detection of
lead and nickel in aqueous solutions of laboratory prepared salts initially the gold
nanoparticles were synthesized in aqueous phase using the colloidal method which
is part of the bottom-up methods, using tetrachloroauric acid trihydrate as the
metallic reagent (HAuUCls « 3H20) and chitosan was used as reducing agent, these
nanoparticles were functionalized with this same biomolecule. The formation of
metallic nanoparticles was confirmed by the Dynamic Light Dispersion technique
(DLS) and Scanning Electron Microscopy (SEM) the first one allowed to analyse
the size of the synthesized nanoparticles; Simultaneously, the second technique
was used to study the other morphological aspects of the itself.

The characterization of the nanoparticles was carried out by means of UV-visible
absorption and to check the function of the nanosensor against aqueous solutions
of lead and nickel salts, colorimetric techniques were used, where the initial color
variation of the nanosensor solution indicated the detection of metal by itself, as
well as a change generated in the AUNPs spectrum.
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INTRODUCCION

En la actualidad existe una gran preocupacion por el deterioro que se le esta
ocasionando al medio ambiente el cual se debe en gran parte a las actividades
realizadas por el ser humano todas estas actividades buscan el mejoramiento de
la calidad de vida.

Gran parte de estas actividades surgen inicialmente de la blusqueda de nuevos
materiales y compuestos que puedan satisfacer las necesidades y gustos de la
poblacion mundial en diferentes industrias se realizan procesos fisicoquimicos los
cuales tienen como fin la creacién y sintesis de nuevos compuestos, para dicho fin
se utilizan como materias primas quimicos y materiales que en muchos casos son
altamente toxicos y que ademas contaminan el medio ambiente como
consecuencias de dichos procesos se generan gran cantidad de desechos los
cuales generalmente van a parar a los rios, suelos y a la atmosfera.

La mayoria de los residuos generados en los procesos industriales son
compuestos quimicos que en su mayoria estan conformados por metales pesados
entre los que se encuentran (cromo, mercurio, cobre, niquel, cadmio, plomo entre
otros) , los cuales son altamente nocivos y toxicos para el ser humano, atributo
gue ha desencadenado una gran preocupacion en la poblacién a nivel mundial,
debido a que su toxicidad excede la totalidad de los residuos radiactivos y
organicos, ademas son los causantes de una gran cantidad de enfermedades [1].

Debido a la alta toxicidad de los metales pesados, la agencia de proteccion
ambiental de los EEUU (US EPA) los ha incluido en la lista de contaminantes
prioritarios (US EPA). Entre los metales de gran interés por su incidencia en
enfermedades se encuentran el niquel, al que se le considera como uno de los
factores causantes de enfermedades respiratorias, incremento en la aparicion de
tumores malignos y aumento en tasas de mortalidad por cancer, ademas de
enfermedades causadas en la piel. También se encuentra el plomo, al que se le
atribuyen efectos neuroldgicos, la aparicion de dos tipos de anemia, efectos
renales y por afectar no solo la viabilidad del feto sino su desarrollo. Asi mismo,
esta el cadmio que presenta propiedades cancerigenas [2, 3,4].

Los metales pesados estan ocasionando un dafio grave al medio ambiente y en
especial a las fuentes hidricas, que es el medio en el cual se encuentran en alto
grado. En los ultimos afios se han desarrollado diversos estudios e investigaciones
encaminadas a buscar técnicas de deteccidn de estos metales en las aguas. De la
guimica analitica han surgido varias metodologias para la deteccion de metales
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pesados en aguas, las cuales son altamente costosas y utilizan en su mayoria una
gran cantidad de compuestos quimicos que originan un alto nivel de
contaminacién, de igual forma es importante destacar que la técnica
espectroscopica denominada absorcion atomica es unas de las mas utilizadas,
para cuantificar metales [5].

Otras de las posibles soluciones son las aportadas por el campo de la Nanociencia
y Nanotecnologia, ramas que son relativamente nuevas y que estudian la materia
a nivel nanométrico, con las cuales se han trabajado en la deteccién de metales
pesados en aguas. Dichas técnicas ofrecen resultados rapidos, igualmente sus
analisis no implican procedimientos complicados y largos para llegar al resultado
esperado [6,7].

Por lo anterior, en este proyecto se desarroll6 un nanosensor basado en
nanoparticulas de oro, las cuales fueron funcionalizadas con una biomolécula
como el quitosan, este realizé de una forma rapida y sencilla la deteccion de
metales pesados como el plomo y niquel en matrices de agua, lo cual genero una
nueva forma de cualificar metales y lo convierte en un aporte a las técnicas
analiticas.
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1. MARCO TEORICO

1.1 NANOTECNOLOGIA

La Nanotecnologia es un area interdisciplinar que estudia las diferentes
estructuras cuyo didmetro oscila dentro de la escala nanométrica y sus
aplicaciones, el prefijo nano hace referencia a la millonésima parte de un metro, a
ésta escala se logra manipular la materia directamente a nivel atdmico y molecular

[8].

El padre de la Nanotecnologia es el fisico Richard Feynman quien en 1959 en la
famosa conferencia titulada “There’s Plenty of Room at the Bottom” planted la
posibilidad de manipular la materia atomo por atomo, ademas de afirmar que si
hasta el momento no se habia logrado era por limitaciones netamente
tecnologicas [9].

En la década de los 80’s la nanotecnologia como resultado de la convergencia de
varios avances tecnoldgicos y cientificos entre los que se destacan la invencidn
del microscopio de efecto tunel, el desarrollo de la microscopia de fuerza atdmica
y finalmente tal vez unos de los acontecimientos mas importantes en esta rama de
la ciencia, el descubrimiento del fullereno, todos estos acontecimientos marcaron
el nacimiento de una nueva ciencia denominada Nanotecnologia [10].

El término “Nanotecnologia” fue acufiado por el Profesor Norio Taniguchi en 1974
en una conferencia sobre Ingenieria de la Produccion. Segun su definicion la
Nanotecnologia era la tecnologia necesaria para poder fabricar objetos o
dispositivos (circuitos integrados, memorias de ordenador, dispositivos opto
electronicos, etc.) con una precision del orden de 1 nm [11].

1.2 NANOPARTICULAS (NPs)

En el caso especifico de las nanoparticulas, que constituyen uno de los
nanomateriales mas significativos que forman parte de la propuesta
nanotecnoldgica, la busqueda de una definicion se orienta desde las novedosas
propiedades que exhiben estas entidades por pertenecer a una escala por debajo
de los 100 nm [53]. Exhiben grandes ventajas relacionadas con su tamafio como
la relacién superficie/volumen, asi como sus propiedades electronicas vy
magnéticas, entre otras. Con el fin de que permanezcan aisladas sin aglomerarse,
se recubren de una capa protectora de materiales organicos o inorganicos. Las
finalidades de este recubrimiento son diversas como su estabilizacion, hacerlas
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biocompatibles o poder ser funcionalizadas con grupos funcionales especificos
(-COOH, -NH2), con enzimas, anticuerpos, aptdmeros u otros compuestos [12].

1.3 NANOPARTICULAS METALICAS

Las nanoparticulas metalicas son muy usadas para la deteccion de contaminantes
organicos e inorganicos, ya que estas pueden amplificar los campos
electromagnéticos que inciden en ellas, debido a que cuando entran en contacto
con la sustancia a medir, la sefial del espectro se amplifica, lo que permite la
deteccion [46,47] El sistema de deteccion Gptica que involucra nanoestructuras es
muy econdmico ya que no requieren de elaboracién de dispositivos, la respuesta
es rapida y es muy facil de usar [48,49].

Las nanoparticulas de metales nobles como oro, plata cobre etc., han despertado
un gran interés debido a sus excepcionales cualidades entre las que se
encuentran la formacion unica de una coloracion, reactividad quimica, absorcion
de radiacion y aquellas formadas por metales como el cobre y la plata presentan
actividad antimicrobiana [20].

1.3.1 Nanoparticulas de oro

Las nanoparticulas metalicas que han llamado mas la atencion son las de oro
pues son consideradas las mas estables en comparacion con los otros metales
nobles. Entre sus propiedades destacan las Opticas y cataliticas que son
dependientes del tamafio de particula. Por ejemplo, como se observa en la Figura
1, el color de las soluciones de nanoparticulas de oro puede ser rojo, rosado,
violeta, morado, azul o amarillo segun se incrementa el tamafio de particula hasta
la formacion de aglomerados y agregados [54,55]

W A 0
EENN

Figura 1. Variacion de las propiedades épticas de AuNPs con el tamafio
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Actualmente se conocen diversas aplicaciones de las nanoparticulas de oro entre
las que se encuentran los usos en la medicina ya que pueden ser utilizadas en el
tratamiento del cancer, asi como para elaborar nanoestructuras utiles para el
transporte de farmacos y macromoléculas terapéuticas [21].

Otros de los campos donde se utilizan las nanoparticulas de oro es el ambiental,
ya que éstas han sido utilizadas en la deteccién de metales pesados en aguas,
ofreciendo buenos resultados [30]. Esta tecnologia presenta un gran potencial ya
gue puede ser utilizada en aplicaciones reales como en la medicion de la
contaminacién en el mar. La deteccion éptica se basa en el cambio de color de las
nanoparticulas de oro funcionalizadas al atrapar el metal contaminante, dicha
técnica es sencilla y ofrece resultados rapidos y confiables. Igualmente, hay varios
campos a los cuales se podrian extender las técnicas de deteccién de metales
tales como en aguas de residuos industriales, o a nivel clinico (deteccion de
metales en sangre), o el alimentario.

El tamafo, distribucion y la forma de nanoparticulas metalicas depende de
algunos parametros importantes, tales como el método de sintesis, agente
reductor empleado, asi como el pH y temperatura de la sintesis [13]. También se
conocen estudios que indican que el diametro y la distribucion de tamafios de las
NPs son directamente proporcionales [14].

La velocidad en que son mezclados los reactivos precursores de las NPs son
igualmente factores decisivos en el tamafio de las nanoestructuras, lo mismo que
el pH usado en la reaccion es determinante para el ensamblaje de las NPs ya que
potenciales de hidrégeno por debajo de 7 generan cargas positivas lo cual
mantiene estable el potencial electrocinético de la solucion coloidal favoreciendo el
crecimiento de las nanoparticulas, ya que mantiene la carga positiva en la capa de
estas manteniéndolas estables. De la misma forma, la temperatura de sintesis es
fundamental en el tamafio y forma de las nanoparticulas [15, 16,17].

Dentro de las sintesis de nanoparticulas podemos encontrar varias clasificaciones,
esta la basada de acuerdo al medio o fase a partir del cual se efectla la sintesis,
ademas existen tres metodologias para dicho fin, los métodos fisicos, quimicos y
actualmente se han desarrollado nuevos métodos como es el caso de los
biologicos [18].
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1.4 SINTESIS DE NANOPARTICULAS

1.4.1 Sintesis de nanoparticulas en microemulsion

Las nanoparticulas obtenidas pueden ser de diferente composicién y tamafo. Por
medio de la variacion de algunos pardmetros empleados en el proceso, se puede
variar la estructura superficial de la NP, asi como su tamafio, que oscila entre 1-50
nm de acuerdo al surfactante empleado. Dentro de estas NPs se pueden
encontrar de Pt, Pd, Ru, Cu, Ag y SiO> entre otros.

La sintesis se logra al mezclar volumenes iguales de las dos microemulsiones que
tienen una misma relacién molar. La cantidad de surfactante representa 16.54 %
del volumen de la misma, ésta contiene la solucion acuosa del precursor metélico
la otra una solucion acuosa reductora. Después de que la reduccion se complete,
se agrega acetona a la solucion para provocar la separacion de fases y la
precipitacion de las nanoparticulas. El precipitado se enjuaga varias veces con
acetona y agua destilada, y luego se centrifuga por algunos minutos para eliminar
la mayor parte de surfactante. Posteriormente las particulas se ponen en un
volumen pequefio de agua destilada como una suspension.

1.4.2 Sintesis de nanoparticulas en sistemas coloidales

Mediante ésta técnica se pueden obtener NPs de diferentes formas, de acuerdo a
las condiciones de sintesis usada.

Este método consiste en disolver una sal del precursor metalico o del 6xido a
preparar, un reductor y un estabilizante en una fase continua o dispersante (un
liqguido en este caso). Este Ultimo puede jugar el papel de reductor, de
estabilizante o ambos. En principio el tamafio promedio, la distribucion de tamafios
y la forma o morfologia de las nanoparticulas pueden ser controlados variando la
concentracion de los reactantes, del reductor y del estabilizante, asi como la
naturaleza del medio dispersante.

De igual forma, el tamafio de estas nanoestucturas que puede variar entre 5-50
nm, se puede controlar de acuerdo al agente protector empleado. Cabe destacar
gue mediante este tipo de sintesis se pueden obtener igualmente nanofilamentos,
empleando agentes coloidales y reductores débiles, a partir de nanoparticulas que
actuan como nucleos de crecimiento.
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1.4.3 Sintesis de nanoparticulas en fase acuosa

En esta técnica se parte de las disoluciones precursoras de las nanoestructuras y
agentes reductores fuertes como el borohidruro de sodio que cumple la funcién de
dar origen a las nanoparticulas reduciendo las sales precursoras, pero ademas
protege y estabiliza las nanoparticulas ya sintetizadas. Es importante destacar que
de la concentracion del agente reductor depende el tamafio de las NPs, que en
general oscilan entre 50-500 nm.

Asi mismo, dentro de la sintesis de nanoparticulas se encuentra otra clasificacion
basada en las aproximaciones “fop-down”y “bottom-up” o de “arriba hacia abajo” y
de “abajo hacia arriba”. Dentro de la primera aproximaciéon, como su nombre lo
indica, se basa en partir de sdélidos de grandes proporciones, los cuales mediante
procesos fisicos conduce a la obtencion de proporciones mas pequefias [18].

Las siguientes son las técnicas que utilizan como fundamento el “top-down”.

a) La evaporacion térmica: Se basa en el calentamiento hasta la
evaporacion del material empleado para la sintesis. En esta técnica es
fundamental controlar las condiciones usadas en el crecimiento de las NPs,
con el fin de evitar modificaciones de la forma de la capa depositada.

b) La implantacion de iones: Por éste método se pueden implantar iones de
determinado material en un sélido, lo cual genera modificaciones de
morfologia, asi como variacion en las propiedades fisicas y quimicas. Esta
técnica permite determinar en cierta forma las dimensiones de las NPs, ya
gue controla la dosis de iones depositados, que lleva a la formacion de las
nanoparticulas metalicas.

C) Deposicion quimica en fase de vapor: Usada igualmente para la
obtencién de varios tipos de nanoestructuras como nanotubos de carbono,
nanohilos y nanofilamentos, entre otros. Como su nombre lo indica se basa
en la deposicién sobre un sélido, del producto de la descomposicién de un
compuesto volatil que contiene el agente precursor de las NPs, este
proceso se lleva a cabo en vacio, dentro del interior de un reactor.

d) La molienda: Es de los métodos mas empleados para la obtencién de
nanoparticulas, refinando el tamafio de particulas grandes y/o aglomeradas.
A pesar de obtenerse altas producciones de NPs, estas nanoestructuras
presentan un alto grado de contaminacion.
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b)

d)

La preparacion de clusters gaseosos: En esta técnica se parte del uso de
laseres a alta potencia, empleados con el fin de originar vapores metalicos
gue son depositados sobre un sustrato. Las condiciones necesarias son de
ultra-alto vacio.Dentro de la aproximacion “bottom-up™ para sintesis de
nanoparticulas, los métodos mas usados implican procedimientos quimicos
y son[18].

El método coloidal: consiste en reducir el metal presente en la sal
precursora y llevarlo hasta un estado de oxidacién cero utilizando un agente
reductor que pueda generar el coloide y posteriormente el crecimiento de
nanoparticulas

Reduccién fotoquimica y radioquimica: La reduccion fotoquimica se
basa en la reduccion de sales metalicas por radiacion de luz ultravioleta
visible, por medio de este método se obtienen nanoparticulas metalicas de
plata, oro, platino, paladio y cobalto, entre otros; igualmente puede
incorporar solventes organicos o sales inorganicas metalicas a altas
concentraciones. La reduccion radioquimica por otra parte se basa en la
irradiacion con rayos x puede hacer que el solvente o el soluto trabajen
como reductor.

Irradiacion con microondas: Es un método rapido y efectivo, ya que
permite temperatura, lo que proporciona un medio mas homogéneo para el
crecimiento de las NPs metalicas. Las nanoparticulas obtenidas presentan
muy baja dispersion de tamafio, aunque requiere un control preciso en el
tamafo y morfologia como en las otras técnicas. Comparado con otros
métodos convencionales la sintesis por microondas tiene como ventaja que
es una reaccion que se realiza en poco tiempo y produce pequefias
particulas con una baja distribucién de tamafio y alta pureza.

Utilizacion de dendrimeros: Los dendrimeros con varios grupos
funcionales terminales han sido usados para la sintesis de nanoparticulas
monometalicas y bimetalicas. Con dendrimeros se han sinterizado
nanoparticulas de oro de 1-3 nm. De igual forma, han sido usados para la
sintesis de nanoparticulas de platino y paladio con tamafios entre 1 y 2 nm
incorporadas en dendrimeros poli(amidoaminas) funcionalizadas con
grupos amino. Los dendrimeros han sido activamente utilizados para la
sintesis de nanoparticulas bimetalicas [22, 23, 24].
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En la actualidad han surgido nuevas metodologias las cuales son utilizadas con la
finalidad de sintetizar nanoparticulas metalicas mediante el uso de biomoléculas,
razén por la cual se han denominado métodos biolégicos, los cuales han surgido
debido a la creciente necesidad por utilizar metodologias de sintesis de
nanomateriales menos contaminantes, que al mismo tiempo impliquen menos
costos y que sean igual de efectivos.

1.5 SINTESIS VERDE DE NANOPARTICULAS

La preocupacion por el deterioro ambiental ha llevado a la generacion de técnicas
de sintesis verde de nanoparticulas metélicas. En este tipo de sintesis se busca
hacer la reduccion de sales precursoras utilizando agentes reductores y
estabilizadores los cuales son provenientes de fuentes naturales. Existen diversos
materiales empleados como componente principal de la matriz que formara las
nanoparticulas biodegradables, dentro de éstos se incluyen fosfolipidos y acidos
grasos, proteinas (gelatina, albimina) y polimeros, naturales (dextrano, quitosan),
semisintéticos (derivados de celulosa) o sintética poli(acrilatos), poli(anhidridos),
poli(acrilamidas) y poli(ésteres) [56,57].

1.5.1 Quitosan en la sintesis verde de nanoparticulas de oro

El quitosan es el segundo biopolimero mas abundante en la naturaleza,
corresponde a un polisacarido transformado que se obtiene por la desacetilacion
de quitina natural (N-acetilglucosamina), constituyente del caparazon de los
crustaceos y de muchas paredes celulares [58]. Este polimero ha adquirido mucha
atencion, porque es un polisacarido con excelentes propiedades, como
biocompatibilidad, biodegradabilidad, poca toxicidad, ademas de poseer
propiedades de adsorcion, resultando en muchos casos sintetizado como
microesferas, hidrogeles, peliculas, entre otras [3].

El quitosan fue descubierto por Rouget en 1859, quien encontré que al tratar
guitina con una solucién caliente de hidroxido de potasio se obtiene un producto
soluble en acidos organicos. Esta “quitina modificada”, como él la llamo, se
tornaba de color violeta en soluciones diluidas de ioduro y &cido, mientras la
guitina era verde. Mas tarde, en 1894, fue estudiada por Hoppe-Seyler quién la
denomind “quitosan” (también se conoce como quitosano en algunos lugares,
chitosan en inglés). En el siguiente esquema se aprecia los pasos elementales en
la obtencién del quitosan.
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Figura 2. Obtencion de quitosan a partir del exoesqueto de los crustaceos

La desacetilacion completa de la quitina produce un material totalmente soluble en
medio acido conocido como quitano; sin embargo, cuando la desacetilacion del
material de partida es incompleta se crea una mezcla de cadenas que tienen
distintas proporciones de unidades [(1-4)- 2-acetamido-2-desoxi-D-glucosa y B(1-
4)-2-amino-2-desoxi-D-glucosa, cuya relacion depende de las condiciones de
reaccion y que, obviamente, genera materiales con distintas propiedades
denominados quitosanos. La diferencia en las propiedades de estos materiales
puede llegar a ser notable, como por ejemplo la distinta solubilidad en medio
acuoso que pueden llegar a tener. Las estructuras quimicas de la quitina y el
guitosan se muestran a continuacion

CHOH  H,COCHN
0..
NHCOCH3 CH;0H
CH,0H HoN
OH
Quitosano > 0.
5 N

CH,OH

Figura 3. Estructuras quimicas de la quitina y quitosan [66]

La presencia de grupos aminas en la cadena polimérica ha hecho del quitosan uno
de los materiales mas versatiles que se estudian desde hace ya algun tiempo, por
la posibilidad de realizar una amplia variedad de modificaciones, tales como la
reacciones de anclaje de enzimas, reacciones de injerto, obtencién de peliculas
entrecruzadas, etc., de las cuales se obtienen materiales con propiedades
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adecuadas para aplicaciones inmediatas y futuras en biotecnologia, biomedicina,
agricultura, ingenieria ambiental etc [59].

El quitosan actla tanto como agente reductor y como agente estabilizador de la
superficie de otras nanoparticulas metalicas como Ag, Pd, Pty Fesz0s y evita su
agregacion. La estabilidad se logra porgque los grupos amino del biopolimero se
adsorben a las superficies de los metales mediante fisisorcion [62]. Respecto a las
nanoparticulas de oro con quitosan, Huang y Yang han reportado que la
concentracion del biopolimero influye en el tamafio y forma de particula, mientras
gue su peso molecular afecta la distribucién de tamafios [60].

La sintesis de nanoparticulas de oro involucra una reaccion redox. Sin embargo, el
mecanismo de reaccidn con quitosan todavia no se conoce ya que existen dos
grupos reductores distintos: -CH>OH (grupo hidroxilo) y -CHO (grupo aldehido)
[61]. La Figura 4 muestra el esquema que representa los pasos de sintesis,
propuesto por Sun y colaboradores, en el cual la degradacion del quitosan permite
gue los grupos aldehidos en los extremos de la cadena se oxiden y reduzcan a los
cationes metalicos a atomos neutros [63].

OH OH
0 0
~_-O o
HO HO -~
NH, NH2

OH OH
o) © °
——
HO OH +  HO7” o .~
NH, NH:

Figura 4. Quitosan como agente reductor: a) Hidrolisis en medio acido del quitosan
a glucosamina, b) Equilibrio de glucosamina a cadena abierta y ¢) Oxidacién del
grupo aldehido a acido carboxilico [63].
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1.6 CARACTERIZACION DE LAS NANOPARTICULAS

La caracterizacion de las nanoparticulas es de vital importancia ya que, es la clave
para hacer nuevos descubrimientos. En esta escala de tamafios, la observacion se
realiza con una sonda que puede consistir en fotones, electrones, neutrones,
atomos, iones o incluso una punta atédmicamente “afilada”. Para los
nanomateriales, la sonda a menudo tiene diferentes frecuencias, que van desde
los rayos gamma a los infrarrojos o mas alla, en el caso de los fotones, y hasta
energias relativistas en el caso de las particulas. La informacion resultante puede
ser procesada como imagenes, espectros, etc. que revelan los detalles
topogréficos, geométricos, estructurales, quimicos o fisicos del material. Una
amplia gama de técnicas se encuentra disponible para la caracterizacion de
materiales, que puede ser usado para estudiar los nanomateriales. La técnica mas
utilizada en la caracterizacion de las nanoparticulas, el tamafio y forma de las
mismas es la microscopia de barrido electronico (SEM), esta técnica produce
imagenes con electrones, para lograr dicho fin el equipo cuenta con un dispositivo
gue genera un haz de electrones para iluminar la muestra y con diferentes
detectores determinar caracteristicas de la imagen como la forma, textura y
composicion quimica [19].

La espectroscopia de UV-Vis permite saber si el proceso ha concluido con la
formacion de las nanoparticulas, ya que la aparicion de un pico caracteristico en el
espectro corroborara la existencia de la nanoparticula metalica, ya que el metal del
cual esta formada la nanoparticula absorbera en dicha regién, por tanto, elucidara
Su composicion la aparicion de un pico caracteristico de cada metal [32].

1.6.1 Banda de plasmones de superficie localizados

Las nanoparticulas de Au en medio acuoso presentan variedad de colores debido
a una propiedad fisica denominada resonancia de plasmones de superficie
localizados. Esta propiedad se define como la oscilacion colectiva de los
electrones libres de la banda de conduccion en la superficie de la nanoparticula al
absorber radiacion electromagnética de una determinada energia [64].

En general, las AuNPs esféricas muestran una sola banda de absorcién alrededor
de 520 nm, una banda adicional entre 600-900 nm indica la presencia de
nanoparticulas no esféricas. Por ejemplo, las nanobarras de oro poseen dos
bandas de absorcion, la banda cercana a 520 nm corresponde al modo de
plasmon transversal y otra banda de mayor intensidad en la region infrarroja entre
700 nmy 1000 nm sefiala el modo de plasmon longitudinal [65].
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En la Figura 5, se presenta el espectro UV-Vis de AuNPs donde se pueden
observar la banda de absorcion del plasmén comprendido entre los 500 a 535 nm.
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Figura 5. Banda de absorcion del plasmoén de las AuNPs [14]
1.7 FUNCIONALIZACION DE LAS NANOPARTICULAS

Muy pocas aplicaciones se pueden obtener a partir de suspensiones coloidales de
las nanoparticulas inmediatamente después de su sintesis, por lo que la mayoria
de las aplicaciones requieren de procesos posteriores para la utilizacion del
nanomaterial. Casi todas las aplicaciones requieren que la interaccion entre las
nanoparticulas y el medio anfitrion, sustratos o moléculas, sean controladas. Este
control es obtenido mediante la llamada funcionalizacion, la cual consiste en
incorporar en la superficie de las nanoparticulas moléculas con grupos funcionales
especificos. Estos grupos funcionales pueden ser elegidos solo para asegurar la
estabilidad del coloide o bien para permitir su unién a diferentes sitios especificos
del medio anfitrién [40].

El objetivo de la funcionalizacién es cubrir la superficie de las nanoparticulas con
los grupos funcionales que son necesarios para su posterior procesamiento, estos
grupos pueden ser moléculas organicas o inorganicas y en otras ocasiones
biomoléculas, los mas utilizados son aquellos que contienen como ligando por
ejemplo -COOH, -OH, -NH, entre otros [41, 42].

También son importantes grupos funcionalizantes de las nanoparticulas, las
biomoléculas como es el caso de los péptidos, enzimas y moléculas provenientes
de fuentes naturales.

24



En este trabajo se funcionalizaron las nanoparticulas que cumplieran con su
finalidad, la cual era la deteccion metales como el plomo y niquel en aguas, para
dicho fin se debe utilizar un compuesto quimico o biomoléculas denominadas
grupos funcionalizantes como los anteriormente nombrados. En esta investigacion
se utilizo el quitosan él cual es un carbohidrato, perteneciente a los polisacaridos
gue proviene del caparazdn de crustdceos como la gamba, este compuesto tiene
propiedades Unicas como biopolimero, especialmente debido a la presencia de
grupos amino primarios, lo que permite que este compuesto sea utilizado
inicialmente como una hipotesis sabiendo que posee caracteristicas de agente
guelante de iones metdlicos en soluciones neutras [43,44].
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2. METODOLOGIA

2.1 SINTESIS DE NANOPARTICULAS DE ORO (AuNPs)

2.1.1 Preparacion de la solucion de la sal metélica

Se prepar6 una solucibn acuosa 0.1 mM de &cido tetracloroaurico
trinidratado (HAuCls+3H20) para la sintesis de las nanoparticulas de oro.

2.1.2 Preparacion de las soluciones reductoras de quitoséan

Se prepararon soluciones de quitosan al 0,125 %, 0,25 % 0,75 % y 1 % utilizando
como solvente para solubilizar el quitosan una solucion de acido acético al 1 %.

2.1.3 Sintesis de las nanoparticulas de oro

Las nanoparticulas se sintetizaron siguiendo el método desarrollado por Turkevich
y colaboradores [25]. Inicialmente cada una de las soluciones de quitosan fueron
colocadas a calentamiento hasta ebullicion, luego se le adicionaron
cuidadosamente 100 pL de solucion de la solucion de acido tetracloroaurico
trinidratado en constante agitacion, el calentamiento se mantuvo por 15 minutos
hasta la formacion de un color rojizo el cual indicé la formacion del complejo
AuNPs- quitosan, finalmente la solucién de nanoparticulas se guardo en un frasco
ambar y se mantuvo refrigerada a 4°C.

2.2 CARACTERIZACION DE LAS NANOPARTICULAS DE ORO

La formacion de nanoparticulas se comprob6é por medio de la técnica de
dispersion dinamica de luz (DLS) y microscopia electronica de barrido (SEM), la
primera permitié analizar el tamafio de las nanoparticulas sintetizadas; a su vez la
segunda técnica se empled para el estudio de los demas aspectos morfoldgicos
de las AuNPs. El analisis espectral se usé para caracterizar las nanoparticulas
metalicas obtenidas en las diferentes condiciones de reaccion, lo cual se obtuvo
mediante espectroscopia UV-Visible.

2.3 FUNCIONALIZACION DE LAS NANOPARTICULAS DE ORO

La funcionalizacion las AuNPs se realizé utilizando una solucion de la biomolécula
guitosan. Cuyo objetivo fue funcionalizar, estabilizar y recubrir las nanoparticulas,
ademas se utilizaron las propiedades quelantes de este polimero y junto a las
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propiedades opticas del oro poder detectar plomo y niquel [45]. Inicialmente el
protocolo consistié en una preparacion de una disolucion del quitosan en &cido
acético al 1% v/v a un pH de 2, la cual se le adicion6 a la solucion acuosa que
contenia las nanoparticulas. Finalmente, la mezcla se colocé durante 10 minutos
en un bafio de ultra sonido para realizar una limpieza de las nanopatrticulas, la
funcionalizacién se corrobord al observar cambios en propiedades tanto de los
precursores como las del grupo funcionalizante [52].

2.4COMPORTAMIENTO DE LAS NANOPARTICULAS DE ORO

Para la deteccién de metales pesados las AuNPs se expusieron a soluciones de
cationes divalentes (Pb*? y Ni*?) durante periodos de 5 minutos con el fin de
comprobar los cambios presentados en la coloracion de la solucién final, mirando
gue un cambio de coloracion y formacién de precipitados en la solucion
posiblemente se debiera a la quelacion de las nanoparticulas con los metales. El
resultado también se corroboré6 por medio de un analisis por UV-Visible de
acuerdo a la variacion observada en el espectro. Ya que mediante el proceso de
guelacion se dieron cambios en el espectro de absorcion de las AuNPs, lo que
permitio la deteccion.

2.5VALIDACION DEL NANOSENSOR

2.5.1 Tiempo de analisis del nanosensor de AuNPs

Para determinar el tiempo de analisis a usar durante la deteccién de los metales
Ni*?2 y Pb*?, se realiz6 una prueba inicial, para lo cual nanoparticulas de AuNPs
funcionalizadas se expusieron a soluciones divalentes de metales a diferentes
concentraciones para cada metal a detectar durante diferentes intervalos de
tiempo, inicialmente de un minuto hasta los 5 minutos, registrando la respuesta
colorimétrica obtenida en cada caso.

2.5.2 Sensibilidad del nanosensor de AuNPs

La sensibilidad del nanosensor se evalu6 mediante el registro de la respuesta
colorimétrica del mismo al ser expuesta a las diferentes concentraciones de las
sales, un minimo de 10ppm y un maximo de 200ppm. La temperatura a la cual se
realizo el analisis fue 20°C.
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2.5.3 Selectividad del nanosensor de AuNPs

Para comprobar la selectividad del nanosensor, éste se usé en la deteccién de
otros contaminantes que por literatura se sabe que estan presentes en muestras
de agua.

Por lo que pueden comportarse como interferentes. Lo esperado es que solo se
evidencie respuesta colorimétrica en las soluciones con los metales a trabajar y no
con las posibles interferencias.

Se prepararon estandares de soluciones acuosas de Co*? y K*1, de los cuales se
tomaron 10 mLy se adicionaron en un frasco, seguidamente se le adicionaron 5
gotas de la solucibn de nanoparticulas de oro sintetizadas anteriormente,
finalmente se observd el comportamiento del nanosesor frente a este tipo de
matrices.

2.5.4 Estabilidad del nanosensor de AuNPs

Con el fin de comprobar la estabilidad del dispositivo biosensor, se almaceno a
temperatura ambiente y otro a 4°C en frasco ambar. Las pruebas se realizaron por
pasado 10 dias para observar el comportamiento después este tiempo. El
comportamiento Optico del nanosensor se comprobd a las dos temperaturas de
almacenaje, con el fin de determinar las condiciones éptimas de almacenaje del
mismo.
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3. RESULTADOS Y DISCUSION
3.1 SINTESIS DE NANOPARTICULAS DE ORO (AuNPs)

En la figura 6 se puede apreciar la solucién acuosa del acido tetracloroaurico
trinidratado antes del proceso de sintesis donde se observa que esta posee una
coloracion amarilla tipica de las sales &cidas de oro.

Figura 6. Solucién acuosa del &cido tetracloroaurico trihidratado

En la figura 7 se muestran las soluciones coloidales de oro a tamafio nanométrico
(AuNPs) después del proceso de sintesis, se realizaron cuatro sintesis utilizando
en cada una de ellas diferente concentracion de quitosan 0,125%, 0,25% 0,75% y
1%.

Figura 7. Sintesis de AuNPs a diferentes concentraciones de quitosan
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En la figura 7 se puede observar que la coloracion de la solucién de las
nanoparticulas depende de la concentracion del agente reductor en este caso el
quitosan, cabe destacar que las AuNPs en soluciones acuosas presentan
diferentes tonalidades de color, cualidad que depende del tamafio de particula,
pureza y de las propiedades épticas que posee este metal, como se evidencia en
las figuras mostradas ya que la tonalidad del color de las soluciones se incrementa
a medida que se aumenta la concentracion del quitosan.

De acuerdo con la literatura, las nanoparticulas de oro en estado acuoso,
presentan coloraciones que van desde el color azul hasta el rojo intenso,
inicialmente se puede afirmar que el proceso de sintesis fue exitoso, es decir la
reaccion de reduccién quimica de sal precursora de oro se llevdé a cabalidad,
asimismo, se puede partir de la hipétesis que se obtuvieron particulas de oro de
tamafo nanomeétrico, por la coloracion de las soluciones obtenidas.

También es importante destacar que condiciones como el pH y la temperatura son
importantes en la sintesis de nanoparticulas, inicialmente la medida del potencial
de hidrogeno requiere que este en un valor de 2 ya que estas condiciones
permiten que el agente reductor se solubilice, ademas la reaccién de reduccion
guimica se realiza en medio acido por tanto es necesario que el pH de la solucion
sea menora’.

La otra propiedad importante en la sintesis de nanoparticulas es la temperatura ya
gue a medida que se incrementa el calor proporcionado en el proceso de sintesis,
la nucleacion de las nanoparticulas se incrementa disminuyendo el tamafio de las
AuUNPs, resultado que se busca obtener, ya que se desean obtener particulas que
presenten un bajo diAmetro nanométrico.

De acuerdo a los anteriores argumentos y observando la coloracién de la solucién
obtenido después del proceso de sintesis se puede afirmar que la sintesis fue
exitosa y que en su totalidad se cumplieron con todas las condiciones de sintesis
para obtener nanoparticulas de oro de excelente calidad y de un alto grado de
pureza.

3.2 CARACTERIZACION DE LAS NANAPARTICULAS DE ORO
3.2.1 Caracterizacion de las AuNPs por UV —visible

Todo proceso de sintesis quimica requiere la caracterizacién de los compuestos
producidos, ya que es de vital importancia conocer la estructura y composicion
guimica de producto, para tal fin existen diversas técnicas tanto analiticas como

30



instrumentales, cada una de ellas permite en algunos casos conocer la estructura
y otras permiten conocer quimicamente el grado de pureza y concentracién del
analito. En este caso era necesario comprobar la eficiencia del proceso de sintesis
y determinar el resultado final de la misma, por lo tanto, la solucion de AuNPs cuya
concentracion de reductor fue de 1% fue analizada por UV-visible para observar la
banda de absorcion de resonancia del plasmén de superficie (SPR), pico de
resonancia que depende del tamafio de la nanoparticula y es caracteristica para
cada metal. A continuacion, en la figura 8 se observa el espectro de absorcién en
la region ultravioleta visible de las nanoparticulas de oro sintetizadas.
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Figura 8. Espectro de absorcion UV-Visible de AUNPs

En el espectro se evidencia la formacion de una banda simétrica de absorcion
alrededor de los 528 nm, esta banda corresponde a la resonancia del plasmoén
para nanoparticulas de Au, la cual hace referencia a la absorcion de luz de
pequefas particulas metalicas y que es asociado con un fendmeno de excitacion
coherente y colectiva de los electrones “libres” en la banda de conduccion,
produciéndose una oscilacion en fase que se conoce como resonancia del
plasmon superficial (SPR). Viéndolo desde un punto de vista microscopico, lo que
ocurre es que el campo electromagnético alternante de la luz incidente
interacciona con las nanoparticulas, induciendo una polarizacién en la superficie
de la misma, debida al desplazamiento de los electrones libres con respecto a la
red de cationes. La energia de esta resonancia del plasmon superficial depende
tanto de la densidad de electrones libres como del medio dieléctrico que rodea a la
particula, situandose en el rango de la luz visible para metales nobles segun la
literatura las particulas de oro a tamafio nanométrico presentan esta banda en un
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intervalo que va desde 520 a 530 nm, de acuerdo con esta informacion se puede
decir que el proceso de sintesis fue eficaz y también que la solucién analizada por
esta técnica esta conformada por nanoparticulas de oro en estado coloidal,
corroborando los resultados de la sintesis.

3.2.2 Dispersion dinamica de luz (DLS)

A continuacién, se muestra en la figura 9 los resultados obtenidos por la técnica de
dispersion dinamica de luz.

Size (d.nm): % Intensity: St Dev (d.nm}):
Z-Average (d.nm}): 1997 Peak 1: 2586 86,9 897,79
Pdl: 0,462 Peak 2: 4646 6.8 807.6
Intercept: 0,850 Peak 3: 21,57 56 4 862

Result quality : Refer to quality report

Size Distribution by Intensity

1000 10000

Size (d.nm})

|— Record 6: concentracion alta 3|

Figura 9. Imagen obtenida de analisis por DLS

Se puede apreciar el resultado del analisis por DLS, donde se evidencia que existe
la formacion inicialmente de nanoparticulas y que su tamafio varia encontrando
gue la mayoria de ellas se encuentran en el rango de los 260 nm y que una
pequefia parte de las AuNPs se encuentran por debajo de los 100 nm, es
importante resaltar que los agentes funcionalizantes como el quitosan y algunos
recubrimientos generan un aumento en el didmetro de las AuNPs y también la
fase acuosa hacen que el radio hidrodinamico crezca. En la figura ademas se
puede observar que el indice de dispersion esta en 0,462 lo que significa que las
nanoparticulas se encuentran un poco aglomeradas ya que el valor ideal para este
tipo de mediciones debe ser igual o menor a 0.4, resultado que genera que las
nanoparticulas presenten un mayor didmetro, aunque es importante destacar que
la mayoria de las AuNPs formadas presenta una buena dispersion.
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3.2.3 Microscopia electronica de barrido (SEM)

A continuacion, se presentan las imagenes obtenidas para el andlisis de
microscopia de barrido electrénico (SEM).

Figura 10. Imagenes de las AuNPs en 1% de quitosan obtenidas por analisis de
SEM

Como se puede observar en las imagenes de microscopia de barrido electronico
las nanoparticulas aparecen soportadas sobre la fibra de cafia flecha ya que fue
imposible soportarlas sobre cuarzo debido a que la muestra se encontraba en
estado liquido, mientras que al utilizar la fibra de cafa flecha la cual presenta
poros, las nanoparticulas se depositaron en estos haciendo mas facil su deteccion
toma de imagenes. De acuerdo a las imagenes de la microscopia SEM se
comprob6 graficamente la existencia de las AuNPs, inicialmente se puede
observar que se encuentran dispersas y otras formando algunos aglomerados
soportando los resultados de DLS. La morfologia de las nanoparticulas se aprecia
también en la imagen donde se logra evidenciar que algunas presentan forma
esférica y otras se aglomeran dando origen a una forma amorfa, en su mayoria se
evidencia esta tendencia, efecto que posiblemente se deba a la funcionalizacion
de las AuNPs y el estado acuoso en el que se encuentran las particulas.
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Figura 11. Abundancia relativa de los elementos en la muestra analizada por SEM
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Como se puede observar en la figura 11 la cual corresponde a la abundancia
relativa de los analitos presentes en la muestra analizada de nanoparticulas de
oro, segun lo mostrado en la imagen se aprecia que aparecen elementos como el
carbono con una gran abundancia resultado se debe a la presencia de este
elemento en la fibra natural sobre las cuales fueron soportadas las AuNPs,
también se evidencia la presencia de otros metales los cuales posiblemente
provengan de la fibra y lo mas importante de esta imagen es que revela la
presencia de oro en una baja abundancia lo que se debe a que las nanoparticulas
se encontraban dispersas y en baja concentracion, lo destacable de la figura 11 es
gue se logra evidenciar la presencia de este metal en la muestra analizada.

3.3 FUNCIONALIZACION DE LAS NANOPARTICULAS DE ORO

La funcionalizacidon de las nanoparticulas de oro se realiz6 utilizando un ligando de
tipo organico, en este caso el quitosan cuyo compuesto presenta en su estructura
molecular grupos amino —NH: los cuales interaccionan electrostaticamente con la
gran superficie del oro generando un enlace covalente entre el metal y el ligando,
dicho enlace se presenta entre los electrones del oro y los aportados por el
nitrogeno, con la funcionalizacion se logré también recubrir la superficie de las
AuNPs permitiendo la estabilizacion de las mismas.

3.4 VALIDACION DEL NANOSENSOR
3.4.1. Tiempo de analisis

Siempre que se produce un nanosensor es importante determinar cual es el
tiempo promedio de respuesta frente a los cationes analizar, ya que lo que se
busca detectar el analito en el menor tiempo posible.

Por lo tanto, se realizaron medida de tiempo de respuesta para cuatro diferentes
concentraciones de las sales con el fin de determinar el tiempo de respuesta.

A continuacion, se presentan en la tabla 1 los resultados obtenidos para el tiempo
de deteccion para soluciones acuosas de Pb*2.

Concentracion Tiempo de
Pb*2 (mg/L) respuesta (S)
10 Negativo
50 Negativo
100 90
200 60

Tabla 1. Tiempos de deteccion para Pb*?
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En la tabla 2 se encuentran tabulados los resultados obtenidos para el tiempo de
deteccion para soluciones acuosas de Ni*2,

Concentracion Tiempo de
Ni*2 (mg/L) respuesta (S)
10 Negativo
50 Negativo
100 200
200 90

Tabla 2. Tiempos de deteccién para Ni*?

De acuerdo a los resultados obtenidos para el andlisis de tiempos de deteccion
reportados en la tabla 1 los cuales se realizaron para la soluciéon acuosa de Pb*?
con nanoparticulas de oro se puede decir que los resultados se logran observar
rapidamente ya que solo para muestras donde el analito se encuentra diluido el
tiempo de deteccidon no supera los tres minutos y a medida que se aumenta la
concentracion del metal en la solucion acuosa el tiempo de deteccion disminuye
haciendo mas rapido el andlisis, la misma tendencia se logro evidenciar en los
resultados obtenidos para la soluciéon acuosa de Ni*? solo que aqui la diferencia
radica en la cantidad de tiempo registrada para la deteccion donde los tiempos
fueron superiores con respecto al Pb*2.

También es importante destacar que los tiempos de analisis utilizando AuNPs
COMO nanosensores son mas cortos y rapidos que los que presentan otras
técnicas analiticas como la absorcion atomica donde el analisis de metales
requiere demasiados materiales y equipos para obtener una respuesta ya sea
cuantitativa o cualitativa, mientras que con este nanosensor solo basta con
esperar unos minutos para observar la quelacion de los metales por parte de las
nanoparticulas, arrojando un cambio de coloracion en la solucion de estudio.

3.4.2 Sensibilidad del nanosensor de AuNPs

Una de las condiciones mas importantes cuando se desarrolla un sensor es
determinar cuantitativamente cual es la sensibilidad de medida del sensor frente a
soluciones acuosas de los metales a detectar a diferentes concentraciones, donde
se tiene una de baja, media y alta concentracion.
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Figura 12. Deteccion del nanosensor a diferentes concentraciones

Lo que se analiza segun las imagenes mostradas, es que la deteccion se logra
para soluciones que son superiores a 50 ppm como se puede observar en la figura
12, donde se ve claramente que para las medias y altas concentraciones los
resultados son positivos ya que se observa un cambio de coloracién con respecto
a las soluciones acuosas de las sales sin la adicion de AuNPs, ademas se logra
evidenciar la formacién de precipitados en soluciones de 100 y 200 ppm, los
cuales posiblemente contengan los metales quelados por las AUNPS.

Por lo tanto, se puede decir que el nasosensor desarrollado funciona bien para
soluciones con una alta concentracion de metales a detectar y empieza a fallar
cuando la concentracion del analito empieza a disminuir, determinando que el
limite de deteccion se encuentra en 100 ppm y concentraciones superiores a este
valor.

Para corroborar la detecciéon de metales pesados como el niquel y plomo con las
nanoparticulas de oro sintetizadas fue necesario realizar un analisis de la soluciéon
gue contenia los metales y las nanoparticulas por espectroscopia uv-visible para
observar las modificaciones en el espectro de las AuNPs, a continuacion, se
presenta la figura 13 que relaciona la banda de absorcion de las nanoparticulas de
oro (linea inferior) y la banda de las AuNPs mas solucion acuosa de Pb*? (linea
superior)

AuNPs + Pb~2

AulNPs
T T T T T
300 400 500 800 Fgele]

Vvavelength nm.

Figural3: Espectro de absorciéon de AuUNPs mas soluciéon de Pb*?
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Como se puede observar en la figura 13 que muestra la relacion de espectros de
las AuNPs solas y después de la deteccion, se puede inferir que después del
proceso de deteccion la banda de adsorcidon de resonancia de plasmén sufre un
leve corrimiento debido a proceso de quelacion de los metales que realiza las
AuNPs funcionalizadas con el quitosan, con este resultado se comprueba que
efectivamente el proceso de deteccion fue exitoso.

2.5.5 Estabilidad del nanosensor de AuNPs

Esta prueba se realiz6 con el fin de conocer la estabilidad de las nanoparticulas de
oro después de pasados 10 dias de la sintesis, con el fin de observar si las
propiedades fisicoquimicas se perdian por efecto del tiempo de almacenaje,
también con el objetivo de determinar las condiciones de temperatura adecuadas
para un buen almacenaje.

A continuacion, se presenta en la figura 14 los resultados obtenidos para las
pruebas de estabilidad del nanosensor a temperatura ambiente.

Figura 14. Nanoparticulas sintetizadas y almacenadas por 10 dias a temperatura
ambiente

En los resultados obtenidos muestran que las nanoparticulas pasados los 10 dias
de almacenaje presentan excelentes condiciones, ya que se observa que la
coloracion inicial de la sintesis se mantiene, ademas se siguen manteniendo en
solucion sin formacion de precipitados y coloides, para las nanoparticulas que se
encontraban a temperatura ambiente.

Como se puede observar en la figura 15 al adicionar las AuNPs a las soluciones
acuosas que contienen plomo y niquel se evidencia la formacién de una nueva
coloracion y la formacién de un coloide el cual se deposité en el fondo del tubo, el
resultado obtenido es similar al que se obtuvo al realizar las pruebas de deteccién
con las nanoparticulas sintetizadas el primer dia, lo que confirma que las AuNps
pasados varios dias siguen manteniendo las propiedades de deteccion.
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Figura 15. Deteccion de metales utilizando las AuNPs pasados 10 dias

Para las nanoparticulas que se almacenaron a una temperatura de 4°C se
obtuvieron resultados muy similares a los de deteccidn a temperatura ambiente lo
gue indica que las AuNPs sintetizadas presentan una buena estabilidad tanto en
temperaturas bajas como ambiente, lo que determina que las nanoparticulas son
muy estables y con el pasar del tiempo siguen manteniendo su funcién como
detector quimico ver figura 16

Figura. 16 Deteccion con AuNPs almacenadas a 4°C
2.6.2. Selectividad del nanosensor

En este analisis se buscaba observar colorimétricamente el comportamiento de las
nanoparticulas de oro sintetizadas con respecto otros posibles analitos que
pueden estar haciendo parte de la muestra de aguas y pueden comportarse como
interferencias, conociendo inicialmente por fuentes bibliograficas aquellas matrices
gue generalmente se presentan en muestras de aguas.
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Las pruebas se realizaron para matrices diferentes a los metales a detectar,
partiendo del conocimiento de la existencia de estas matrices en aguas segun la
informacién reportada por la literatura. Para el andlisis se utilizaron soluciones
acuosas de Co*?y K*! |las cuales se colocaron a reaccionar con las nanoparticulas
de oro sintetizadas, por un tiempo de 5 minutos. A continuacién, se presentan las
figuras 14 y 15 las cuales permiten observar los resultados obtenidos para las
pruebas de selectividad.

Figura 17. AuNPs mas solucion acuosa de cloruro de cobalto

Como se puede apreciar en la figura 14 la solucién inicial no cambio de coloracion
al adicionarles las gotas de la solucion de AuNPs, tampoco se observé ninguna
formacion de precipitado o coloide, por lo tanto, se puede afirmar que en este caso
el nanosensor no detecto los cationes de cobalto, es decir no existié ningun tipo de
interaccion fisicoquimica entre el sensor y el analito a detectar.

Figura 18. AuNPs mas solucién acuosa de cloruro de potasio

Para la solucién de potasio también ocurrié lo mismo, no presenté ningun cambio
de coloracion, ni tampoco existié formacidén de precipitado durante el tiempo que
se dejé en reaccién con la solucion de nanoparticulas de oro, por lo tanto, el
nanosensor no presenta sensibilidad por este tipo de metal.
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4. CONCLUSIONES

Durante el proceso de sintesis se logré6 evidenciar que las condiciones
fisicoquimicas como el pH, la concentracion y temperatura de sintesis son de vital
importancia en la sintesis de AuNPs ya que estas definen condiciones de
morfologia y tamafio de las nanoparticulas, de acuerdo a los resultados obtenidos
las mejores condiciones de sintesis de nanoparticulas de oro involucran
temperaturas cercanas al punto de ebullicion del agua, pH bajos vy
concentraciones bajas de agente reductor.

El quitosan es una biomolécula muy interesante, ya que es capaz de cumplir con
dos funciones a la vez, una de ellas como agente reductor y otra como grupo
funcionalizante de las AuNPs permitiendo asi la disminucion de reactivos, recursos
economicos, y permitiendo obtener buenos resultados.

Técnicas espectroscopicas como el UV- vis y la microscopia de barrido electronico
(SEM) son dos herramientas muy utiles en la caracterizacion de las nanoparticulas
de oro ya que permiten certificar la sintesis de la mismas y ofrecer una vision de la
forma y distribucion de las AuNPs, ademas el analisis por DLS permite obtener
una aproximacion del tamario real de las nanoparticulas.

Las nanoparticulas de oro funcionalizadas con grupos quelantes como el quitosan
son una fuente potencial de detectores quimicos que pueden ser utilizados para la
deteccion de metales pesados presentes en aguas, ya que ofrecen un resultado
eficaz y mas rapido que otras técnicas analiticas de mayor complejidad en el
analisis quimico.

Las condiciones Optimas para el funcionamiento del detector segun los resultados
obtenidos son un almacenamiento a temperatura ambiente, potenciales de
hidrogeno superiores a 7 y aguas donde los metales a detectar se encuentran por
encima de los 50 partes por millén.
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5. RECOMENDACIONES

Inicialmente se recomienda investigar mas a fondo como es el proceso de
funcionalizacién de las nanoparticulas de oro, desde un punto de vista mas
qguimico y no solo verlo como un proceso que en el que se le da la funcién a
cumplir por la AuNPs, seria interesante conocer mas de las interacciones entre el
metal y el grupo funcionalizante.

Realizar la caracterizacién por microscopia electrénica de trasmision de las AUNPs
gue se puedan obtener por el método de reduccidn quimica con el quitosan como
agente reductor para obtener un resultado confiable del verdadero tamafio de las
nanoparticulas.
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