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SUSTENTANTE:

Laura Cecilia Mugica Sánchez
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Resumen

El auge en el estudio de sistemas con caracter anisotrópico que permiten implementar siste-

mas modelo y el entendimiento de diversos fenómenos en la naturaleza para su aplicación

en materiales, biomedicina o informática surgió gracias a la introducción del término de

part́ıculas Janus.

Part́ıculas Janus con hemisferios de afinidad opuestas creadas mediante la modificación

quı́mica han representado grandes desaf́ıos en lo que a su sı́ntesis y caracterización se

refiere.

La motivación de este trabajo es, a partir de los métodos previamente creadas y nuevas

técnicas propuestas; establecer un método sistemático, simple, reproducible, escalable y

eficiente de fabricación de part́ıculas Janus. Además de tener una profunda comprensión

sobre los métodos de conjugación y las técnicas necesarias para su fácil visualización y

caracterización.

Primero se introduce el origen del término Janus y la importancia de las part́ıculas anfif́ılicas,

ası́ como sus diversas aplicaciones. También se aborda la sı́ntesis y caracterización de

part́ıculas Janus, y las propuestas para vencer las problemáticas que se presentan.

El segundo capı́tulo extiende una explicación teórica sobre las part́ıculas de sı́lice: la quı́mica

de su superficie, la funcionalización de su superficie con agentes silanos y la conjugación

de los grupos amino en su superficie con nanopart́ıculas de oro y un tinte fluorescente.

También se describen los fundamentos teóricos sobre las técnicas de caracterización de

part́ıculas con diferentes tipos de modificación superficial.

El tercer capı́tulo concentra los métodos experimentales y los parámetros utilizados para

cada sı́ntesis.

En el cuarto capı́tulo se muestran los resultados más importantes y el análisis de los mismos

con las técnicas mencionadas en el capı́tulo precedente.

El último capı́tulo resalta los logros y contribuciones más valiosas del trabajo. También se

incluyen algunos análisis, espectros y uso de software en los apéndices.
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Índice general
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(rojo). Los grupos SiO4 comparten un átomo de oxı́geno con el grupo adya-
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Índice de figuras

4.15.Espectros de absorción del sobrenadante con 4-NBA después de reaccionar

con los grupos amino de las muestras (a) sin filtrar (b) después de filtrar. . . 79
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Capı́tulo 1

Introducción

En la naturaleza existen sistemas asimétricos que se acomodan para formar estructuras

sorprendentes Fig. 1.1. El autoensamblado de estas estructuras ha inspirado a la comu-

nidad cient́ıfica, la cual ha incrementado su detallado estudio y reproducción para fines

biológicos y tecnológicos.En términos de composición quı́mica, estos sistemas pueden sin-

tetizarse a partir de especies orgánicas, inorgánicas o ambas; permitiendo ası́ el desarrollo

de materiales innovadores.

(a)                                              (b)

Figura 1.1: Ejemplos de auto-ensamblado en la naturaleza (a) Imagen de un copo de nieve y (b)

Estructura del ADN.
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Capı́tulo 1: Introducción

A nivel microscópico, el autoensamblado está gobernado en su mayoŕıa por interaccio-

nes débiles, tipo van der Waals o puentes de hidrógeno. La organización resultante de

estas unidades determina las propiedades macroscópicas del sistema: ópticas, electróni-

cas, mecánicas, etc. En particular, la organización observada en dispersiones coloidales

es de gran interés, ya que permite manipular propiedades macroscópicas del sistema para

crear nuevos materiales con propiedades deseadas para múltiples aplicaciones.

Los sistemas coloidales son los mejores modelos que enmarcan la barrera entre pequeñas

moléculas (∼Å), que son detectadas mediante técnicas electrónicas de microscopı́a, y obje-

tos grandes (100 ∼ µm) que son observables por el ojo humano. Las estructuras deseadas,

ası́ como las propiedades macroscópicas de un sistema coloidal pueden lograrse única-

mente con el control preciso sobre las interacciones entre part́ıculas. Cuando estas inter-

acciones dependen de una u otra parte especı́fica de la part́ıcula, se habla entonces de

interacciones anisotrópicas. La autenticidad de los nuevos bloques de construcción por an-

isotropı́a, se ha explotado y expandido generando una amplia variedad de estructuras que

se pueden formar Fig 1.2.

Ramificado Partículas coloidales Poliedros

Con patrones                             Discos, varillas y elipsoides

Figura 1.2: Variedad de estructuras de auto-ensamblado de carácter anisotrópico. Adaptado de [1].

Un ejemplo único de anisotropı́a son las part́ıculas Janus, que, gracias a su complejidad

en comportamiento de fase, potencialmente prevé fases completamente nuevas [2]. La ex-

ploración de estas nuevas fases es de gran importancia ya que proporciona información

sobre los procesos de organización de las part́ıculas y de las fuerzas que intervienen en di-
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Capı́tulo 1: Introducción

cha organización. Además, el conocimiento básico de estos procesos y su influencia sobre

las propiedades macroscópicas permitirá diseñar, programar y reconfigurar las estructuras

según la aplicación y demanda.

Las part́ıculas Janus fueron dadas a conocer a la comunidad cient́ıfica en el año de 1991 por

el premio Nobel de Quı́mica: Pierre-Gilles de Gennes durante su discurso [3]. Aunque años

antes (1988), la primera publicación sobre part́ıculas Janus fue escrita por Casagrande y

Veyssie [4]. Este término es muy acertado ya que proviene del nombre del dios romano

Janus; de los principios y los fines representado con dos cabezas mirando hacia lados

opuestos Fig. 1.3. De esta manera, se hace referencia a la composición de la part́ıcula en

un hemisferio que es hidrof́ılico o polar, mientras que el otro es hidrofóbico o no polar.

Figura 1.3: Representación esquemática de part́ıcula Janus, el dios romano de los principios y fines

con dos cabezas mirando hacia lados opuestos.

Esta importante caracteŕıstica parecida a la de un tensoactivo permite la adsorción de las

part́ıculas en una interfase acuosa y oleosa concediendo el estudio de sistemas molecula-

res complejos, como el comportamiento de fase de poĺımeros [5] o el auto-ensamblado de

membranas biológicas [6]. Además, abren paso al uso de estas part́ıculas como trazadores

para probar las propiedades reológicas de otros sistemas [7].

También pueden ser utilizadas como agentes estabilizantes de emulsiones (tensoactivos

sólidos) [8], bloques de construcción para estructuras supramoleculares [9, 10], agentes

cataĺıticos [11, 12], sensores o liberadores de fármacos [13, 14, 15], entre otros. La flexibi-

lidad en cuanto al uso de las part́ıculas Janus puede ser muy amplia gracias a su potencial

selectividad quı́mica. Sin embargo, las mayores limitantes de los sistemas Janus, son la
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complejidad de su sı́ntesis y su posterior caracterización.

En particular, la sı́ntesis de part́ıculas Janus con base de sı́lice ha sido recientemente estu-

diada ya que ofrece la posibilidad de introducir distintos grupos funcionales en la superficie

de las part́ıculas que permiten controlar las interacciones entre las mismas. Uno de los

métodos más exitosos hasta el momento está basado en la preparación de una emulsión

en la cual las part́ıculas de sı́lice son adsorbidas en la interfase protegiendo un hemisfe-

rio de las mismas [16]. De este modo el hemisferio expuesto es modificado quı́micamente

mientras que el otro es protegido. No obstante, hay un gran interés en aplicar este método

hacia distintos tamaños de part́ıculas y además obtener diferentes configuraciones anfif́ıli-

cas dependiendo del grupo funcional introducido.

El hemisferio hidrofóbico de las part́ıculas Janus ha sido ampliamente estudiado y exitosa-

mente establecido [17], pero el lado hidrof́ılico aún sufre de ciertas deficiencias, sobre todo

en la inserción de grupos que le brinden el carácter polar. Por ello, es necesario establecer

métodos que permitan la caracterización de part́ıculas completamente modificadas de ma-

nera aislada antes de introducir dicha funcionalización en un sistema más complejo como

las part́ıculas Janus.

Otra limitante es la conjugación selectiva para la caracterización de part́ıculas Janus ya

que ésta depende de parámetros ajenos a la part́ıcula. Algunas formas de caracterizacón

incluyen la conjugación de un agente visual como nanopart́ıculas de oro, lo cual es muy

práctico y fácil de observar utilizando de microscopı́a de barrido electrónico. Otra opción,

es mediante la conjugación de un tinte fluorescente con el cual las part́ıculas pueden ser

visualizadas por microscopı́a óptica de fluorescencia, aunque esta técnica requiere de ta-

maños de aprox. 3 µm de part́ıculas. De ahı́ la necesidad de sintetizar part́ıculas Janus de

distintos tamaños.

El objetivo principal de la presente propuesta consiste en realizar la sı́ntesis y caracteriza-

ción de part́ıculas Janus esféricas utilizando como base la sı́lice. Esto, con el fin de obtener

cantidades suficientes para futuros estudios de comportamiento de fase en dos y tres di-

mensiones (2D y 3D). Estos estudios utilizan principalmente la técnica de dispersión de luz,

para la cual part́ıculas con tamaño menor a 1 µm son deseadas.
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Los objetivos particulares se enlistan a continuación:

1. Extender la sı́ntesis a part́ıculas de distintos tamaños y aumentar la cantidad de part́ıcu-

las por lote mediante la variación en los parámetros utilizando el método de emulsión.

2. Estudiar y controlar la funcionalización de grupos que brinden un carácter polar para

aplicarlo posteriormente a las part́ıculas Janus.

3. Visualizar las part́ıculas Janus decoradas con nanopart́ıculas de oro mediante micros-

copı́a de barrido electrónico.

4. Conjugar un tinte fluorescente que proporcione la mayor intensidad de fluorescencia

para facilitar la detección del hemisferio hidrof́ılico mediante microscopı́a óptica de

fluorescencia.

Hipótesis

La sı́ntesis de part́ıculas Janus con diferente área superficial requiere de un ajuste en los

parámetros de la protección de un hemisferio. La caracterización del balance Janus desea-

do requiere de la conjugación de agentes visuales a un hemisferio de la part́ıcula, pero

para su correcta visualización es indispensable optimizar previamente los parámetros de

modificación superficial.
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Capı́tulo 2

Marco Teórico

Este capı́tulo extiende los fundamentos teóricos de las propuestas y las técnicas de carac-

terización utilizadas, para abordar de una mejor manera las problemáticas que se enfrentan

en este estudio y realizar un análisis más completo de los resultados.

2.1. Sistemas coloidales

Siempre nos encontramos rodeados por diferentes sistemas coloidales en la naturaleza co-

mo la niebla, la espuma, piedras porosas; incluso los huesos y la sangre en nuestro cuerpo

son sistemas coloidales. Desde tiempos ancestrales, el ser humano ha creado nuevos ma-

teriales que le han ayudado a enfrentar problemas de la vida cotidiana y a contribuir en

avances tecnológicos. Ejemplos de ello son la creación de la cerámica y el vidrio. Poste-

riormente, en la era de la revolución industrial se sintetizaron poĺımeros, pinturas, pastas,

espumas, etc.

Posteriormente, se optó por estudiar más a detalle las propiedades fisicoquı́micas, compor-

tamiento y estabilidad de estos sistemas con el fin de ampliar y potenciar sus aplicaciones

tecnológicas que brindan una conexión directa entre las propiedades micro y macroscópi-

cas de un sistema. Para esto, es recomendable introducir ciertos términos relacionados a

los sistemas coloidales que los diferencian de los sistemas moleculares.
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Un sistema coloidal se define como un sistema heterogéneo donde una fase dispersa está

distribuida dentro de otra fase continua. Los coloides tienen un tamaño aproximado entre 1

nm y 1 µm. Aunque hay excepciones en el tamaño ya que no es el único criterio. La Tabla

2.1 engloba los tipos de sistemas coloidales que se encuentran en la vida cotidiana.

Fase dispersa Medio de dispersión Nombre Ejemplos

Lı́quido Gas Aerosol ĺıquido Niebla, sprays ĺıquido

Sólido Gas Aerosol sólido Humo

Gas Lı́quido Espuma Espuma

Lı́quido Lı́quido Emulsión Leche, mayonesa

Sólido Lı́quido Sol, dispersión coloidal o suspensión Pinturas, pasta de dientes

Gas Sólido Espuma sólida Espuma de poliuretano, poliestireno

Lı́quido Sólido Emulsión sólida Asfalto, helado

Sólido Sólido Suspensión sólida Ópalo, perla, plastico pigmentado

Tabla 2.1: Tipos de sistemas coloidales con ejemplos.

En comparación con su volumen, el área superficial de los coloides es grande. Muchas

de estas part́ıculas tienden a encontrarse cerca de una interface. Por lo que la quı́mica de

superficies es muy importante en la ciencia de los coloides.

Enfocándose en las suspensiones (part́ıculas sólidas dispersas en un ĺıquido), el estudio de

las interacciones entre part́ıculas ha ayudado a comprender el comportamiento de los co-

loides. Éstas son importantes tanto industrialmente como cient́ıficamente en la preparación

de sistemas modelo con los cuales se pueden probar las interacciones intermoleculares

responsables del comportamiento de fase [18].

Las interacciones entre part́ıculas coloidales pueden darse por fuerzas atractivas de van

der Waals ocasionadas por la fluctuación de los campos electromagnéticos asociados con

las polarizabilidades de las part́ıculas. Las part́ıculas que poseen una carga superficial,

presentan una capa de dicha carga que atrae a iones de carga opuesta; éstos tienden a

agregarse en una capa adyacente formando una doble capa eléctrica.

Muchas de las propiedades de los sistemas coloidales son determinados directa o indirec-

tamente por la carga eléctrica (o potencial) de las part́ıculas. La distribución del potencial

determina la energı́a de interacción entre part́ıculas. Esto es, en muchos casos, responsable
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de la estabilidad de las part́ıculas contra la coagulación y el comportamiento del fluido de la

suspensión coloidal. El potencial zeta es un indicador clave de las dispersiones coloidales.

La magnitud del potencial zeta indica el grado de repulsión electrostática entre part́ıculas

similarmente cargadas en una dispersión. Por ejemplo, cuando el potencial zeta es grande,

la dispersión se considera estable. Y cuando éste es pequeño la agregación es rápida por

lo que el sistema no es estable.

Cuando las part́ıculas coloidales se encuentran unas con otras, el balance de las fuerzas

atractivas y repulsivas controlan la estabilidad de la dispersión. Si las fuerzas repulsivas

(debido, por ejemplo, a la carga o efectos estéricos) son suficientes para balancear las

interacciones atractivas de van der Waals, entonces se dice que la dispersión es estable

[19]. Por otra parte, si no existe una barrera de potencial interactuando entre las part́ıculas

coloidales, debido al balance entre las fuerzas atractivas y repulsivas, éstas pueden atraer-

se entre ellas y agregarse. La agregación entre part́ıculas depende de la concentración a

la que se encuentren. Por ejemplo, la agregación a bajas concentraciones cuando es re-

versible se conoce como floculación. La estructura consiste en un arreglo de agregados

conocidos como flóculos Fig. 2.1. A altas concentraciones, la agregación se conoce co-

mo coagulación pero ésta incluye además un cambio en la estructura. La distinción entre

los procesos reversibles e irreversibles no es tan definida. La agregación puede darse por

gelación, coagulación, floculación, o coacervación [20].

1. Gelación: Las part́ıculas se encuentran unidas en cadenas ramificadas que llenan todo

el volumen de la suspensión de modo que no hay un incremento en la concentración

de part́ıculas en ninguna región macroscópica en el medio. Todo el medio se vuelve

viscoso y solidifica por una red coherente de part́ıculas que por acción de la capilaridad

retiene ĺıquido.

2. Coagulación: Las part́ıculas se juntan en grumos relativamente empaquetados y cer-

canos concentrando el sol original. El coágulo se forma como un precipitado denso.

3. Floculación: Las part́ıculas son unidas por puentes de agentes floculantes que son lo

suficientemente largos para que la estructura agregada se mantenga abierta y volu-

minosa.
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Figura 2.1: Tipos de agregación en las part́ıculas coloidales dependiendo su concentración en el

medio.
4. Coacervación: Las part́ıculas son rodeadas por una capa adsorbida de un material

que las hace menos hidrof́ılicas, pero no forma puentes entre ellas. Las part́ıculas se

agregan como un ĺıquido concentrado inmiscible en la fase acuosa.

Un agregado se separa por sedimentación. Si el agregado es más denso que el medio en

el que se encuentra, las part́ıculas sedimentan; de lo contrario se separan por cremado. La

tasa de sedimentación es proporcional al tamaño de las part́ıculas según la ecuación de

Stokes ec. 2.1.

v =
2(ρp – ρl)gR2

9ν , (2.1)

donde ρp y ρl son las densidades de las part́ıculas y el ĺıquido, respectivamente, g es la

aceleración de la gravedad, R es el radio de la part́ıcula y ν es la viscosidad del medio.

Las part́ıculas coloidales pueden ser estabilizadas contra la agregación en distintas formas:

2.1.1. Estabilización de carga

La superficie de las part́ıculas coloidales puede desarrollar una carga por distintos meca-

nismos. Por ejemplo, la ionización de los grupos superficiales ácidos o básicos en una
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disolución acuosa pueden crear una superficie cargada. La adsorción, desorción o adsor-

ción/desorción de tensoactivos iónicos pueden de manera similar conducir a la formación

de la doble capa eléctrica en distintas dispersiones coloidales. La concentración y naturale-

za de un electrolito también tiene el suficiente impacto en la estabilidad de las dispersiones

coloidales cargadas. La valencia del ión de carga opuesta tiene una gran influencia sobre la

prevención de la coagulación de una dispersión coloidal. En la actualidad es posible inter-

pretar esos efectos mediante el modelo DLVO (Derjaguin – Landau – Verwey – Overbeek).

Esta teoŕıa explica tanto las fuerzas entre dobles capas eléctricas (repulsivas para part́ıculas

con la misma carga) y las fuerzas de largo alcance de Van der Waals que generalmente

son atractivas.

Al graficar la energı́a potencial en función de la separación entre las superficies de las

part́ıculas es posible determinar la estabilidad de la suspensión coloidal o si alguna aso-

ciación va a ocurrir. Si la curva de energı́a de potencial tiene un mı́nimo de atracción a

pequeñas separaciones entre part́ıculas Fig. 2.2 (curva a), el sistema será inestable dan-

do lugar a asociaciones. La asociación tomará la forma de floculación si es reversible o

coagulación si es irreversible.
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Figura 2.2: Curvas de energı́a de potencial en función de la separación de superficies de part́ıculas

coloidales con carga. La concentración del electrolito disminuye de a - c. Adaptado de [19].

A veces, la curva de energı́a de potencial tiene un segundo mı́nimo separado del mı́nimo

primario mediante una barrera. Si la barrera es grande comparada con kBT (T=298 K),
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pero el mı́nimo secundario es comparable con kBT, entonces puede ocurrir una floculación

reversible estableciendo un equilibrio cinético entre las part́ıculas y agregados débilmente

atraı́dos llamados floculados Fig. 2.2 (curva b).

Es importante notar, que ésta es una barrera cinética, porque el potencial es mucho me-

nor en el mı́nimo primario. Las energı́as de las part́ıculas están dadas por la distribución

Boltzmann, la cual permite determinar que a temperatura ambiente muy pocas part́ıculas

serán capaces de atravesar esa barrera. La cinética de asociación de part́ıculas coloidales

está determinada por la presencia de su barrera de potencial y su magnitud. Si no existe

un mı́nimo secundario y la barrera de energı́a de potencial es suficientemente grande com-

parada con la energı́a térmica (kBT), entonces muy pocas part́ıculas tendrán la posibilidad

de “caer” en el mı́nimo primario. En este caso, se dice que la dispersión es cinéticamente

estable Fig. 2.2 (curva c) y no hay floculación o coagulación.

2.1.2. Estabilización estérica

La estabilización estérica de una suspensión coloidal se alcanza enlazando moléculas de

largas cadenas a las part́ıculas coloidales. Cuando las part́ıculas coloidales se aproximan

entre sı́, la limitada interpenetración de las cadenas poliméricas da lugar a una repulsión

efectiva que estabiliza la dispersión en contra de la floculación. La estabilización estérica

tiene muchas ventajas comparada con la estabilización por carga. Primero, porque la re-

pulsión entre part́ıculas no depende de la concentración del electrolito. En contraste a los

coloides estabilizados por carga donde el espesor de la doble capa eléctrica es muy sen-

sible a la fuerza iónica. Segundo, la estabilización estérica es efectiva en medios acuosos

y no acuosos, mientras que la estabilización por carga es normalmente explotada en di-

soluciones acuosas. Por último, la estabilización estérica opera sobre un amplio rango de

concentraciones coloidales, en contraste con la estabilización por carga que no es más

efectiva a bajas concentraciones.

Entonces, se aprecia que las interacciones intermoleculares son las responsables del aco-

modo de materiales coloidales. Las fuerzas intermoleculares son un balance entre las in-

teracciones repulsivas a distancias cortas e interacciones atractivas que predominan sobre

11
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distancias mayores. Como se ilustró en la Fig. 2.2, las interacciones repulsivas son im-

portantes cuando las moléculas están cerca. Las interacciones atractivas en part́ıculas sin

carga resultan de las fuerzas de van der Waals.

Es importante distinguir entre las estructuras formadas a partir de acomodo intermolecu-

lar y aquellas producidas por acomodo de agregados moleculares. Los coloides y anf́ıfilos

pertenecen a la última clase. Una condición necesaria para que la formación de dichos

agregados tome lugar, es la existencia de al menos dos componentes en el sistema.

Generalmente, el segundo componente es agua y entonces las interacciones por puentes

de hidrógeno cobra importancia.

Tı́picamente, el proceso de autoensamblado en sistemas coloidales es espontáneo, por eso

está acompañado por la disminución de la energı́a total del sistema. Sin embargo, no todos

los sistemas pueden llegar al equilibrio termodinámico. En ciertas condiciones las part́ıculas

no tienen suficiente movilidad para lograr la organización en equilibrio, por ejemplo, cuando

la fracción de volumen es muy alta o la atracción entre ellas es demasiado fuerte.

En este caso las estructuras formadas están fuera de equilibrio porque están dinámicamen-

te arrestadas [21]. Estas organizaciones son metaestables y sus propiedades macroscópi-

cas, aunque lento, siguen evolucionando en tiempo. Por eso al estudiar el autoensamblado

coloidal es importante tomar en cuenta la dinámica de las part́ıculas, ya que ésta puede

gobernar los procesos de organización de las mismas.

En el caso de interacciones anisotrópicas, el potencial de interacción depende de las partes

especı́ficas a través de las cuales cada part́ıcula interactúa con las demás. Por ejemplo,

la desviación de la geometŕıa esférica hacia otras geometŕıas no esféricas (por ejemplo,

rodillos, discos, elipsoides, cilindros, etc.) Fig. 2.3, trae una asimetŕıa en las interacciones,

ası́ como en los ensambles formados por estas geometŕıas [22].

Otro ejemplo de anisotropı́a son las part́ıculas que tienen varias partes (de su superficie

o de su volumen) quı́micamente modificadas en diferentes formas. Por ejemplo, pueden

fabricarse coloides esféricos con carácter anfif́ılico similar al de los tensoactivos o poĺımeros

de bloque, creando dos superficies con caracteŕısticas diferentes en cada hemisferio de la

part́ıcula. Este tipo de coloides son conocidas como part́ıculas “Janus” [3, 17, 23].
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(a)

(a) (b) (c)

Figura 2.3: Geometŕıas anisotrópicas: (a) Esferas, (b) Discos, (c) Cilindros.

Simulaciones computacionales recientes recalcaron las similitudes, ası́ como las diferencias

en comportamiento de fase entre sistemas anfif́ılicos y dipolares moleculares y sistemas co-

loidales [24, 25]. También se ha posibilitado establecer los tipos de estructuras formadas

debido a las interacciones entre este tipo de part́ıculas [26] , y su comportamiento de fase

ante distintos rangos y fuerzas de interacción, tensiones o flujos [27]. De aquı́ la gran impor-

tancia de obtener una cantidad considerable de part́ıculas Janus que permitan la aplicación

y estudio experimental del comportamiento de fase predicho.

2.2. Sı́ntesis de partı́culas Janus

La preparación de part́ıculas Janus ha sido aproximada por distintos caminos. La Tabla

2.2 resume los métodos comúnmente utilizados para sintetizar part́ıculas Janus, aunque

muchos más métodos han sido utilizados e inventados. En la tabla se realiza una evaluación

con base en ciertas caracteŕısticas deseadas para sus futuras aplicaciones.

En general, lo que se busca en la sı́ntesis de part́ıculas Janus según Ref. [28] es:

1. Homogeneidad: Las part́ıculas deben ser homogéneas tanto en tamaño como en geo-

metŕıa.

2. Ajuste: La medida de qué tan posible es cambiar la forma y/o tamaño de las part́ıculas

para encontrar la geometŕıa Janus deseada.

3. Funcionalidad: La facilidad de cambiar los materiales de las part́ıculas para funciona-

lizar la superficie.

4. Escalamiento: La posibilidad de escalar el procedimiento a grandes cantidades.
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Método Tamaño/Distribución de tamaño Quı́mica/Materiales Autor

Ensamblado molecular <100 nm monodispersas Ensamblado de bloques copoĺımero [29]

Nanocristal dumbbell <100 nm <10 % PD* Metal, óxidos metálicos cubiertos [30]

con tensoactivos.

Microfluido 10-100 µm <5 % PD Monómeros fotocurables [31]

Electro co- jetting 0.5-10 µm PD variada Recubrimiento metálico o dieléctrico [32]

Emulsión 0.2-10 µm PD depende Part́ıculas con superficie reactiva [33]

de las part́ıculas de partida

Tabla 2.2: Métodos utilizados para sintetizar part́ıculas Janus. *PD: polidispersidad.

Evidentemente se persigue el procedimiento que cumpla con todas estas caracteŕısticas,

aunque éste también depende del tipo de estudio que se desee realizar con las part́ıcu-

las. Por ejemplo, para estudios de autoensamblado se requieren part́ıculas homogéneas

con geometŕıa ajustable; para estabilización en emulsión, se prefieren altas cantidades de

part́ıculas; para liberación de fármacos y biomedicación, es prioritario la biocompatibilidad

y biodegrabilidad. Este trabajo se enfoca en la sı́ntesis de part́ıculas Janus con diferente

modificación superficial capaz de reaccionar con futuros compuestos. Por esta razón, el

método más efectivo es el de emulsión. Como se observa, el material base para la sı́ntesis

de part́ıculas Janus es variado. Un material comúnmente utilizado es la sı́lice gracias a sus

propiedades inertes y a la capacidad de funcionalización superficial.

El método desarrollado por Granick et al [16] basado en la protección-deprotección de

part́ıculas de sı́lice utilizando una emulsión de aceite en agua (O/W) es un método sim-

ple y eficiente para fabricar part́ıculas Janus homogéneas. Las grandes ventajas de este

método son: i) facilita la sı́ntesis de una alta cantidad de part́ıculas por lote, ii) es posible

escalar el método a una mayor cantidad o diferente tamaño de part́ıcula, ya que la emulsión

ofrece una gran área interfacial en un volumen relativamente pequeño y iii) permite tener

un control sobre el balance Janus que es la razón de la fracción protegida de la part́ıcula y

la expuesta.
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Figura 2.4: Representación de la sı́ntesis de part́ıculas Janus mediante el método protección-

deprotección [34].

El método de Granick Fig. 2.4 consiste en derretir cera parafina la cual fungirá como la

fase aceitosa. Las part́ıculas son dispersas en agua y adicionadas a la cera para formar la

emulsión que se lleva a cabo a la temperatura de fusión de la cera. Una vez que la emulsión

estabiliza, ésta se enfŕıa a temperatura ambiente para sellar las part́ıculas en la cera. Las

esferas de cera con part́ıculas inmersas en ellas son denominadas coloidosomas.

Posterior a la modificación superficial del hemisferio expuesto de las part́ıculas en coloido-

soma, la cera es derretida en un disolvente orgánico y el hemisferio protegido de las part́ıcu-

las puede ser modificado. Para controlar el balance Janus, Jiang et al [35] introdujeron un

tensoactivo catiónico en la emulsión. Entre las funciones del tensoactivo se encuentran au-

mentar el grado de hidrofobicidad de la superficie de las part́ıculas mediante la adsorción

de la carga opuesta del tensoactivo Fig. 2.5 (a).

Esta adsorción es favorable puesto que la superficie de la part́ıcula se encuentra cargada

negativamente al pH utilizado para la formación de los coloidosomas (pH = 6-7). Otra función

del tensoactivo es favorecer el empaquetamiento de las part́ıculas debido a dos razones:

La primera es que aumenta el ángulo de contacto Fig. 2.5 (b) entre la part́ıcula y la cera

lo que ayuda a que la part́ıcula penetre más en la cera. Para controlar la concentración de

tensoactivo se prefiere referirse a ella por medio de la concentración micelar cŕıtica (CMC).

No obstante, se ha encontrado que la mayor energı́a de adsorción de las part́ıculas en la

cera se da a los 90◦ por lo que al sobrepasar este ángulo puede llevarse a cabo una in-
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Figura 2.5: Esquema de la función del tensoactivo: primero hidrofobiza parcialmente la superficie

de la sı́lice; después sumerge la part́ıcula en la cera al incrementar la concentración.

versión de la emulsión. La segunda razón es que debilita la repulsión electrostática entre

las part́ıculas de sı́lice ya que las cargas de la part́ıcula se neutralizan con las cargas del

tensoactivo. Esto favorece el empaquetamiento de las part́ıculas ya que debido a la carga

parcialmente apantallada, éstas tenderan a sumergirse en la cera. De este modo, la varia-

ción de la concentración de tensoactivo en el sistema se traduce en el control del balance

Janus.

El siguiente paso crucial para la sı́ntesis de part́ıculas Janus es la modificación superfi-

cial. El empaquetamiento en coloidosoma tiene sus grandes ventajas como se ha descrito

hasta ahora pero también está sujeto a una serie de restricciones cuando se trata de la

modificación superficial de las part́ıculas:

1. La modificación en solución se limita al uso de disolventes polares para evitar la diso-

lución de la cera.

2. Se debe realizar a temperatura ambiente o menor a la temperatura de fusión de la

cera para evitar que ésta se funda.
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3. Los coloidosomas deben tratarse con alto cuidado para evitar el estrés mecánico que

provoca que las part́ıculas se despeguen de la cera.

4. Por la misma razón del punto anterior es preferible no introducir ningún artefacto que

produzca la agitación de los coloidosomas y ocasione la pérdida de part́ıculas.

Para sobrellevar estas restricciones, se ha encontrado que la modificación con agentes

silanos en vapor para crear el hemisferio hidrofóbico otorga una alta funcionalización [17].

Utilizando este método es posible producir hasta 200 mg de part́ıculas Janus de 3 µm donde

el hemisferio hidrofóbico contiene grupos metilo y el hemisferio hidrof́ılico está compuesto

por grupos hidroxilo.

Algunos acercamientos para crear el hemisferio hidrof́ılico de la part́ıcula también han sido

propuestos por silanización con aminosilanos en vapor [23]. La desventaja más importante

de este método es que presenta un bajo rendimiento de funcionalización superficial. Por

lo que, al conjugar agentes visuales como nanopart́ıculas de oro es aún dif́ıcil distinguir

el balance Janus. Por esta razón, la opción de funcionalización en solución de coloidoso-

mas cobra importancia pero se ve ampliamente limitada por las restricciones innatas a los

coloidosomas.

Otra opción, antes de realizar la modificación en un sistema tan complejo como los coloido-

somas, es funcionalizar completamente las part́ıculas de sı́lice. De este modo, es posible

tener un mayor entendimiento y control sobre la modificación superficial de part́ıculas de

sı́lice con grupos amino. En este trabajo se presentan ambas aproximaciones y la quı́mica

superficie de part́ıculas de sı́lice se describe a continuación.

2.3. Quı́mica de la superficie de partı́culas de sı́lice

El dióxido de silicio o sı́lice (SiO2) es uno de los mayores componentes en la superficie de

la tierra. Combinado con óxidos de otros metales pesados forma los minerales de silicato

presentes en las rocas, arena o tierra. La sı́lice es separada de estos elementos por acción

del agua para formar cristales de cuarzo [20]. Esencialmente la sı́lice puede encontrarse
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de forma natural o sintética, cristalina o amorfa. En cualquiera de estas formas la sı́lice se

encuentra rodeada por dos o seis átomos de oxı́geno. La red cristalina de la sı́lice, ası́ como

las estructuras de silicatos es tetraédrica (SiO4) Fig. 2.6.

Figura 2.6: Estructura de la red cristalina de sı́lice. En las esquinas se encuentran localizados cuatro

átomos de oxı́geno (negro) y en el centro un átomo de silicio (rojo). Los grupos SiO4 comparten un

átomo de oxı́geno con el grupo adyacente.

Todas las formas de sı́lice contienen un enlace siloxano (Si-O), el cual es el más estable

de todos los enlaces de tipo Si-X. En la sı́lice amorfa la estructura del bulto está determi-

nada por un empaquetamiento aleatorio de las unidades [SiO4]4–. Como resultado de los

diferentes tipos de estructuras, la sı́lice puede tener diferentes densidades [36].

Las part́ıculas de sı́lice pueden sintetizarse por el mecanismo de nucleación y crecimiento.

A diferencia de los átomos y moléculas en los sólidos, las part́ıculas coloidales y cadenas

poliméricas son caracterizadas por una distribución de tamaños conocida como polidisper-

sidad (PD). La PD indica la variación de tamaño y representa el tamaño de un determinado

número de part́ıculas coloidales o los pesos moleculares de un poĺımero.

La polidispersidad tiene importantes consecuencias en la estructura y dinámica de fluidos

de estos materiales. Para obtener un lote de part́ıculas con una distribución estrecha (casi

monodispersa), se controlan principalmente los parámetros en los pasos de nucleación y

crecimiento durante su sı́ntesis.

De modo que nuevas part́ıculas son nucleadas al mismo tiempo que las ya existentes están

creciendo. A este proceso se le denomina nucleación heterogénea. Además las últimas

part́ıculas nucleadas pueden unirse a part́ıculas aún más pequeñas y perturbar el proceso

de crecimiento. El primer método estandarizado para la sı́ntesis de soles monodispersos
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Figura 2.7: (a) Imagen SEM de part́ıculas altamente monodispersas de sı́lice sintetizadas por el

método de Stöber. (b) Gráfica de la distribución de tamaños de las part́ıculas de sı́lice mostradas en

la figura a), se calcula un porcentaje de polidispersidad de 2.5 %

de sı́lice con un tamaño de part́ıculas entre 2-3 µm de diámetro fue obtenido por Stöber [37]

en un sistema de alcohol-amonio con suficiente agua para hidrolizar al silano precursor.

El tamaño de las part́ıculas coloidales puede ser caracterizado por diferentes métodos. De-

bido al ĺımite de resolución, la microscopı́a de barrido electrónico (SEM) y la microscopı́a

de transmisión electrónica (TEM) son las técnicas más apropiadas Fig. 2.7. La superficie

de part́ıculas de sı́lice limpias está cubierta con grupos hidroxilos (-OH) enlazados a áto-

mos de silicio conocidos como silanoles. Puede existir un hidroxilo (aislado o vecinal) o

dos (geminal) como se observa en la Fig. 2.8 (a). El bulto de la part́ıcula está constituida

principalmente por una red de enlaces siloxano Si-O-Si Fig. 2.8 (b).

2.4. Modificación de la superficie de partı́culas de sı́lice

con agentes silanos

Los agentes silanos u organosilanos son preferidos para la modificación superficial de

part́ıculas de sı́lice porque tienen una gran versatilidad en cuanto al ajuste del grupo que

se desee introducir en la superficie de la sı́lice. Los aminosilanos son atractivos porque

permiten la futura conjugación de moléculas quı́micas grandes. La funcionalización puede
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Figura 2.8: Representación esquemática de los silanoles presentes en la superficie de part́ıculas

de sı́lice: (a) Tipos de silanoles (b) Silanoles superficiales (Q2 y Q3) y bulto de la part́ıcula (Q4).

o no ser homogénea, lo que da lugar a interacciones isotrópicas o anisotrópicas, respecti-

vamente [38].

Dentro de los objetivos de este trabajo se encuentra la funcionalización del hemisferio hi-

drof́ılico de las part́ıculas Janus mediante la introducción de grupos polares. Por lo cual

el estudio se extiende al uso de distintos aminosilanos entre los cuales se escogen: 3-

aminopropiltrietoxisilano (APTES), 3-aminopropildietoximetilsilano (APDES), y mercapto-

propiltrimetoxisilano (MPTMS) Fig. 2.9.
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Figura 2.9: Estructuras de diferentes agentes silanos utilizados (a) 3-(aminopropil)trietoxisilano

(APTES) (b) 3-aminopropil(dietoxi)metilsilano (APDES) y (c) (3-Mercaptopropil) metildimetoxisilano

(MPTMS).

El APTES y APDES poseen un grupo amino. Una ventaja del APTES es que la reacción

de éste con la superficie de la sı́lice es conocida. El APDES también es un buen candidato

gracias a la posibilidad de funcionalización en vapor que es deseable en sistemas especia-
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les como los coloidosomas. Finalmente, el silano MPTMS Fig. 2.9 (c) posee un grupo tiol

que es comúnmente utilizado para la posterior adsorción de nanopart́ıculas de oro (AuNPs)

a la part́ıcula modificada [39]. La conjugación de AuNPs a las part́ıculas de sı́lice en este

trabajo es necesaria para la visualización de part́ıculas anfif́ılicas. Aunque la conjugación

de AuNPs también se puede dar con grupos amino debido a que se encuentran cargados

positivamente (R – NH+
3) a valores de pH menores a 10 y presentan un par de electrones

que se pueden coordinar a la superficie de las AuNPs [39].

En esta sección se aborda a detalle la funcionalización con APTES debido al amplio co-

nocimiento sobre la modificación superficial de sı́lice con este silano. En la Tabla 2.3 se

resumen algunos trabajos que brindan información importante sobre las condiciones de

reacción para la satisfactoria funcionalización de part́ıculas y superficies de sı́lice. Como se

observa, no existe un método sistemático ni general ya que la funcionalización es extrema-

damente sensible a las condiciones de reacción como la concentración del silano, el tiempo

de reacción, la temperatura, la polaridad del disolvente y la cantidad de agua presente.

Superficie Silano Concentración del silano Disolvente Tiempo de reacción Temp & Atm Autor

Vidrio APTES 1 % m/m Tolueno anhidro 24 h [40]

SiNPs (500-700 nm) APTMS 9.74 mmol DMF 24 h 100 ◦C [41]

Etanol + 150 µL de agua 1 h, 2.5 h, 5 h 80 ◦C

NPs magnéticas (Fe3O4) APTES 0.2 % y 2 % m/v THF + 150 µL de agua 7 h o 24 h 25 o 50 ◦C [42]

Agua

Silica gel APTES 5 % Tolueno 1 h 25 ◦C/ N2 seco [43]

Silica MCM-41 APTES 0.1/0.4 mmol Tolueno seco 3 h 80 ◦C [44]

SiNPS (10 nm) APTES NI Tolueno 3 h 95 ◦C [45]

Sol de silica APDEMS 140 µL Etanol 10 min 60 ◦C [46]

NPs magnéticas (Fe3O4) APTES 2 % v/v Tolueno seco con Triton X100 5 h 50 ◦C [47]

Tabla 2.3: Tipos de funcionalizaciones en diferentes superficies y tipos de part́ıculas desarrolladas

por varios autores dispersiones coloidales con ejemplos.

A pesar de ello, se ha observado que la modificación superficial con APTES proporciona una

alta funcionalización [48]. Además, el incremento en la temperatura de reacción, ası́ como

el uso de disolventes no polares anhidros también mejoran notablemente la concentración

de APTES en la superficie [40, 44, 47, 49]. Pero, sólo una pequeña cantidad de agua es

necesaria para iniciar la hidrólisis del silano [42]. Por otra parte, un exceso de agua puede
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ocasionar una pobre modificación superficial debido a la autocondensación del silano en el

medio de reacción [50].

Sin embargo, para el caso de funcionalización de part́ıculas de sı́lice en coloidosoma no

es recomendable el uso de disolventes no polares ya que el material de protección es no

polar (cera). Por lo que es necesario encontrar las condiciones que proporcionen una bue-

na modificación superficial en un sistema que no presente tantas restricciones como los

coloidosomas.

También, vale la pena el estudio de las condiciones de reacción de la superficie de part́ıcu-

las de sı́lice con APTES para lograr la mayor funcionalización posible puesto que ha sido

demostrado que sólo un porcentaje de los silanoles superficiales pueden enlazarse a los

silanos, y de estos únicamente cierto número de grupos amino se encuentran disponibles

para futuras reacciones [52]. Para tener una mayor comprensión de las condiciones a utilizar

es indispensable conocer las interacciones entre el aminosilano y la superficie de la sı́lice.

Varias propuestas han sido establecidas [53]. De las cuales Vansant et al [54] muestran

tres interacciones comunes Fig. 2.10.

(a)                           (b)                        (c)

Figura 2.10: Tipos de interacciones entre el aminosilano y los silanoles de la superficie de la sı́li-

ce (a) puentes de hidrógeno entre el hidrógeno del grupo hidroxilo de los silanoles de la sı́lice y

los hidrógenos de los grupos amino, (b) transferencia protónica y (c) condensación con los grupos

silanoles. Adoptado de Ref. [51].
La adsorción posterior a la reacción posee una fuerte dependencia del pH [55]. Pero, Chiang

et al [56] muestran que la mayor parte del aminosilano adsorbido en la superficie de la sı́lice
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se encuentra orientada y quimisorbida en la superficie Fig. 2.11. Además Plueddemann [57]

propone una estrutura dimérica de los aminosilanos hidrolizados en soluciones acuosas;

esto quiere decir que dos aminosilanos hidrolizados reaccionan entre sı́.

Entonces los aminosilanos condensan en la solución acuosa y después se adsorben en

la superficie de la sı́lice. Adicionalmente Caravajal et al [43] emplea la técnica de RMN en

estado sólido para estudiar a detalle cada especie.

Figura 2.11: Interacciones entre los grupos amino y la superficie de las part́ıculas después de la

modificación con APTES.

2.5. Caracterización de partı́culas Janus

No sólo la sı́ntesis de part́ıculas Janus tiene sus desaf́ıos, sino la posibilidad de observar

claramente el balance Janus en ellas es un gran reto. La conjugación de los grupos amino

introducidos en el hemisferio hidrof́ılico de las part́ıculas Janus con nanopart́ıculas de oro

es preferido [34, 58]. Esto por la facilidad de sı́ntesis de las nanopart́ıculas de oro y su fácil

visualización en microscopı́a de barrido electrónico (SEM). Pero también se ha realizado la

conjugación de part́ıculas Janus con tintes fluorescentes que permiten su visualización en

microscopı́a óptica de fluorescencia (MOF) [59]. Esta última técnica requiere de un tamaño

de part́ıculas mayor a 500 nm de diámetro para poder resolver su visualización en MOF. De

aquı́ la motivación de extender la sı́ntesis de part́ıculas Janus a varios tamaños de part́ıculas.

Generalmente la conjugación con cualquiera de estos compuestos se realiza en solución
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[60, 61]. Sin embargo, una alta concentración de grupos amino promueve la agregación de

nanopart́ıculas de oro [62]. Una forma elegante de evitar esto es colocando las part́ıculas

Janus sobre una interfase donde la parte hidrof́ılica se encuentre orientada a la fase de

estos agentes de conjugación.

La adsorción de nanopart́ıculas de oro se ha realizado utilizando interfases sólido-ĺıquido,

ĺıquido-gas y sólido-gas [63]. La práctica más utilizada de estas tres es la deposición de

las part́ıculas en una interfase ĺıquido-gas (agua-aire) donde el agua se intercambia por la

disolución que contiene las nanopart́ıculas de oro Fig. 2.12.

Figura 2.12: Deposición de part́ıculas anfif́ılicas sobre una interfase ĺıquido-gas donde la fase ĺıquida

es sustituida por part́ıculas coloidales de oro (AuNPs).

La conjugación con un tinte fluorescente también conlleva otros problemas. Ası́ como una

alta concentración de grupos amino provoca agregación de las AuNPs, se desconoce el

comportamiento del tinte hacia estos grupos amino. Además otros fenómenos comúnmen-

te observables en compuestos fluorescentes debido a la concentración del tinte como el

fotoblanqueamiento o la desactivación fluorescente (quenching) deben considerarse.

El compuesto fluorescente que se utilizó en este trabajo es la Rodamina B Isotiocianato

(RBITC), la cual es preferida por su alto coeficiente de absorción, su alta fluorescencia y su

alta fotoestabilidad y estabilidad quı́mica [64]. Para asegurar una buena visualización de las

part́ıculas Janus con este tinte es indispensable encontrar las condiciones de conjugación.

La aproximación que se da en este trabajo es mediante el estudio de la conjugación de

part́ıculas hidrof́ılicas de sı́lice con RBITC. Por ello, es necesario conocer algunas propie-

dades de esta molécula, ası́ como su acoplamiento a la part́ıcula.
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2.5.1. Rodamina B Isotiocianato (RBITC)

La reacción de conjugación de los grupos amino con tintes fluorescentes ha mantenido e

incrementado su interés en detección de sistemas biológicos porque son comúnmente uti-

lizados para marcar proteı́nas, anticuerpos y ADN para estudios de su transportación o in-

teracciones especı́ficas; ası́ como para su detección por fluorescencia y escaneo de células

[65]. En el caso de las part́ıculas coloidales, las técnicas de espectroscopı́a o microscopı́a

óptica de fluorescencia requieren que las part́ıculas se encuentren decoradas con un tinte

fluorescente. Entre muchos tintes, los isotiocianatos derivados de los grupos xanteno como

la fluoresceı́na (FITC) y la rodamina B iostiocianato (RBITC) son ampliamente utilizadas. A

pesar de que el rendimiento cuántico de la RBITC es mucho menor que el de la FITC [66],

la RBITC tiene grandes ventajas:

1. Estabilidad al fotoblanqueo [65, 66, 67]. El fotoblanqueo es la destrucción fotoquı́mica

de un fluoróforo por la exposición de luz necesaria para estimularlos de modo que

produzcan fluorescencia.

2. Los tintes derivados del isotiocianato se enlazan covalentemente a los grupos prima-

rios amino formando complejos de sustrato-tinte relativamente estables.

N=C=S

OH

O

H C3

CH3

-
Cl

ON

CH3

CH3
+N

Isotiocianato

Xanteno

5

6

Figura 2.13: Rodamina B Isotiocianato, el grupo NCS puede estar localizado en la posición 5 o 6

del anillo de benceno formando una mezcla de isómeros.
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La fácil detección de los colorantes de la familia de las rodaminas con fluoŕımetros y mi-

croscopı́a de fluorescencia extiende sus aplicaciones desde marcador de células [68] hasta

trazador ratiométrico de iones en solución acuosa [69]. La Rodamina B Isotiocianato Fig.

2.13 es un cromóforo que pertenece a la familia de las Rodaminas las cuales están com-

puestas de heterociclos fluorescentes basados en el xanteno.

El grupo xanteno, siendo un sistema aromático, presenta varios electrones pi haciendo

a este grupo responsable de la absorción y fluorescencia en el rango de longitudes de

luz visible. El grupo reactivo de la RBITC para su conjugación con aminas primarias es el

isotiocianato (-N=C=S) formado a partir de la sustitución del azufre por el oxı́geno en el

grupo isocianato (-NCO). Este grupo puede estar localizado entre el quinto y sexto átomo

de carbono del primer ciclo aromático dando lugar a una mezcla de isómeros. El grupo

isotiocianato contiene un átomo de carbono altamente electrof́ılico que puede ser atacado

por diferentes grupos nucleófilos provistos de hidrógenos lábiles como las aminas primarias.

Se conoce que la RBITC absorbe en verde y emite en rojo Fig. 2.14.
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Figura 2.14: Espectros de excitación y emisión de la RBITC en etanol.

El acoplamiento de la RBITC a la part́ıcula se realiza mediante un enlace tiourea con los

grupos amino del silano Fig. 2.15. La fluorescencia de las part́ıculas decoradas aumen-

ta proporcionalmente al número de moléculas de RBITC enlazadas a la superficie de la
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part́ıcula. Esto sucede hasta cierto nivel, y la sobrecarga de la RBITC puede conducir a una

desactivación fluorescente debido a las interacciones entre las moléculas de RBITC [70].

Si

OH

O

H C3

CH3

-
Cl

ON

CH3

CH3
+N

NH

S

N
H

O

O

O

SiO2

enlace 
tiourea

Figura 2.15: Conjugación de la RBITC a la superficie de la part́ıcula mediante un enlace covalente

de tipo tiourea.

La reacción usualmente se lleva a cabo en la oscuridad bajo condiciones de atmósfera iner-

te, para evitar descomposición del cromóforo. A pesar de que existen muchas sugerencias

sobre el protocolo de conjugación, aún hay un desacuerdo para la aplicación de ciertas

condiciones como el tiempo de reacción, temperatura y concentración del tinte.

Además hay indicios de que la reacción entre los grupos amino del APTES y la RBITC no

está completa aún con un exceso de APTES [71]. El incremento en el tiempo de reacción

puede ayudar a mejorar la eficiencia de la reacción y por tanto la fluorescencia de la part́ıcu-

la. Aunque, se desconoce hasta el momento algún estudio de optimización de incorporación

de RBITC en función del tiempo de reacción.

Sin embargo, la reacción no es del todo trivial ya que se ha reportado que la Rodamina

B puede sufrir alguna descomposición quı́mica al tener contacto con la luz y oxı́geno en

presencia de un sustrato que ocasiona la fotooxidación del cromóforo [72]. Aunque esto

requiere la transferencia de un electrón del tinte a un substrato semiconductor, convirtiendo

momentáneamente al tinte en un radical en forma de catión [73]. Esto ocasiona una N-

dealquilación de aminas secundarias o terciarias y de heterociclos que contienen un átomo

de nitrógeno. Dicha N-dealquilación se observa en un desplazamiento hipsocrómico de 10
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nm en el máximo de absorbancia y es un proceso gradual donde los grupos etilos son

removidos uno por uno formando N,N,N’-Trietilrodamina Fig. 2.16.

RhB RhB1 RhB2

Sustrato

RhB1
RhB2

RhB1 RhB2
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Luz 
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visible

degradación

de-etilación completa
y degradación del tinte

degradación degradación

de-etilaciónde-etilaciónde-etilación

ads

sol

ads ads

sol

disolución

Figura 2.16: Equilibrio de la Rodamina B y las especies de-etiladas entre el volumen de disolución

(sol) y el sustrato (ads) durante la fotooxidación. RhB1 y RhB2 referidos como los compuestos de

rodamina mono y bi-de-etilados, respectivamente.

2.6. Métodos de caracterización de la superficie de partı́-

culas de sı́lice

La superficie quı́micamente modificada de la sı́lice puede ser estudiada mediante diferen-

tes técnicas. La problemática radica en la cuantificación de las especies presentes en la

superficie de la sı́lice. El análisis elemental es una técnica vastamente utilizada para este

tipo de cuantificación, sobre todo en part́ıculas mesoporosas con un área superficial gran-

de [74, 75]. No obstante, impide la caracterización de los diferentes tipos de especies que

pueden encontrarse en la superficie de la sı́lice y no detecta cantidades pequeñas de éstas.

La técnica de resonancia magnética nuclear en estado sólido, por ejemplo, permite la iden-

tificación de dichas especies. La mayor desventaja de esta técnica, empero, es su baja

sensibilidad hacia ciertos núcleos como 13C o 29Si que son las especies que se pretenden

estudiar en este trabajo. Existen otras técnicas, como la espectroscopı́a de fluorescencia,

la cual vence a esta limitante gracias a su alta sensiblidad (aprox. C = 10–9M). Además

son precisas gracias a la selectividad de los compuestos que se utilizan. Sin embargo, los
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métodos que se han desarrollado hasta el momento incluyen la destrucción de las part́ıcu-

las [44]. Y aunque se posee una cuantificación global de la modificación superficial de las

part́ıculas de sı́lice, la disponibilidad de los grupos introducidos para reaccionar con futuros

compuestos, vaŕıa.

Por estas razones se continúa la búsqueda de métodos no destructivos que permitan la

cuantificación de las especies, ası́ como su posible disponibilidad a futuras reacciones. Una

aproximación hacia esto fue desarrollada por Del Campo et al [76] utilizando espectroscopı́a

de UV-Visible.

2.6.1. Resonancia Magnética Nuclear

La resonancia magnética nuclear (RMN) es considerada una de las herramientas anaĺıti-

cas más potentes gracias a su capacidad de proporcionar información única acerca de la

estructura y propiedades dinámicas de un sistema. Cada núcleo, dependiendo de la orien-

tación relativa de las moléculas, puede ser afectado por el campo magnético externo, por

los campos creados por núcleos cercanos y por la distribución electrónica.

La RMN se enfoca en el estudio de núcleos que poseen un número impar de protones y

neutrones y por tanto, presentan un momento magnético intŕınseco. Este momento magnéti-

co surge de su espin, el cual está determinado por el número cuántico del espin (I). Si el

número combinado de protones y neutrones en un isótopo dado es par, entonces I = 0. Los

núcleos frecuentemente empleados en RMN son el 1H, el 13C y el 15N.

La resonancia aprovecha que los núcleos atómicos resuenan a una frecuencia directamente

proporcional a la fuerza de un campo magnético ejercido, de acuerdo con la ecuación de

la frecuencia de precesión de Larmor ec. 2.2:

ν =
ωp
2 π , (2.2)

donde ωp es el momento angular del espin del protón.

Cuando se aplica un campo magnético externo el espin se alinea a lo largo de este con

dos posibles orientaciones: a favor o en contra con la menor energı́a para el espin orienta-

do a favor. La diferencia de energı́a de estos espines está determinado por la energı́a de
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interacción de Zeeman ec. 2.3:

∆E = g µB B, (2.3)

donde g es el factor de Landé, µB el magnetón de Bohr y B el campo magnético externo

aplicado.

I. RMN en estado sólido

Los espectros de resonancia magnética nuclear en sólidos y en solución se rigen bajo el

mismo principio pero los espectros obtenidos en estado sólido muestran señales anchas

que son el resultado principalmente de las interacciones dipolo-dipolo debido a la restrin-

gida movilidad de los átomos y moléculas [77]. Las principales interacciones responsables

del ensanchamiento de las señales son la anisotropı́a del desplazamiento quı́mico, los aco-

plamientos dipolares (homo y heteronucleares) y el acoplamiento cuadrupolar.

Se han desarrollado técnicas que permiten obtener espectros de alta resolución conser-

vando en lo posible la información que aportan estas interacciones: giro con ángulo mágico

(MAS, Magic Angle Spinning), polarización cruzada (CP, Cross Polarization) o secuencias

multipulso especı́ficas para sólidos (CRAMPS, Combined Rotation and Multiple Pulse Spec-

troscopy).

II. Giro al ángulo mágico (MAS)

El giro al ángulo mágico desarrollado por Andrew E.R. [78] y Lowe I.J. [79] permite obtener

señales más angostas mediante la remoción significativa de las interacciones dipolo-dipolo.

Los autores demostraron que las interacciones dipolares anisotrópicas podı́an ser suprimi-

das introduciendo movimientos artificiales al sólido. Esta técnica incluye girar la muestra

sobre un eje orientado a 54.74◦ respecto al campo magnético externo Fig. 2.17. De modo

que la técnica funcione, el giro debe ocurrir a una razón mayor o igual al ancho de banda

dipolar.
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Figura 2.17: Representación esquemática de la técnica MAS. El eje de giro de la muestra es orien-

tado con un ángulo de 54.74◦ (ángulo mágico) respecto al campo magnético estático B0.

Para describir el experimento RMN MAS se utiliza el siguiente Hamiltoniano:

H = HCS + HIS
D + HII

D, (2.4)

donde HCS es el término de desplazamiento quı́mico, HIS
D representa los acoplamientos

dipolares heteronucleares, y HII
D describe los acoplamientos dipolares homonucleares. La

protección quı́mica afecta la frecuencia, la cuál está determinada por la interacción Zeeman:

H0 = –µ · B0 (2.5)

entre un momento magnético nuclear µ y un campo magnético externo estático B0. La µ

puede ser expresada en términos del operador nuclear del espin I como µ = –γh̄IzB0, y la

ec. 2.4 es reescrita como:

H0 = –γ h̄ IzB0 (2.6)

donde h̄ es la constante de Planck. A pesar de que la interacción Zeeman es dominante y

generalmente determina la cuantización en la descripción teórica del eje z, contiene infor-

mación estructural dentro de ella que es removida de la descripción mediante una trans-

formación en el marco rotatorio en la frecuencia de la RMN a lo largo del eje z [80]. En el
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estado sólido, las interacciones del espin nuclear son anisotrópicas y pueden ser descritas

mediante tensores de segundo orden. La protección quı́mica se escribe como:

HCS = [σISO γ B0 + 1
2 δ [3cos2θ – 1 – ηsen2θcos(2φ)]] Iz (2.7)

La interacción dipolar entre dos espines aparece en virtud del pequeño campo magnético

creado a su alrededor. El Hamiltoniano dipolar heteronuclear está dado por:

HIS
D = –µ0

4π h̄
∑

i

∑
j

γIγS

r3
ij

1
2(3cos2θij – 1)2IizSi

z (2.8)

mientras que el Hamiltoniano dipolar homonuclear es descrito por:

HII
D = –µ0

4π h̄
∑

i

∑
j

γ2

r3
ij

1
2(3cos2θij – 1)(3IizIjz – Ii · Ij) (2.9)

donde rij es la magnitud de la distancia del vector rij entre el núcleo i y j, y θij es el angulo entre

rij y el eje z. Nótese que la dependencia de la orientación molecular en las ecuaciones 2.7-

2.9 es de la forma (3cos2θ–1), donde θ es el ángulo que describe la orientación del tensor de

interacción del espin. MAS es una técnica elegante que promedia todas las interacciones

anisotrópicas descritas por los tensores de segundo orden, si la frecuencia de rotación

excede el acoplamiento más largo entre los spines considerados.

El ángulo mágico (θ = 54.74◦) satisface la condición (3cos2θ – 1 = 0), entonces cuando la

muestra se coloca en un rotor orientada en el ángulo mágico y girada en alta frecuencia,

las bandas producidas por la parte anisotrópica desaparecen y el espectro consiste sólo en

señales angostas en los desplazamientos isotrópicos. Únicamente el término σISOγB0 de

la ec. 2.7 permanece y se obtiene un espectro de alta resolución en estado sólido.

III. Polarización cruzada (CP)

La composición elemental de compuestos orgánicos es primordialmente hidrógeno, car-

bono, nitrógeno y oxı́geno, de los cuales los primeros tres elementos presentan spin 1/2.
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Los spines de los protones con alta abundancia natural también presentan un alta relación

giromagnética γ, los cuales son los dos principales factores que determinan la sensibilidad

de un experimento de RMN. Por lo tanto, los protones tienen la mayor sensibilidad de todos

los espines. Sin embargo, los acoplamientos dipolares homonucleares entre los espines de
1H son considerables. Además la topologı́a de los protones en moléculas es tal que forman

una red densa de spines fuertemente acoplados, con acoplamientos totales efectivos de ∼

50 kHz. Estas interacciones inducen severos ensanchamientos de señales en los sólidos.

La baja abundancia de 13C, 15N, 29Si por ejemplo, resultan inevitablemente en un espectro

de RMN menos sensible. También los tiempos de relajación de núcleos diluidos son largos

debido a la ausencia de interacciones dipolares homonucleares que inducen transiciones

de relajación. Para mejorar la sensibilidad en RMN en estado sólido, se utiliza un marcado

de isótopos. Es posible mejorar aún más la resolución de los picos y la intensidad de la

señal en el experimento MAS mediante la transferencia de la magnetización transversa del
1H a una especie diluida vı́a la polarización cruzada en combinación con un alto poder de

desacoplamiento protónico [81].

(a)                                   (b)          

g m B1H N 0

g m B13C N 0

+ 1/2

- 1/2

g m B13C N 1,13Cg m B1H N 1,1H

Figura 2.18: Niveles de energı́a de los espines 1H y 13C: (a) La transferencia no es posible (b). Con

el marco rotatorio, la transferencia de magnetización es posible dado que la energı́a de separación

está determinada por el campo rotatorio.

La separación entre los niveles de energı́a de los espines con orientación a favor o en contra

para el 1H exceden la separación del 13C (γ1H/γ13C = 4). Por lo que la polarización de 1H

en un campo magnético B0 es mucho mayor que la polarización para el 13C. En un campo

magnético B0 no es posible la transferencia de magnetización longitudinal del 1H a 13C Fig.

2.18 (a). Sin embargo, si se aplica un campo rotatorio B1 Fig. 2.18 (b) con una fase x, y la

polarización también se encuentra a lo largo de x, entonces la diferencia de energı́a entre

los estados ` –1/2> y ` +1/2> en el campo rotatorio puede ser variada independientemente
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para diferentes especies nucleares, lo que hace la transferencia posible. Esto se conoce

como la condición de Hartmann-Hahn.

IV. RMN CPMAS aplicado a partı́culas de sı́lice superficialmente modificadas con

APTES

La combinación de 29Si y 13C RMN CPMAS proveen una buena aproximación para el es-

tudio de los derivados de APTES en la superficie de part́ıculas de sı́lice.

Estudios de los espectros 13C de RMN CPMAS de las estructuras de APTES que yacen en

las part́ıculas de sı́lice revelan que los grupos amino en muestras preparadas en tolueno se-

co pueden estar enlazados por puentes de hidrógeno o estar protonado por silanoles ácidos

presentes en la superficie de las part́ıculas [43]. La cantidad relativa de la forma protonada

aumenta con la cantidad de agua presente en la superficie de la sı́lice. En este mismo tipo

de modificaciones se ha encontrado que las reacciones con grupos etoxi incrementan res-

pecto a la cantidad de agua presente en la superficie. La sı́lice hidratada también afecta el

ambiente quı́mico de los grupos amino en muestras preparadas en solución acuosa y en

este caso las reacciones de los grupos etoxi ocurre por completo [42].

Los espectros de 29Si RMN CPMAS proveen información sobre la naturaleza del enlace

del silano a la superficie de la sı́lice a través de un enlace siloxano (Si-O-Si). En general,

se observan tres tipos: con uno (-49 ppm), dos (-58 ppm) o tres (-66 ppm) enlaces siloxano

Fig. 2.19 (a).

El número de enlaces siloxano aumenta con la cantidad de agua presente en la superficie.

Pero, aunque un poco de agua es necesaria para optimizar la reacción, demasiada agua

puede interferir hidrolizando a priori el silano, formando fracciones de silano Si-OEt en el

volumen o en la superficie de la part́ıcula impidiendo futuros enlaces siloxano con un si-

lano adyacente. Se ha observado que los procedimientos de curado pueden incrementar

la cantidad de enlaces siloxano. Aunque temperaturas de curado de más de 150 ◦C son

requeridas [43].
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Figura 2.19: Especies observadas en la funcionalización de la superficie de sı́lice con APTES utili-

zando la técnica de RMN CPMAS. (a) 29Si CPMAS y (b) 13C CPMAS. El núcleo de silicio marcado

en azul corresponde al silano utilizado.

Complementariamente, los espectros de 13C brindan información sobre el silano adsorbido

en la superficie de la part́ıcula o enlazado a ella (10, 21 y 43 ppm) Fig. 2.19 (b). Las señales

mayormente observadas son los grupos etoxi del silano que no reaccionaron (17 y 58 ppm).

De la información de ambos espectros es posible estimar la fracción de grupos etoxi que

han reaccionado, los grupos etoxi restantes sin reaccionar y el número de enlaces siloxano

por comparación de la intensidad de las señales. Sin embargo, debido a la polarización

mediante el núcleo de hidrógeno esto no es lo más recomendable para la cuantificación de

los grupos amino.

2.6.2. Fundamentos de espectroscopı́a de fluorescencia y UV-Visible

El fundamento de la espectroscopı́a radica en la capacidad de las moléculas para absorber

radiaciones, entre ellas las radiaciones dentro del espectro UV-visible. Las longitudes de

onda de las radiaciones que una molécula puede absorber y la eficiencia con la que se

absorben dependen de la estructura atómica y de las condiciones del medio (pH, tempe-

ratura, fuerza iónica, constante dieléctrica). Por lo que dicha técnica constituye un valioso

instrumento para la caracterización de distintas moléculas [82]. Las moléculas pueden ab-

sorber energı́a luminosa y almacenarla en forma de energı́a interna. También presentan

distintos niveles de energı́a. Cuando la luz es absorbida por una molécula, se promueve un
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salto desde el estado basal al estado excitado (de mayor energı́a) Fig. 2.20 (a). Y sólo se

absorberá la energı́a que permita el salto al estado excitado. Cada molécula tiene una serie

de estados excitados (bandas) que la distingue del resto de las moléculas. Como conse-

cuencia, la absorción que presenta una molécula a distintas longitudes de onda (espectro

de absorción) constituye una seña de identidad de la misma.

Emisión

Estado
Excitado

Estado
Basal

  Excitación

Estado
Excitado

Estado
Basal

  Excitación

Relajaciones 
vibracionales

DE=hn

DE=hc
        l

(a)                                             (b)

Figura 2.20: Diagrama de niveles de energı́a de una molécula. (a) Se promueve del estado basal al

estado excitado mediante la aplicación de luz en el rango UV-Visible. (b) Posteriormente la molécula

se relaja de vuelta al estado basal liberando energı́a en forma de fotones (fluorescencia). La diferen-

cia de energı́a entre el estado basal y el estado excitado requiere una cantidad especı́fica de energı́a

que, a su vez es inversamente proporcional a la longitud de onda aplicada.

La longitud de onda en la cual el fotón incidente se absorbe es determinada por la diferencia

en los niveles de energı́a disponibles de las diferentes sustancias presentes en la muestra

∆E = hν. Ésta es la selectividad de la espectrometŕıa de absorbancia, la capacidad de

generar fuentes de fotones (luz) que son absorbidas sólo por algunos componentes en una

muestra. En la espectroscopı́a de absorción, los fotones absorbidos no son emitidos de

nuevo (como en la fluorescencia) sino que la energı́a que se transfiere al compuesto quı́mico

en la absorbancia de un fotón se pierde por medios no radiativos, como la transferencia de

energı́a por calor a otras moléculas.

La región UV se define como el rango de longitudes de onda de 195 a 400 nm. Los compues-

tos con dobles enlaces aislados, triples enlaces, enlaces pept́ıdicos, sistemas aromáticos,
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grupos carbonilos y otros heteroátomos tienen su máxima absorbancia en la región UV. Por

lo que esta técnica es muy importante para la determinación cualitativa y cuantitativa de

compuestos orgánicos. Diversos factores (pH, concentración de sal, disolvente, etc.) alte-

ran la carga de las moléculas provocando desplazamientos de las bandas de los espectros

UV.

En la región visible se aprecia el color visible de una solución que corresponde a las lon-

gitudes de onda que transmite, no que absorbe Tabla 2.4. El color que absorbe es el com-

plementario del color que transmite. Por tanto, para realizar mediciones de absorción es

necesario utilizar la longitud de onda en la que absorbe luz la disolución.

Longitud de onda (nm) Color de luz que absorbe Color de luz que transmite

390-435 Violeta Amarillo o verdoso

435-490 Azul Amarillo

490-580 Verde Rojo

580-595 Amarillo Azul

595-650 Naranja Azul verdoso

650-780 Rojo Verde azulado

Tabla 2.4: Longitudes de onda aproximadas con su respectivo color de absorción y transmisión.

Cuando un rayo de luz de una determinada longitud de onda de intensidad I0 incide perpen-

dicularmente sobre una disolución de un compuesto quı́mico que absorbe luz, el compuesto

absorberá una parte de la radiación incidente (Ia) y dejará pasar el resto (It), de forma que

se cumple I0 = Ia + It Fig. 2.21. Por medio de este concepto, es posible determinar expe-

rimentalmente dos parámetros. El primero es la transmitancia que es la relación entre la

cantidad de luz transmitida que llega al detector una vez que atraviesa la muestra (It), y la

cantidad de luz que incidió sobre ella (I0); y se representa normalmente en tanto por ciento:

%T = It/Io ∗ 100.

La relación entre %T y la concentración no es lineal, pero asume una relación logaŕıtmica

inversa. El segundo parámetro es la absorbancia que indica la cantidad de luz absorbida
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IaI0 It

d

Luz incidente

Luz reflejada
Luz refractada

Luz transmitidaLuz absorbida

Figura 2.21: Absorción de cierta parte de la radiación incidente.

por la muestra y se define como: A = log(1/T), por lo que A = log(It/I0). Cuando la intensidad

incidente y transmitida son iguales (I0 = It), la transmitancia es del 100 % e indica que la

muestra no absorbe a una determinada longitud de onda, y el valor de A es log(1)=0. La

cantidad de luz absorbida dependerá de la distancia que atraviesa la luz a través de la

solución del compuesto y de la concentración de éste. La ley que expresa esta relación es

conocida como la Ley de Lambert-Beer:

A = log(I0/It) = ε d C (2.10)

donde d es la distancia que recorre la luz a través de la disolución, C es la concentración de

la disolución y ε es una constante de proporcionalidad denominada coeficiente de extinción

con unidades M–1cm–1 que es especı́fica para cada compuesto. La ley de Lambert-Beer

se cumple para disoluciones diluidas. Para valores altos de concentración, ε vaŕıa debido a

fenómenos de dispersión de la luz, agregación de moléculas, cambios del medio, etc.

Complementariamente, la espectrometŕıa de fluorescencia se refiere principalmente a es-

tados vibracionales y electrónicos. En general, las especies objeto de estudio tendrán un

estado electrónico basal (un estado de baja energı́a) de interés, y un estado electrónico ex-

citado de mayor energı́a. Dentro de cada uno de estos estados electrónicos hay diferentes

estados vibracionales. En la espectroscopı́a de fluorescencia, primero se excita la mues-
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tra mediante la absorción de un fotón de luz, desde su estado electrónico basal a uno de

los distintos estados vibracionales del estado electrónico excitado. Las colisiones con otras

moléculas causan que la molécula excitada pierda energı́a vibracional hasta que se alcanza

el estado vibracional más bajo del estado electrónico excitado Fig. 2.20 (b).

La molécula desciende luego a uno de los distintos niveles de vibración del estado electróni-

co basal, emitiendo un fotón en el proceso. Como las moléculas pueden caer a cualquie-

ra de los diferentes niveles de vibración en el estado basal, los fotones emitidos tendrán

diferentes energı́as y, por lo tanto, frecuencias. Mediante el análisis de las diferentes fre-

cuencias de luz emitida por espectrometŕıa de fluorescencia, junto con sus intensidades

relativas, se puede determinar la estructura de los diferentes niveles de vibración. En un

experimento t́ıpico, se miden las diferentes frecuencias de luz fluorescente emitida por una

muestra, manteniendo la luz de excitación a una longitud de onda constante. A esto se le

llama espectro de emisión. Un espectro de excitación se mide mediante el registro de una

serie de espectros de emisión utilizando luz de diferentes longitudes de onda. Por último,

la molécula en forma excitada libera la energı́a absorbida en distintos mecanismos hasta el

estado energético fundamental la cual puede ser complementariamente medida mediante

espectroscopı́a de fluorescencia.

2.6.3. Aplicación de la espectroscopı́a de fluorescencia y UV-Visible

para la cuantificación de grupos amino.

Gracias a su alta sensibilidad y su directa dependencia en la concentración, la técnica de

espectroscopı́a de fluorescencia puede utilizarse para cuantificar los grupos amino en las

part́ıculas de sı́lice. Ritter et al [44] utilizaron esta técnica para dicho propósito. La reacción

clave del método es la de aminas primarias con fluorescamina Fig. 2.22.

Con el fin de evitar la dispersión de la luz en el espectrofotómetro causado por las part́ıcu-

las, la red de silicio es descompuesta previo a la adición de fluorescamina. La reacción de

la intŕınsicamente no fluorescente fluorescamina con las aminas primarias (ahora comple-

tamente accesible), dan lugar a un derivado fluorescente. Dado que la reacción es 1:1, la
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No fluorescente Fluorescente

buffer de fosfatos
NaOH 0.1 M

Figura 2.22: Reacción de la fluorescamina con un grupo amino primario que da lugar a un compuesto

fluorescente.

intensidad de fluorescencia permite obtener la cantidad generada de este reactivo que es

directamente proporcional a la cantidad de grupos amino liberados por la part́ıcula.

El ensayo fluorimétrico es una gran herramienta para la cuantificación de grupos amino

presentes en la superficie. Pero, la mayor desventaja de este método es que incluye la

destrucción de la part́ıcula. Además, la subsecuente conjugación de un compuesto a la su-

perficie de la part́ıcula también depende de las propiedades del mismo, como el tamaño; y

no se asegura que todos los grupos amino presentes sean part́ıcipes en una futura conju-

gación. Por lo que, la disponibilidad de los grupos amino a reaccionar se ve afectada por

dichos parámetros.

Del Campo et al idearon un método no destructivo que permite dicha cuantificación utilizan-

do una molécula relativamente pequeña (4-NBA) que es sensible a la luz UV. Su método,

en general consiste en una titulación colorimétrica que incluye una reacción con un agente

sensible a la luz UV: 4-nitrobenzaldehı́do (4-NBA). La reacción entre la amina y los grupos

aldehı́do bajo condiciones anhidras generan un grupo imino Fig. 2.23.

El volumen de disolución de 4-NBA que no reacciona es eliminado y el grupo imino es

hidrolizado de regreso a las precursores en un volumen conocido de agua para produ-

cir 4-nitrobenzaldehı́do cuya absorbancia puede ser medida por espectroscopı́a UV-Vis

(λabs = 282nm). El número de moléculas de aldehı́do hidrolizadas es proporcional al número

de moléculas de imina presentes. Dado que el 4-NBA en exceso es desechado, el núme-
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Figura 2.23: Esquema de la reacción de los grupos amino superficiales con un agente sensible a

la luz UV (4-NBA).

ro de moléculas de aldehı́do hidrolizadas corresponderán al número de aminas primarias

que exist́ıan inicialmente. De este modo es posible conocer la cantidad de grupos amino

superficiales que se encuentran disponibles para reaccionar con un futuro compuesto.

A pesar de la gran ventaja de esta técnica que es no destructiva hacia las part́ıculas, es

importante tomar en cuenta que la formación de iminas a partir de una amina primaria es

un mecanismo que incluye la formación de agua per se Fig. 2.24. Además, el pH del medio

es crucial en el proceso de formación de la imina ya que en el segundo paso (formación de

la carbinolamina), está catalizado por el ácido. Por lo que se debe asegurar la eliminación

de agua durante la reacción y controlar el pH del medio.
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El pH del medio es crucial en el proceso de formación de la imina.
El segundo paso, el de formación de la carbinolamina, está catalizado por el ácido.

Formación de iminas en medio ácido

Paso 1

Paso 2

Paso 3

Paso 4

Paso 5

Figura 2.24: Mecanismo de reacción de la formación de iminas en medio ácido.
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Procedimiento Experimental

En este capı́tulo se detalla el procedimiento de los métodos experimentales utilizados: la

preparación de las muestras, los parámetros establecidos para la obtención de distintos

tipos de espectros y la evaluación de los datos obtenidos.

3.1. Preparación de coloidosomas

Se utilizaron part́ıculas de sı́lice con diámetros de 500 nm (S47) y 3 µm. Previo a la modifi-

cación, se realizaron ciclos de lavado para limpiar las part́ıculas. En el primero se utilizaron

aproximadamente 2 mL por cada 50 mg de part́ıculas de ácido crómico formado a partir

de dicromato de potasio hasta no observar ningún cambio en la coloración inicial del ácido

(café). Después, se enjuagaron en la misma proporción de ácido a part́ıculas con solución

piraña (H2SO4/H2O2 al 30 % w/w en una proporción 7:3 v/v), con el fin de activar la super-

ficie. Las part́ıculas fueron enjuagadas mediante ciclos de centrifugación-redispersión con

agua desionizada hasta obtener un pH neutro.

Se utilizó como base una modificación al método propuesto por Granick et al; realizado en

experimentaciones previas dentro del grupo de trabajo. El método y parámetros de ajuste

para la preparación de 50 mg de part́ıculas de 3 µm incluyeron la dispersión de las part́ıcu-

las en 5 mL de una disolución acuosa de bromuro de diodecildimetilamonio (DDAB) con
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concentración C = 0.044 g/L ó CMC/6 . La concentración de DDAB fue ajustada de manera

que las part́ıculas de sı́lice fueran inmersas aproximadamente a la mitad de su volumen. Por

separado se fundieron 0.5 g de cera parafina a 75 ◦C. La dispersión se añadió a la cera una

vez que ésta se encuentre completamente fundida. La mezcla fue agitada durante 20 min

con una barra magnética de agitación con el fin de obtener una emulsión estable de cera en

agua (O/W). Posteriormente las gotas fueron enfriadas para formar coloidosomas sólidos,

los cuales fueron filtrados y enjuagados con agua desionizada para remover el DDAB en

exceso y las part́ıculas no inmersas Fig. 3.1.

agitar la

emulsión

enfriar

cera

cera

cera

vacío

agregar
a cera 

fundida

filtrar

enjuagar

o
(75 C)

dispersar partículas 
en agua con 

DDAB

Figura 3.1: Representación esquemática de la sı́ntesis de coloidosomas.

Posteriormente se realizó un escalamiento del método para part́ıculas de 500 nm. El método

seguido fue el mismo que para las part́ıculas de 3 µm, salvo que para estos se realizó

un primer ajuste a la cantidad de cera, part́ıculas y volumen de disolución de DDAB; y

posteriormente se ajustó la concentración de DDAB para sumergir las part́ıculas a la mitad

de su volumen. Los parámetros finales para la preparación de 50 mg de part́ıculas de 500

nm inmersas a la mitad de su volumen fueron 15 mL de una disolución de DDAB con C=

0.011 g/L ó CMC/3.9 y 1.5 g de cera parafina. Detalles de este ajuste se describen en la

sección 4.1.
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3.2. Modificación superficial en coloidosoma y caracteri-

zación con AuNPs

Como se mencionó en la sección 2.4, se eligieron tres silanos para la modificación del

hemisferio hidrof́ılico de las part́ıculas de sı́lice. La silanización se realizó en vapor y/o en

solución dependiendo de las caracteŕısticas de cada silano. La modificación en vapor se

realizó con APDES, gracias a su baja temperatura de ebullición, siguiendo el método de

Jiang et al [17]. Los coloidosomas se colocaron en un filtro que se conectó a un tubo donde

el silano fue burbujeado con un flujo moderado de nitrógeno durante 10 mins. Fig. 3.2.

Figura 3.2: Representación esquemática de deposición en vapor de DCDMS y APDES en la parte

desprotegida de las part́ıculas de sı́lice inmersas en cera.

Las silanizaciones en solución se realizaron colocando los coloidosomas en un vial con

cantidades iguales de silano (∼ 0.5 mL) en 10 mL de etanol. Se permitió reaccionar duran-

te 24 h con agitación leve. Los silanos utilizados para la modificación en solución fueron

APDES, APTES y MPTMS.

La caracterización de la modificación con los distintos métodos y silanos utilizados se realizó

mediante la posterior adsorción de nanopart́ıculas de oro (AuNPs) a los coloidosomas. Para

esto, se preparó una disolución de nanopart́ıculas de oro con ∼ 30 nm de diámetro siguiendo
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el método estándar de Frens [83]. La sı́ntesis utiliza volúmenes (20 mL) y concentraciones

iguales (C= 5 × 10–4 M) de una disolución acuosa de cloruro de oro (III) como precursor

y citrato de sodio como agente reductor Fig. 3.3. Primero, la disolución de cloruro de oro

(III) se calentó hasta ebullición. a esta disolución se agregó la disolución de citrato de sodio

previamente calentada. La mezcla se agitó vigorosamente hasta observar una coloración

malva permanente (∼ 30 nm) Fig. 3.3.
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Figura 3.3: Representación esquemática de la sı́ntesis de AuNPs con diámetro 30 nm siguiendo un

método estándar. La imagen insertada del lado de productos corresponde al color de las disoluciones

de distintos tamaños de nanopart́ıculas de oro.

Una vez que la disolución de AuNPs se enfrió, se agregaron 5 mL de ésta a un vial con

coloidosomas y se permitieron adsorber a la sı́lice modificada con agitación leve durante 24

h. Los coloidosomas se enjuagan con agua desionizada utilizando un filtro y fueron después

observados mediante SEM. Se utilizó un microscopio de barrido electrónico JEOL 7800F.

Las imágenes obtenidas fueron realizadas a las condiciones siguientes: voltaje de 1.0 kV,

distancia de trabajo de 2.8 a 5.0 mm, UED, haz de luz suave (GB) y corriente de sonda igual

a 6. Se obtuvieron imágenes con amplificaciones desde 150× hasta 40, 000× dependiendo

del tipo de muestra.
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3.3. Modificación superficial de partı́culas de sı́lice con

APTES

Utilizando el silano que proporcionó la mejor modificación en coloidosoma (APTES), se

realizó la modificación de part́ıculas sı́lice para encontrar las condiciones de reacción que

proporcionaran la mayor funcionalización de la part́ıcula.

Para este propósito, se utilizaron part́ıculas de sı́lice con diámetros de 320 nm, 500 nm, 1 y

3 µm con ı́ndices de polidispersidad alrededor del 3 %. Previo a la modificación superficial,

las part́ıculas se limpiaron en la misma forma que para la preparación de coloidosomas

(sección 3.1). La silanización con 3-aminopropiltrietoxisilano (APTES) se llevó a cabo en

diferentes formas, las cuales se detallan en la sección 4.3.

Para cada muestra, cierta cantidad (ajustada para tener la misma área superficial total) de

part́ıculas de sı́lice limpias se hizo reaccionar con cierta cantidad de APTES conservando la

relación 0.44 gAPTES/m2 en un disolvente determinado. El cálculo detallado de esta relación

se describe en las ecuaciones 3.1 a 3.7. El área total de part́ıculas se obtiene de la forma

siguiente:

AP = A1P NP, (3.1)

siendo AP el área total de part́ıculas, A1P el área de una part́ıcula y NP el número total de

part́ıculas.

El número total de part́ıculas se obtiene mediante,

NP = mP
m1P

, (3.2)

siendo m1P la masa de una part́ıcula y mP la masa total de part́ıculas utilizadas.

La masa de una part́ıcula,

m1P = V1P ρ1P, (3.3)

siendo V1P el volumen de una part́ıcula, y ρ1P la densidad de una part́ıcula que fue tomada

como 2 g/mL.
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Sustituyendo 3.2 y 3.3 en 3.1,

AP = A1P mP
V1P ρ1P

, (3.4)

Sustituyendo el área y volumen de una part́ıcula en 3.4,

AP = 4π R2 mP
4
3π R3 ρ1P

, (3.5)

donde R es el radio de la part́ıcula.

Finalmente si simplificamos la ecuación 3.5

AP = 3 mP
R ρ1P

, (3.6)

y,

ms = 0.44 3 mP
R ρ1P

, (3.7)

Se tomaron como referencia las condiciones de reacción de Sen et al. [47] puesto que re-

portaron un buen recubrimiento superficial. Aunque algunas variaciones en el tiempo de

reacción, temperatura y concentración de silano fueron realizadas con el fin de mejorar la

funcionalización. Estas variaciones se abordan en la sección 4.3. Al término de las reaccio-

nes, las part́ıculas se lavaron mediante el proceso de sedimentación-redispersión con su

respectivo disolvente de reacción tres veces y dos últimas veces con etanol.

El secado de disolventes se llevó a cabo en un matraz Schlenk a reflujo bajo atmósfera iner-

te. El montaje del sistema de secado de disolventes se muestra en la Fig. 3.4. El etanol se

secó mediante la adición de hidróxido de potasio a reflujo durante toda una noche. Minutos

antes de utilizar el etanol, éste se destiló bajo atmósfera inerte y se depositó en un matraz

seco con ayuda de una cánula seca procurando mantenerlo todo el tiempo bajo condicio-

nes inertes. El tolueno se secó con sodio metálico, se añadieron dos gotas de benzofenona

como indicador. Una vez que la mezcla viró a azul marino se procedió a destilar y después

se depositó en un matraz seco bajo atmósfera inerte.
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Figura 3.4: Montaje del sistema de secado de disolventes. La coloración azul indica que el disolvente

se encuentra completamente seco y listo para destilar.

3.4. Caracterización de la modificación superficial de partı́cu-

las de sı́lice

3.4.1. RMN en estado sólido

Se obtuvieron espectros de resonancia magnética nuclear (RMN) en estado sólido de 13C

y 29Si en abundancia natural con frecuencias de 75.4 y 59.5 MHz, respectivamente en un

espectrómetro Bruker ASX300 utilizando una sonda CPMAS de 4 mm. El giro al ángulo

mágico fue realizado a 8 kHz 13C y 5 kHz 29Si con el fin de remover las bandas laterales

de giro. Los espectros de 13C CPMAS fueron obtenidos con un tiempo de contacto de 2 ms
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y un tiempo de reciclo de 5 s. Los espectros de 29Si fueron adquiridos utilizando técnicas

de pulso simple (SPMAS) o polarización cruzada con espin al ángulo mágico (CPMAS) con

un tiempo de contacto de 5 ms y un tiempo de reciclo de 18 s. Un total de 11,200 13C y

10,400 29Si acumulaciones fueron obtenidas para cada espectro. Todos los desplazamien-

tos quı́micos se muestran en partes por millón.

3.4.2. RMN en disolución

Los espectros de RMN en solución para 1H y 13C fueron obtenidos con un espectrómetro

Bruker Advanced a 300 MHz 1H y 75.4 MHz 13C en EtOD-d6 como disolvente.

3.4.3. Cuantificación de la densidad de grupos amino

Se realizaron dos tipos de ensayos: el primero por fluorimetŕıa con fluorescamina para la

cuantificación de grupos amino totales y el segundo por colorimetŕıa con 4-nitrobenzaldehı́do

para la cuantificación de grupos amino disponibles 2.6.3.

I. Ensayo fluorimétrico con fluorescamina

El procedimiento seguido fue una variación del propuesto por Ritter et al [44]. Para la me-

dición de las muestras se disolvieron 15 mg de part́ıculas silanizadas con APTES (S47 R

= 428 nm) en 5 mL de una disolución acuosa de NaOH 0.1 M. Después se adicionaron

2 mL de la disolución buffer de fosfatos a una celda de cuarzo limpia medidos con mi-

cropipeta. Enseguida se adicionaron 100 µL de part́ıculas silanizadas disueltas y 1 mL de

una disolución fresca 1 mM de fluorescamina en acetona. Los espectros de emisión fueron

recolectados inmediatamente a una λexc = 365 nm.

La curva de calibración se preparó del mismo modo: se agregaron 2 mL de la disolución

buffer a la celda, seguido de aĺıcuotas de 100 µL de diferentes diluciones de APTES desde

10–9 M hasta 10–7 M en la disolución de part́ıculas disueltas (1.7 mg/mL) y finalmente 1 mL

de una disolución fresca con concentración 1 mM de fluorescamina en acetona Fig. 3.5 (a).
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Es importante mencionar que la medición de las muestras y la curva de calibración fueron

recolectadas el mismo dı́a para evitar el uso de fluorescamina descompuesta.

El blanco establecido fue una disolución de 2 mL de buffer de fosfatos, 100 µL de part́ıculas

disueltas y 1 mL de acetona Fig. 3.5 (b). La disolución de part́ıculas se preparó con 170

mg de part́ıculas de sı́lice (S15 con PD = 6.4 %) en 100 mL de una disolución de NaOH

0.1 M para obtener una concentración final de 1.7 mg/mL. La disolución buffer de fosfatos

se preparó con 13.28 g de monofosfato de sodio anhidro (NaH2PO4) y 0.94 g de fosfato

de sodio dibásico heptahidratado (Na2HPO4 · 7H2O) en 500 mL de agua para obtener una

concentración final de 0.2 M y un pH de 8.0.

2 mL buffer 
de fosfatos

     100 mL de
     partículas 
       limpias 
      disueltas

1 mL de 
acetona

2 mL buffer 
de fosfatos

     100 mL de
     partículas 
    modificadas 
      disueltas

   1 mL de 
fluorescamina 
   1 mM en 
    acetona

(a)                                     (b)

Figura 3.5: Esquema de las celdas de cuarzo preparadas para la medición en espectroscopı́a: (a)

muestra, (b) blanco. La adición de cada disolución se agrega en el orden que se indica desde la

parte inferior a la parte superior de las celdas.

II. Ensayo colorimétrico con 4-NBA

El procedimiento seguido fue escalado del propuesto por Del Campo et al [76], el cual se

llevó a cabo de la siguiente manera: se colocaron 20 mg de part́ıculas modificadas (S47 R

= 428 nm) en un vial de 20 mL con una bolita de malla molecular, el vial se cerró con un

tapón de goma y se selló con papel parafilm. Se pinchó un globo de nitrógeno, se permitió el
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intercambio el aire dentro del vial pinchando una punta de jeringa y se volvió a sellar con

papel parafilm. Después, con una cánula seca, se agregaron 4 mL de una disolución 0.8 %

v/v de ácido acético glacial en metanol anhidro denominada disolución de acoplamiento. El

procedimiento para el secado del metanol fue el mismo que el utilizado para el etanol, en

un matraz Schlenk.

Las part́ıculas fueron enjuagadas cuatro veces con la disolución de acoplamiento bajo

atmósfera de nitrógeno con el fin de mantener las condiciones anhidras. Posteriormente se

agregaron 4 mL de una disolución de 4-NBA (7 mg en 10 mL de disolución de acoplamien-

to) y se permitió reaccionar durante 3 h. Al finalizar la reacción se removió el sobrenadante

y las part́ıculas se enjuagaron nuevamente con cuatro lavados de 4 mL (c/u) de disolución

de acoplamiento manteniendo en todo momento la atmósfera de nitrógeno.

Después se adicionaron 4 mL de una disolución con un contenido de 49.9 % v/v de H2O,

49.9 % v/v de metanol y 0.2 % v/v de ácido acético glacial denominada disolución de hidróli-

sis y se dejó agitar durante 1 h más. Al finalizar el tiempo de agitación se removió el sobrena-

dante e inmediatamente se midió la absorbancia en UV-Vis con el máximo de absorbancia

a λabs = 282 nm. La cantidad de 4-NBA en la disolución hidrolizada fue calculada por inter-

polación utilizando una curva de calibración construida a partir de un rango de disoluciones

estándar de 4-NBA preparadas por separado.

La recolección de espectros se realizó en una celda de cuarzo previamente lavada con

ácido crómico seguido de agua destilada, etanol destilado y acetona. El ensayo de colori-

metŕıa con 4-NBA, se llevó a cabo en un espectrofotómetro Cary Ecplise UV/VIS. El blanco

establecido fue una disolución con 49.9 % v/v contenido de H2O, 49.9 % v/v de metanol

y 0.2 % v/v de ácido acético glacial. Inicialmente se realizó una medición de metanol y se

escogió como primer blanco. Después se realizó una medición con el blanco de la muestra

para verificar que los disolventes no estuvieran contaminados. La celda fue enjuagada por

lo menos 3 veces con metanol entre cada medición.

El ensayo fluorimétrico se llevó a cabo en un espectrofotómetro de fluorescencia Varian

Cary Bio. Los paramétros del fluoŕımetro para la recolección de los espectros de emisión

se fijaron a barrido intermedio, voltaje del fotomultiplicador medio, aperturas (slits) de ex-
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citación y emisión de 5 nm, y la detención del barrido (emission spectra stop) en 800 nm.

La longitud de excitación se fijó a λexc = 365 nm realizando 5 promedios de barrido. El

punto base para la intensidad de emisión fue escogido a λemi = 480 nm. La recolección de

espectros de fluorimetŕıa se inició excitando cada blanco a diferentes longitudes de onda

para verificar que ninguno estuviera contaminado. Posteriormente, para la recolección de

espectros de las muestras se realizó un barrido inicial a la longitud de onda escogida para

observar el máximo y enseguida se recolectaron los 5 promedios. La celda fue enjuagada

por lo menos 3 veces con solución buffer de fosfatos entre cada medición.

3.5. Conjugación de RBITC con partı́culas silanizadas

La decoración de part́ıculas de sı́lice modificadas con grupos amino se realizó mediante

diferentes series de experimentos. El primer experimento se realizó fijando un tiempo de

reacción de 18 h y variando la concentración de RBITC (5, 10, 30 o 100 mg) en 20 mL

de etanol absoluto. Estas disoluciones de RBITC fueron añadidas a 20 mg de part́ıculas

de 3 µm modificadas con grupos amino dentro de un vial cubierto con papel aluminio bajo

atmósfera de nitrógeno con agitación constante Fig. 3.6. Para la siguiente serie de expe-

rimentos se escogió la concentración de 5 mg de part́ıculas de 3 µm en 20 mL de etanol

absoluto y se varió el tiempo de reacción desde 3 h hasta 80 h. Esta serie de experimentos

se realizó tres veces con el fin de observar reproducibilidad.

3.5.1. Visualización de partı́culas conjugadas con RBITC mediante MOF

Las part́ıculas decoradas con RBITC fueron observadas en un microscopio de escaneo

láser confocal equipado con un láser de λ = 555 nm montado en un Axioscopio Zeiss A1

(Carl Zeiss, Alemania). Se escogió la apertura máxima del pinhole correspondiente a 13.55

AU. La excitación del cromóforo se llevó a cabo con el láser y la emisión fue recolectada

con un filtro a λ = 605 ± 30 nm. Se utilizaron objetivos de inmersión en aceite (Fluar 40×/NA

1.30 y Plan-apocromato alfa 100×/NA 1.46). Las muestras fueron preparadas utilizando dos
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Figura 3.6: Representación esquemática de la decoración de part́ıculas de sı́lice con un compuesto

fluorescente (RBITC).

gotas de part́ıculas bien dispersas en la mezcla etanol/tolueno 1:9 colocadas en un portaob-

jetos selladas con un cubre objetos. Las condiciones de escaneo se mantuvieron iguales

para todas las muestras, fijando el tiempo de exposición a 15.49 s, tamaño de imagen a

2048 × 2048 pixeles, intensidad de láser al 2 % y ganancia de la cámara a 600. Las imáge-

nes fueron guardadas con un formato TIFF, 16 bit en escala de grises. El área de intensidad

correspondiente a cada part́ıcula fue analizada en el software Image J, mayores detalles

sobre el uso del programa se encuentran en el Apéndice I. Al menos cien part́ıculas fueron

analizadas, evitando los agregados, y sus intensidades fueron promediadas. El experimen-

to comenzando por la modificación superficial con APTES hasta el análisis de imagen fue

repetido 3 veces. Los resultados reportados son el promedio de esos tres experimentos,

donde las barras de error representan la desviación estándar del promedio.
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3.5.2. Estimación de la concentración de RBITC mediante espectros-

copı́a de fluorescencia y UV Visible

Para estimar la concentración del cromóforo presente en la superficie de la part́ıcula, se uti-

lizó el método de Giesche et al [84]. Una vez modificadas las part́ıculas, se tomaron 10 mg

de las mismas y se disolvieron en 5 mL de una disolución de NaOH 1 M. La especie fluores-

cente desprendida después de la disolución de part́ıculas fue medida por espectroscopı́a

UV/VIS y fluorescencia. Primero se realizó la identificación del máximo de absorbancia en

UV/VIS en λabs = 500 nm, correspondiente a la banda principal de la RBITC. Después se

excitó a esa longitud de onda para obtener los espectros de emisión. La concentración de

RBITC fue calculada a partir de interpolaciones a la curva de calibración realizada en NaOH

1 M y en NaOH 1 M con part́ıculas no modificadas disueltas en la misma concentración que

para las muestras (2 mg/mL).

3.5.3. Estudio de la estabilidad de la RBITC en diferentes medios y

tiempos de almacenamiento mediante RMN

Se prepararon 3 disoluciones de RBITC con concentraciones (5× 10–8, 1× 10–8 y 5× 10–7

M) en etanol y en NaOH 1 M y se almacenaron durante 7 dı́as. Después del tiempo de

almacenamiento, se agregó poco a poco cierta cantidad de una disolución de HCl 1 M a

las muestras disueltas en etanol hasta alcanzar un pH ácido (∼ 2) y se almacenó durante 9

dı́as más.

Se realizaron mediciones iniciales y a diferentes tiempos de almacenamiento en un fluoŕıme-

tro Varian Cary Bio. Se recolectaron únicamente espectros de emisión con los parámetros

del fluoŕımetro establecidos en la sección 3.4.3.
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3.6. Sı́ntesis y caracterización de partı́culas Janus

Todos los estudios previos permiten fijar los numerosos parámetros para la sı́ntesis de

part́ıculas Janus. Por lo que el método final establecido es el siguiente: Para sintetizar

aproximadamente 50 mg de part́ıculas Janus de 3 µm y 500 nm, se forman sus respec-

tivos coloidosomas. El hemisferio expuesto de las part́ıculas en coloidosoma se silaniza

con DCDMS en vapor. Los coloidosomas son posteriormente enjuagados con etanol y la

cera se disuelve con cloroformo mediante ciclos de centrifugación-redispersión. El último

ciclo de lavado se realiza en una disolución de etanol en tolueno 1:9 v/v. El hemisferio no

modificado es silanizado con APTES bajo las condiciones utilizadas para la muestra SA3.

Figura 3.7: Representación esquemática de la decoración del hemisferio polar de las part́ıculas

Janus mediante la adsorción de: (a) AuNPs y (b) RBITC.

Para caracterizar las part́ıculas mediante SEM, se adsorben AuNPs al hemisferio hidrof́ılico

de las part́ıculas Janus. Esto se realiza mediante la deposición de 2 mL de una dispersión

de 2 mg/mL de part́ıculas Janus en cloroformo sobre una interfase aire/agua. Posterior-

mente la fase acuosa es intercambiada por una disolución acuosa con alto contenido de

nanopart́ıculas de oro Fig. 3.7 (a). Después de 24 h de adsorción, las part́ıculas se reco-

lectan de la interfase con ayuda de una pipeta Pasteur. Las part́ıculas son enjuagadas con

agua desionizada para remover el exceso de nanopart́ıculas de oro no adsorbidas.

En el caso de las part́ıculas Janus fluorescentes, la fase ĺıquida de agua es lentamente

sustituida por etanol y posteriormente con una disolución de RBITC 9.33 × 10–4 M Fig. 3.7

(b). Aproximadamente seis horas después las part́ıculas son recolectadas y enjuagadas

con etanol absoluto.
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Resultados y Análisis

4.1. Preparación de coloidosomas

El primer paso para obtener part́ıculas Janus es mediante la protección de uno de los hemis-

ferios de la part́ıcula. En este trabajo se utiliza sı́lice como material base para las part́ıculas

Janus y el método de sı́ntesis es el de emulsión (protección-deprotección) que incluye la

formación de coloidosomas.

Sin embargo, el escalamiento a distintas cantidades o tamaños de part́ıculas no es tan trivial

puesto que son varios los parámetros que rigen la correcta formación de los coloidosomas.

Entre ellos se encuentra la relación de cantidad de part́ıculas hacia la cantidad de cera, ya

que el área superficial depende directamente de esta última. Si bien, un exceso de cera

ayuda a que todas las part́ıculas formen un coloidosoma; gran parte de la cera quedará ex-

puesta desperdiciando este espacio. Si por el contrario, la cantidad de cera es insuficiente;

muchas part́ıculas quedarán sin formar parte de un coloidosoma y al momento de enfriar

la emulsión para sellar las part́ıculas en la cera, muchas de estas quedarán dispersas en

el agua de enjuague. Además la falta de espacio puede ocasionar también la formación de

una segunda capa de part́ıculas.

Otro parámetro es la relación del volumen de DDAB hacia la cantidad de cera. Para la

correcta formación de una emulsión (O/W) es necesario que la cantidad de la fase aceitosa
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Sı́ntesis Diámetro mP CDDAB VDDAB mcera

(nm) (mg) (mL) (g)

JA 3000 50 CMC/6 5 0.5

J9 500 50 CMC/6 5 0.5

J10 500 20 CMC/6 5 0.5

J11 500 30 CMC/6 5 0.5

J13 500 50 CMC/6 15 1.5

J19 500 50 CMC/6 15 1.5

Tabla 4.1: Parámetros establecidos para sı́ntesis de coloidosomas. mP: masa total de part́ıculas,

CDDAB: concentración de tensoactivo utilizada en términos de dilución de su concentración micelar

cŕıtica, VDDAB: volumen de tensoactivo adicionado y mcera: cantidad de cera parafina.

se encuentre en menor proporción de lo contrario la emulsión se invertirá formando una

emulsión agua en aceite (W/O).

La relación del volumen de DDAB hacia la cantidad de part́ıculas también es importante

para que éstas tengan un mayor volumen de dispersión y no tiendan a formar agregados.

Finalmente, la concentración de DDAB es un factor clave para la inmersión de las part́ıculas

de sı́lice en la cera. Si la solución está muy diluida, los coloidosomas se formarán pero las

part́ıculas apenas lograrán sumergirse en la cera. Por el contrario, si la concentración de

DDAB es muy alta, puede ocasionar que las part́ıculas se sumerjan por completo en la cera.

Esto debido a que la alta concentración de tensoactivo tratará de revertir la emulsión a agua

en aceite (W/O); aunque esto se ha observado únicamente en proporciones del 50 % de la

fase aceitosa [85].

En el presente estudio se reprodujo inicialmente la sı́ntesis del trabajo realizado por el grupo

anterior para la preparación de coloidosomas a partir de 50 mg de part́ıculas de sı́lice de

3 µm con el fin de verificar su reproducibilidad (JA) Fig. 4.1. Una vez rectificada la correcta

formación de coloidosomas con part́ıculas sumergidas en aproximadamente un 50 % su vo-

lumen, se procedió a ajustar los parámetros para formar coloidosomas a partir de part́ıculas

de 500 nm.
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Figura 4.1: Imagen SEM de part́ıculas de sı́lice de 3 µm inmersas en cera. (a) Acercamiento a

un coloidosoma completo, (b)-(d) Acercamiento a la superficie del coloidosoma para verificar la

inmersión de ∼ 50 %.

Los parámetros establecidos en las primeras aproximaciones para el escalamiento a part́ıcu-

las de 500 nm se describen en la Tabla 4.1. La primera ĺınea (JA) corresponde a la refe-

rencia: la sı́ntesis de coloidosomas de 3 µm. Cabe señalar que se prefirió utilizar la con-

centración de tensoactivo en términos de su concentración micelar cŕıtica (1.8 mM) [85] por

practicidad. Durante la sı́ntesis de los coloidosomas es importante observar que la emulsión

se estabilice. También, en el análisis de las imágenes, se debe verificar el recubrimiento de

la cera en coloidosoma. Esto se traduce como el rendimiento de la sı́ntesis: a mayor recu-

brimiento, mayor rendimiento.

Se decidió comenzar por la reproducción de la sı́ntesis JA para part́ıculas de 500 nm (J9).

La Fig. 4.2 (a) muestra un acercamiento a la superficie de esta sı́ntesis. En apariencia,

el recubrimiento es homogéneo y muy denso. Sin embargo, al momento de enjuagar los
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coloidosomas el agua quedó un poco turbia, lo que indica que la interfase de la emulsión

no fue suficiente para acomodar todas las part́ıculas entonces hubo un exceso de ellas en

el volumen. Por esta razón, se dismiuyó la cantidad de part́ıculas para la sı́ntesis J10. Las

imágenes de esta sı́ntesis demuestran dos resultados: el primero es que la emulsión no

estabilizó correctamente, lo que dió lugar a la formación de varios clústers de cera Fig. 4.2

(b). Esta incorrecta formación no es deseable puesto que se desconoce si existen part́ıculas

bajo la cera. El segundo resultado es que en varias regiones de los coloidosomas existen

huecos Fig. 4.2 (c), lo cual indica un exceso de interfase. Esto permite aumentar un poco

la cantidad de part́ıculas para la siguiente sı́ntesis, sin sobrepasar claramente los 50 mg.

10 mm

(d)

(b)(a)

1 mm

1 mm

(c)

1 mm

Figura 4.2: Imágenes SEM de part́ıculas de sı́lice inmersas en cera: (a) sı́ntesis J9 (50 mg de SiPs),

(b) y (c) sı́ntesis J10 (20 mg de SiPs) y (d) sı́ntesis J11 (30 mg de SiPs).

En la sı́ntesis J13 Fig. 4.2 (d) se observa un mayor recubrimiento de la superficie de los

coloidosomas. Sin embargo, pese a los buenos resultados de esta sı́ntesis, es deseable

obtener la mayor cantidad de part́ıculas en un lote. Por lo que se decidió aumentar la in-

terfase escalando la cantidad de cera. Puesto que el aumento de aceite en agua podŕıa

generar una desestabilización de la emulsión, se decidió escalar en la misma proporción
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el volumen de agua manteniendo la misma concentración de tensoactivo y los 50 mg de

part́ıculas (sı́ntesis J13). Los resultados de esta última sı́ntesis se muestran en la Fig. 4.3.

A pesar de que no hubo exceso de part́ıculas en la sı́ntesis J13, la formación de coloidoso-

mas fue altamente irregular Fig. 4.3 (a), lo cual tampoco es conveniente debido ya que se

desconoce si existen part́ıculas por debajo de los pedazos de cera sobre el coloidosoma.

Esto también indica que la emulsión no tuvo oportunidad de estabilizarse por completo.

50 mm 500 nm

J13 13
J19 13

(a) (b)

Figura 4.3: Imágenes SEM de part́ıculas de sı́lice inmersas en cera (mcera= 1.5 g, VDDAB= 15 mL)

(a) sı́ntesis J13 (b) sı́ntesis J19 (20 mg de SiPs).

Posteriormente se decidió aumentar a 60 mg la cantidad de part́ıculas con el fin de obtener

una mayor cantidad de part́ıculas Janus. No obstante, la emulsión no estabilizó correcta-

mente y al aumentar el volumen de tensoactivo y de cera se tuvieron dificultades con los

viales para una correcta agitación, la cual es de suma importancia para la sı́ntesis de co-

loidosomas ya que ayuda a formar gotas de cera de manera homogénea. Por lo tanto, se

repitió la sı́ntesis J13 con mayor precaución para observar su reproducibilidad (J19), y en es-

te caso se observó una correcta formación de coloidosomas, un recubrimiento homogéneo

y la inmersión de las part́ıculas en la cera. Fig. 4.3 (b).

Gracias a los buenos resultados obtenidos a partir de la sı́ntesis J19, se eligió a esta muestra

como nueva referencia. Los parámetros fijos son la masa de part́ıculas (50 mg), la masa

de cera (1.5 g) y el volumen de la disolución de DDAB en agua (15 mL). Por tanto, el único

parámetro libre es la concentración de tensoactivo la cual dicta la inmersión de las part́ıculas

en la cera. La variación de la concentración de tensoactivo se muestra en la Tabla 4.2.
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Sı́ntesis Diámetro mP CDDAB VDDAB mcera

(nm) (mg) (mL) (g)

J24 500 50 CMC/5.5 15 1.5

J26 500 50 CMC/4.4 15 1.5

J28 500 50 CMC/4.2 15 1.5

J31 500 50 CMC/3.9 15 1.5

J34 500 50 CMC/3.6 15 1.5

J35 500 50 CMC/3.5 15 1.5

J36 500 50 CMC/3.4 15 1.5

Tabla 4.2: Parámetros establecidos para obtener mayor inmersión de las part́ıculas de sı́lice en la

cera, tomando como referencia la muestra J19. Se sigue la misma notación que en la Tabla 4.1.

500 nm

500 nm 500 nm

(a)

(c) (d)

J 24 19

J 28 18
j 31 12

(b)

500 nm

j 26 06

Figura 4.4: Imágenes SEM de part́ıculas de sı́lice inmersas en cera (a) sı́ntesis J24: CMC/5.5, (b)

sı́ntesis J26: CMC/4.4, (c) sı́ntesis J28: CMC/4.2, (d) sı́ntesis J31: CMC/3.9
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La Fig. 4.4 demuestra la relación de inmersión de las part́ıculas a mayor concentración de

tensoactivo. Es muy dı́ficil cuantificar el balance Janus a simple vista. Para esto es nece-

sario contar con agentes visuales que lo permitan como la adsorción de nanopart́ıculas de

oro posterior a la modificación superficial de la parte expuesta de la part́ıcula. Hasta esta

sección únicamente se pueden comparar con una referencia.

10 mm 1 mm

500 nm    1 mm

(a) (b)

(c) (d)

Figura 4.5: Imágenes SEM de sı́ntesis J34: CMC/3.6, inmersión ∼50 % .

Las referencias elegidas fueron el trabajo previo del grupo para part́ıculas de 3 µm y el

trabajo de Perro et al [60]. En todas las sı́ntesis a partir de J20 se observó una correcta

estabilización de la emulsión, una correcta formación de coloidosomas y recubrimientos

altos y homogéneos de los mismos. Sin embargo, para obtener una inmersión aproximada

del 50 % fue necesario aumentar la concentración de tensoactivo hasta su CMC/3.6 que

corresponde a la sı́ntesis J34 (Fig. 4.5). En este caso, debido al alto recubrimiento es dif́ıcil

observar bien la inmersión de la part́ıcula. Pero, una señal de esto es que las part́ıculas se

encuentran más empaquetadas y no puede distinguirse fácilmente su forma esférica.
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Otro indicio de que la sı́ntesis J34 tiene un balance aproximado del 50 % es que las si-

guientes sı́ntesis (J35 y J36) Fig. 4.6 demostraron que la emulsión se invirtió, generando

que muchas de las part́ıculas quedaran completamente sumergidas en la cera. También al

momento del enfriamiento de los coloidosomas quedaron grandes pedazos de cera lo que

señala una estabilización incorrecta de la emulsión. Como se mencionó previamente, la

frontera entre un balance Janus del 50 % y la inversión de la emulsión es muy notoria debi-

do al ángulo de contacto; por lo que un pequeño cambio en la concentración de tensoactivo

es decisorio en la inmersión de las part́ıculas.

1 mm

(a)(a)

1 mm

(a) (b)

Figura 4.6: Imágenes SEM de sı́ntesis (a) J35: CMC/3.5 y (b) J36: CMC/3.4.

4.2. Modificación superficial en coloidosoma y caracteri-

zación con AuNPs

Se han realizado modificaciones de part́ıculas de sı́lice con distintos agentes silanos con el

fin de probar su efectividad [41, 46]. Pero como se abordó anteriormente, sólo unos cuantos

sirven de referencia para la modificación de part́ıculas de sı́lice inmersas en cera [17, 34].

En este caso se escogieron los dos métodos más conocidos para modificación superficial:

en vapor con APDES y en disolución con APDES, APTES y MPTMS. Las propiedades

clave para escoger entre una técnica u otra es la temperatura de ebullición del silano y

su volatilidad. Esto se debe a que para la modificación superficial en vapor se realiza un

burbujeo en el silano [17] Fig. 3.2. En este caso el APDES presenta una baja temperatura de
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ebullición (80 ◦C) y puede ser utilizado tanto para modificación en vapor como en solución.

Por el contrario, para el caso del APTES y el MPTMS esto no es posible debido a sus altas

temperaturas de ebullición (165 ◦C y 213-216 ◦C, respectivamente).

Cabe recordar que la modificación de part́ıculas de sı́lice inmersas en cera tiene ciertas

restricciones. La primera es que únicamente permite el uso de disolventes polares, puesto

que el uso de un disolvente no polar disolveŕıa la cera. Esto ocasionaŕıa desde la exposición

de una mayor superficie de las part́ıculas hasta la destrucción de los coloidosomas. La

segunda es que tampoco es deseable aumentar la temperatura, ya que esto fundiŕıa la

cera ocasionando las mismas consecuencias del punto anterior.

Finalmente, la agitación, que en muchas ocasiones favorece la homogenización de disolu-

ciones y estabilización de sistemas; tampoco es posible puesto que muchas de las part́ıcu-

las que se encuentran sumergidas en la cera se desprendeŕıan de la misma ocasionando

grandes pérdidas de material. Para realizar la modificación con estos silanos, se eligieron

los lotes J24 a J28 de coloidosomas preparados. Una vez modificadas, se les adsorbie-

ron AuNPs para su visualización en SEM. La Fig. 4.7 corresponde a las mejores imágenes

obtenidas en SEM.

Es importante analizar la Fig. 4.7 con cautela dado que existen muchos parámetros que

definen tanto la correcta modificación de las part́ıculas como la adsorción de AuNPs. La

imagen que resalta más entre las distintas modificaciones es la correspondiente a la Fig.

4.7 (b) en la cual se utilizó la técnica en vapor. La ventaja de la silanización en vapor es que

cumple con todas las restricciones impuestas por los coloidosomas. Pero, la modificación

superficial puede ser muy pobre como para no conjugar ninguna nanopart́ıcula de oro.

Contrario a la silanización en vapor, la modificación en solución con agentes silanos es

comúnmente utilizada para el caso de part́ıculas coloidales [41, 43]. Sin embargo, aunque

ha sido ampliamente estudiada, no se tienen establecidos parámetros fijos para una buena

modificación superficial de part́ıculas. Esto, aunado al problema que presenta sistema en

coloidosomas per se complica la silanización de las part́ıculas. Al regresar a la Fig. 4.7 (a),

la pobre modificación superficial que se dió con el APDES se enfatiza en solución. A pesar

de que existen algunas AuNPs adsorbidas a la superficie, varias de ellas se aglomeran
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100 nm  100 nm

100 nm 100 nm

(a) (b)

(c) (d)

APDES VAPOR
APDES volumen

APTESMPTMS
Figura 4.7: Imágenes SEM de modificación superficial de part́ıculas de sı́lice inmersas en cera

(coloidosomas) con diferentes silanos y técnicas (a) APDES en disolución, (b) APDES en vapor, (c)

APTES en disolución y (d) MPTMS en disolución.

en ciertas zonas. Lo que indica una modificación no homogénea generando rugosidad en

forma de parches en la superficie de la part́ıcula. Esto es muy común en la silanización de

superficies y se atribuye principalmente a la aglomeración de moléculas del silano en la

superficie [49]. Lo anterior se evita comúnmente mediante un aumento de la temperatura o

la disminución de agua en el medio [43, 47, 49].

No obstante el sistema de coloidosomas no permite la variación de estos parámetros. Si se

observa ahora la Fig. 4.7 (c), en la cual se utilizó MPTMS como agente silano, la conjuga-

ción de AuNPs resulta ser también muy pobre. En esta muestra, es importante mencionar

que comúnmente se realiza la conjugación de AuNPs cargadas negativamente con grupos

tioles [39] lo cual no se realizó para esta adsorción. Finalmente, se tiene la muestra modifi-

cada con APTES Fig. 4.7 (d), la cual muestra una conjugación más uniforme de las AuNPs

que es resultado de una modificación homogénea. Aunque, aún no es lo suficientemente

densa debido a que existen muchos clústers de AuNPs agregadas y huecos. Por medio de
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estos resultados es posible elegir el agente silano más adecuado para la visualización de

las part́ıculas anfif́ılicas con AuNPs. La gran ventaja del APTES es que existen diversos es-

tudios que muestran su estabilidad en ciertos disolventes y su interacción con la superficie

de las part́ıculas de sı́lice [51]. Sin embargo, la silanización de las part́ıculas en coloido-

soma restringe ampliamente el estudio de una mejor modificación con el silano por lo que

se retrocede un paso al estudio de la modificación completa de part́ıculas de sı́lice. Los

resultados se muestran a continuación.

4.3. Modificación superficial de partı́culas de sı́lice con

APTES

La visualización de las part́ıculas Janus requiere de un alto recubrimiento del agente vi-

sual que se escoja. Una buena modificación superficial de la part́ıcula puede brindar una

mayor conjugación del agente visual. De ahı́ la importancia del estudio de las condiciones

de reacción necesarias para obtener la mayor cantidad de grupos disponibles. Como se

concluyó en la sección anterior, el APTES es un agente silano ampliamente utilizado y el

que demostró una mejor conjugación de AuNPs ante un sistema muy limitado como son los

coloidosomas. Entonces, previo a la obtención de part́ıculas anfif́ılicas se decidió realizar

un análisis más detallado sobre la modificación superficial de part́ıculas de sı́lice con dicho

silano. Se conoce que la superficie de part́ıculas de sı́lice limpias está cubierta con grupos

hidroxilos (-OH) enlazados a átomos de silicio conocidos como silanoles.

La molécula de APTES Fig. 2.9 (a) cuenta con tres sitios que potencialmente pueden unirse

con los silanoles de la superficie. Sin embargo, cuando hay poca cantidad de agua presente

en el medio de reacción no todos los grupos etoxi de las moléculas de APTES son hidroliza-

dos, por lo que algunos restos de estas moléculas pueden encontrarse en la superficie de

las part́ıculas después de la silanización. Después de realizar la modificación con APTES

se obtienen diferentes estructuras en la superficie de la part́ıcula las cuales están represen-

tadas en la Fig. 4.8.
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Figura 4.8: Diferentes tipos de átomos de silicio, átomos de silicio unidos a uno, dos o ningún grupo

hidroxilo (Q) y tipos de enlace con las moléculas de APTES en la superficie de la part́ıcula (T).

Como consecuencia, las diferentes estructuras obtenidas dan lugar a diferentes tipos de

átomo de silicio los cuales pueden distinguirse y/o cuantificarse mediante la técnica de RMN
29Si SPMAS. Con el fin de confirmar que la superficie de part́ıculas de sı́lice estuviera limpia

y evaluar los grupos hidroxilos disponibles se obtuvo el espectro de 29Si RMN SPMAS para

part́ıculas limpias no modificadas el cual se observa en la Fig. 4.9.

Principalmente existen dos picos en el espectro de part́ıculas no modificadas. El pico en

-112 ppm corresponde al átomo de silicio de tipo Q4 que se encuentra en el bulto de la

part́ıcula. El pico en -103 ppm es el átomo de silicio de tipo Q3 unido a un solo hidroxilo

y el pequeño hombro en -93 ppm es el átomo de silicio de tipo Q2 unido a dos hidroxilos.

Si se toma en cuenta que la intensidad de los picos de los espectros de RMN SPMAS son

proporcionales a la cantidad de las especies presentes, es posible concluir que la mayoŕıa

de los silanoles son simples (vecinales) con una pequeña fracción de geminales.

A pesar de que la técnica de RMN SPMAS tiene la ventaja de proveer un análisis cuantitativo

de las señales, la más grande desventaja es que se requieren largos tiempos de adquisición

resultando en un alto costo de experimento. Por lo que la RMN CPMAS 1H → 29Si o 1H

→ 13C es una alternativa a esta desventaja debido a que esta última técnica mejora la

sensibilidad de la baja abundancia natural de los núcleos de 29Si y 13C, los cuales son

68



Capı́tulo 4: Resultados y Análisis

Figura 4.9: Espectro 29Si RMN SPMAS de part́ıculas limpias de sı́lice. Los picos en -112, -103 y

-93 ppm corresponden a los átomos de sı́licio Q4, Q3 y Q2, respectivamente.

de nuestro interés. No obstante, la técnica consiste en polarizar el átomo que se desea

observar a través de los átomos de hidrógeno; y, por esta razón las señales obtenidas en

CPMAS son indirectas y no son cuantificables. A pesar de ello, se utilizó esta técnica como

primer ensayo para comparar las diferentes modificaciones superficiales de las part́ıculas

(Tabla 4.3).

Las condiciones de reacción de Sen & Bruce [47] se escogieron como referencia puesto que

reportaron un buen recubrimiento superficial. De este modo, se mantuvo una temperatura

de reacción de 50 ◦C y 5 h como tiempo de reacción para todas las muestras excepto para

SA3 en la cual se disminuyó la temperatura a 25 ◦C y se incrementó el tiempo de reacción

a 24 h. Con el fin de reproducir las condiciones de reacción de la Ref. [47]; la muestra SA1

fue enjuagada adicionalmente con una mezcla de ácido acético glacial y metanol. Para la

muestra SA4 la mezcla etanol/tolueno fue preparada 1:9 en volumen. En el caso de las

condiciones secas (SA4 seco) la muestra recibió un pretratamiento de secado a 140 ◦C

durante 2 h.

Es importante mencionar que las part́ıculas previo a la silanización en la Fig. 4.9 presentaron

los mismos picos en 29Si que en la Fig. 4.10 y no mostraron ningún pico en el espectro
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Muestra Sı́ntesis Radio % PD Ap mP mS mS/AP Disolvente T tr

(nm) (m2) (mg) (g) (g/m2) (◦C) (h)

SA1 S3-S5 164.9 7.6 1.36 150 0.600 0.44 tolueno 50 5

SA2 S3-S5 164.9 7.6 1.36 150 0.600 0.44 etanol 50 5

SA3 S6 310 5.6 0.73 200 0.097 0.10 etanol 25 24

SA4 S9 146.4 7.3 1.54 150 0.600 0.39 etanol/tolueno 50 5

Tabla 4.3: Condiciones de reacción utilizadas para la funcionalización con grupos amino de part́ıcu-

las de sı́lice. La segunda columna se refiere al número de sı́ntesis de part́ıculas de sı́lice obtenidas

mediante el método de Stöber [37], % PD corresponde al ı́ndice de polidispersidad, mP corresponde

a la masa total de part́ıculas, mS es la masa de silano utilizada, mS/AP es la masa de silano por

área total de part́ıculas, T es la temperatura de reacción y tr el tiempo de reacción.

de 13C Fig. 4.11 Esto es una prueba de que la superficie de las part́ıculas previo a la

modificación se encontraban completamente limpias.

La intensidad del pico Q3 es ahora más alta que Q4 debido a la polarización de la fracción

de (SiO3)-Si-OH comparado a la de SiO4. Este mismo principio aplica para el estudio de

todas las muestras. La primera muestra (SA1) fue modificada en tolueno puro de acuerdo

a la Ref. [47].

Con el fin de dispersar las part́ıculas hidrof́ılicas en tolueno se utilizó Triton X100 como es

sugerido por los autores. De acuerdo a los espectros en la Fig. 4.10, no se observa ningún

pico que corresponda a otra especie más que a la de la sı́lice pura en el espectro de 29Si.

Por esta razón, fue necesario obtener espectros de 13C que permiten visualizar los núcleos

de carbono correspondientes a la molécula del APTES Fig. 4.11. En dichos espectros, se

observan dos picos en 17 y 63 ppm, los cuales corresponden a los átomos de carbono

de los grupos etoxi de la molécula de APTES o del etanol. La presencia de estos grupos

indica una pobre hidrólisis del silano. Aparentemente, el agua adsorbida a la superficie

de la part́ıcula no fue suficiente para comenzar la hidrólisis del silano lo cual restringió la

modificación quı́mica. Lo más probable es que el silano se encuentre únicamente adsorbido

f́ısicamente en la superficie de la part́ıcula interactuando con los grupos hidroxilo mediante
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Figura 4.10: Espectros 29Si CPMAS de part́ıculas de sı́lice modificadas bajo diferentes condiciones.

La asignación de los picos sigue la numeración de la Fig.4.8. El recuadro insertado representa la

asignación de los átomos de carbono y silicio en la molécula de APTES.

puentes de hidrógeno. Esta interacción, junto con las señales del metanol (usado para los

lavados de la part́ıcula) se ve reflejada en el pequeño pico en 52 ppm [86].

Hay algunos indicios de los picos correspondientes a los átomos C1-C3 de la cadena de

APTES, sin embargo, éstos se encuentran muy cerca del ruido como para hacer una con-

clusión contundente. Una observación importante durante la modificación de esta muestra

es que debido a la alta afinidad hidrof́ılica de las part́ıculas, éstas no se dispersaron comple-

tamente en tolueno aún después de la adición de una alta cantidad de Triton X100 (5 g). Por

tanto, aún si todo el APTES hubiera hidrolizado, resultaŕıa extremadamente dif́ıcil obtener

una modificación superficial homogénea debido a la severa agregación de las part́ıculas.

Además, incluso después de varios ciclos de lavado, aún quedaron residuos de tensoactivo

en la superficie de la part́ıcula. Esto se ve reflejado en el pequeño pico a 72 ppm.

71



Capı́tulo 4: Resultados y Análisis

Figura 4.11: Espectros 13C CPMAS de part́ıculas de sı́lice modificadas bajo diferentes condiciones.

El recuadro insertado representa la asignación de los átomos de carbono en los grupos etoxi.

Dadas estas razones, es posible concluir que el método escogido como referencia no fun-

cionó de la forma esperada para nuestras part́ıculas.

En la siguiente modificación se decidió cambiar a un disolvente con mayor polaridad para

evitar la agregación de las part́ıculas. También se realizó con el fin de tener una referencia

de la modificación superficial en coloidosoma. Por lo que la muestra SA2 fue modificada en

las mismas condiciones que SA1 pero utilizando etanol como disolvente. Desafortunada-

mente, la modificación resultó peor que SA1 porque los espectros de 13C CPMAS mostraron

únicamente los picos correspondientes a los carbonos de los grupos etoxi. Estos picos se

atribuyen a etanol quı́mica o f́ısicamente adsorbido a la superficie de la part́ıcula [86]. A

pesar de que el etanol es un buen disolvente para el APTES, es conocido que la tasa de

hidrólisis del silano es acelerada en etanol más que en tolueno.
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Esta rápida hidrólisis también promueve la auto-condensación del APTES en el bulto redu-

ciendo su contenido en la superficie. Otra razón por la cual se da una pobre modificación

es la fuerte interacción entre el etanol y los grupos hidroxilo de la superficie de la sı́lice obs-

truyendo las interacciones entre el silano y la sı́lice y favoreciendo su condensación sobre

la superficie [47, 86].

Con el fin de detener la policondensación del APTES en el bulto, en la muestra SA3 se

disminuyó la concentración del silano por área total de part́ıculas, ası́ como la temperatura

de reacción de 50 ◦C a 25 ◦C. Para compensar la esperada disminución de modificación

superficial, el tiempo de reacción se aumentó de 5 a 24 h. El espectro de 13C RMN en la Fig.

4.11 demuestra que la modificación mejoró respecto a la muestra SA2. Además los picos

correspondientes a los tres carbonos del APTES (C1-C3) aparecen en 10, 20 y 42 ppm.

A pesar de ello, en el espectro de 29Si no se observa ningún pico más que aquellos de la

sı́lice limpia. Este hecho en conjunto con los pequeños picos en el espectro de 13C permite

concluir que la modificación de las part́ıculas se llevó a cabo de manera correcta pero la

densidad superficial de grupos amino en la superficie fue muy baja. Sin embargo, estas

condiciones pueden ser útiles en algunos casos cuando no es posible utilizar un disolvente

no polar, por ejemplo, en los colidosomas. Si recordamos la modificación superficial de

coloidosomas de la sección anterior 4.3, esto comprueba la pobre modificación superficial

de las part́ıculas con los agentes silanos, ası́ como la baja conjugación de AuNPs.

De acuerdo a las observaciones realizadas en los resultados precedentes, se optó por com-

binar las ventajas del disolvente polar y no polar. De este modo, la muestra SA4 fue modi-

ficada bajo las mismas condiciones que SA1 y SA2 pero en una mezcla de etanol/tolueno

(1:9 v/v). Como se puede observar en el espectro de 13C, todos los picos correspondien-

tes al APTES aparecen de manera pronunciada. Las especies etoxi aún aparecen, lo cual

puede ser el resultado de la reacción de intercambio entre los grupos hidroxilos de la sı́lice

y etanol o de una hidrólisis incompleta del APTES por la falta de agua. A pesar de la pre-

sencia de estos grupos etoxi, el espectro de 29Si también confirma la eficiente modificación

mostrando un nuevo pico en -69 ppm y otro en -60 ppm correspondientes a los átomos de

silicio de tipo T2 y T3, respectivamente.
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Existen varias razones por las que en la muestra SA4 se logró una reacción exitosa entre el

APTES y la sı́lice. Primero, dado que la mayoŕıa del disolvente es no polar, la hidrólisis del

APTES disminuye y su policondensación en el bulto es impedida. Esto permite que la mayor

parte del silano se localice cerca de la superficie de la part́ıcula, donde la concentración de

etanol es mayor (el etanol tiene mayor afinidad a los grupos hidroxilo que a las moléculas

de tolueno). Esto incrementa la probabilidad de las moléculas de APTES para enlazarse a

la superficie de la part́ıcula. Segundo, la alta temperatura mejora la movilidad de la capa de

etanol superficial ası́ como de las moléculas de APTES, mejorando ası́ la oportunidad del

silano a reaccionar con la superficie. Finalmente, una pequeña cantidad de etanol ayuda

significativamente a dispersar las part́ıculas hidrof́ılicas de sı́lice mejorando la disponibilidad

de toda la superficie de cada part́ıcula para su modificación.

Es conocido que la presencia de agua en la mezcla de reacción induce la formación de

multicapas de APTES, donde las moléculas de capas superiores interactúan vı́a puentes

de hidrógeno con la primera capa. Por esta razón, se desarrolló un experimento adicional

para eliminar la influencia de agua ası́ como la posibilidad de la formación de multicapa. Se

repitió la modificación de las part́ıculas en la misma forma que para la muestra SA4 con la

diferencia de que tanto las part́ıculas como los disolventes se secaron previo a la modifi-

cación. Los espectros de RMN CPMAS de esta última muestra no se llevaron a cabo con

el fin de explorar otros métodos que permitieran una verdadera cuantificación de la densi-

dad de grupos amino. Principalmente, se buscaron opciones más económicas, rápidas, y

reproducibles.

4.4. Densidad superficial de grupos amino

La cuantificación de la densidad de grupos amino en la superficie de micro y nanopart́ıculas

de diferentes materiales, incluyendo la sı́lice, ha presentado ciertos retos debido a la mı́nima

cantidad que se encuentra en ellas como se discutió en la sección 2.6.2. Por esto se requirió

el uso de técnicas con mayor sensibilidad.
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4.4.1. Ensayo fluorimétrico con fluorescamina

El primer método es por fluorimetŕıa en el cual se liberan los grupos amino mediante la di-

solución de las part́ıculas y posteriormente se hacen reaccionar con un fluorescamina que

da lugar a un compuesto fluorescente [44]. Los espectros recolectados para la curva de ca-

libración se observan en la Fig. 4.12 (a), la máxima intensidad de fluorescencia se observa

en λ = 480 nm, tal como lo mencionan los autores. La curva de calibración correspondiente

a estos espectros leı́dos en el máximo de intensidad de fluorescencia se muestra en la Fig.

4.12 (b).
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Figura 4.12: (a) Espectros de emisión de fluorescamina a diferentes concentraciones de APTES

tras excitación a λexc =365 nm. (b) Curva de calibración para fluorescamina leı́do a λ = 480 nm.

Los espectros recolectados de cada muestra tras la reacción con fluorescamina se obser-

van en la Fig. 4.13. Los espectros para las muestras SA2 -SA4 verifican que el tiempo de

reacción para la funcionalización con grupos es clave, siendo la muestra SA3 la que provee

la menor cantidad de grupos amino. Por otra parte, el disolvente juega un papel importante,

ya que a pesar del incremento en el tiempo de reacción la funcionalización de la muestra

SA2 es inferior a SA4, aunque no es tan baja.

Se observa también que la muestra SA4 reproducida bajo condiciones secas, favorece la

funcionalización superficial de las part́ıculas gracias a la autocatálisis de las moléculas de

APTES. Si se compara la intensidad de fluoresencia de SA4 en condiciones secas contra

SA2 la diferencia es grande, sin embargo, no es tan lejana a la muestra SA4. Los grupos

amino del APTES pueden ser tanto enlaces de hidrógeno o protonados por silanoles ácidos
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Figura 4.13: Espectros de emisión de fluorescamina después de reaccionar con los grupos amino

de las muestras.

en la superficie de la sı́lice [43]. Sin embargo, la condensación del silano con la superficie

puede ocurrir con la posterior formación del enlace covalente. Este proceso es conocido

como mecanismo de desdoble [87, 88]. En la presencia de agua adsorbida a la superficie,

este mecanismo es impedido; mientras que en una superficie seca es más favorable. De

este modo, el recubrimiento total bajo condiciones secas es mayor, aunque una desventaja

de éste método es que resulta más laborioso y costoso.

A pesar de que los espectros en la Fig. 4.13 nos brinda información importante sobre las

mejores condiciones de funcionalización, el fin de este experimento es realizar una compa-

ración de manera cuantitativa. En la Tabla 4.4 se muestra el cálculo en nmol de los grupos

amino presentes y su densidad respecto al área de part́ıculas. El cálculo del número de

grupos amino existentes no es tan trivial ya que es necesario realizar algunas asunciones.

Si se considera que una molécula de APTES se enlaza a un máximo de tres grupos hi-

droxilo en la superficie de la part́ıcula, teóricamente, el recubrimiento máximo de superficie

será de 1.25 - 2.0 moléculas de APTES por nm2 (si se toma como referencia que la densidad

de grupos hidroxilo es de 4-6 OH/nm2) [89]. La comparación de los valores experimenta-

les con los valores máximos estimados elimina la posibilidad de formación de multicapa,
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Concentración total Densidad total Densidad total Porcentaje de

Muestra de grupos amino de grupos amino de grupos amino recubrimiento

(nmol) (nmol/m2) (–NH2/nm2) %

SA2 44.16 709.50 0.44 35

SA3 29.38 472.07 0.29 24

SA4 62.87 1010.18 0.63 50

SA4 seco 85.68 1376.55 0.86 69

Tabla 4.4: Cuantificación de grupos amino totales por área de part́ıcula calculados a partir de la

curva de calibración de la Fig. 4.13. Para el cálculo porcentual, se consideró una densidad total

teórica de grupos amino de 1.25 NH2/nm2 .

ya que el máximo valor correspondiente a la muestra SA4 en condiciones secas presen-

te 0.86 moléculas por nm2. Finalmente es posible obtener el porcentaje de recubrimiento

comparando la cantidad de grupos amino presentes respecto al valor teórico de máxima

funcionalización (1.25 –NH2/nm2).

Es importante mencionar que lograr el recubrimiento total de las part́ıculas es dif́ıcil según un

estudio previo [88]. El problema es que sólo algunos grupos amino del APTES que forman

enlaces de hidrógeno con los silanoles de la superficie pueden autocatalizar la condensa-

ción con la formación del posterior enlace covalente. Y de estas moléculas, alrededor del

32 % no logran desdoblarse y permanecen únicamente adsorbidas f́ısicamente a la superfi-

cie. Por ende, estas moléculas son fácilmente eliminadas de la superficie durante los ciclos

de lavado lo que da resultado a que sólo el 68 % restante se encuentre covalentemente

unido. Si se toma en cuenta este hecho, la modificación superficial de SA4 y SA4 bajo con-

diciones secas puede ser considerada como satisfactoria ya que se obtuvo un recubrimiento

total del 50 % y 69 %, respectivamente.
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4.4.2. Ensayo colorimétrico con 4-Nitrobenzaldehı́do

Para evitar la destrucción de las part́ıculas de sı́lice se siguió un segundo método que incluye

la formación de una imina a partir de un compuesto sensible a la luz UV. Un detalle muy

importante a cuidar durante la reacción es la cantidad de agua presente al inicio, ya que

es una reacción reversible y si existe una cantidad inicial de agua, la cuantificación puede

no ser completamente correcta. La Fig. 4.14 muestra la curva de calibración realizada para

este experimento, aunque el máximo presenta un ligero desplazamiento λ= 270 nm en

nuestro caso contra λ= 280 nm reportado en la Ref. [76]. Aunque existen otros estudios

que muestran el máximo de absorbancia de estos espectros en 270 nm [90]. Por lo que se

utilizó este valor para la lectura del sobrenadante de 4-NBA que reaccionó con part́ıculas

modificadas en espectros posteriores de 4-NBA Fig. 4.15.
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Figura 4.14: (a) Espectros de absorción de distintas concentraciones de APTES en disolución de

hidrólisis. El máximo de absorbancia se lee en λ= 270 nm. (b) Curva de calibración realizada con

los espectros obtenidos en (a).

A pesar de que es posible observar una tendencia en la Fig. 4.15 (a) la señal de 4-NBA

que debeŕıa observarse en 270 nm se desvanece y aparece una señal en 240 nm. Esta

última señal puede deberse a un desplazamiento de la señal principal, además de que las

señales tampoco se encuentran bien definidas. Dado que en este ensayo las part́ıculas son

sedimentadas, la baja definición de la señal puede ser producto de una pequeña cantidad

de part́ıculas presentes en el sobrenadante. Por lo que se decidió filtrar las muestras para
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evitar la dispersión de la luz causada por las part́ıculas. En la Fig. 4.15 (b) se observa una

notable mejora en los espectros aunque aún se observa un desplazamiento del máximo de

la intensidad de la señal. No obstante para la comparación de las muestras se realiza la

lectura a 270 nm.
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Figura 4.15: Espectros de absorción del sobrenadante con 4-NBA después de reaccionar con los

grupos amino de las muestras (a) sin filtrar (b) después de filtrar.

La Tabla 4.5 concentra la información sobre la cantidad de grupos amino disponibles res-

pecto a la molécula del 4-NBA. Si comparamos esta información con la obtenida respecto

a la fluorescamina Tabla 4.4, se observa una gran disminución de los grupos amino que

finalmente reaccionan con otra molécula. Esto posiblemente debido a que algunas molécu-

las de APTES se encuentran únicamente adsorbidas en la superficie interactuando con los

silanoles en ella. También, a pesar de la alta cantidad de grupos amino que puede haber

en la part́ıcula como en la muestra SA4 en condiciones secas, el tamaño del 4-NBA puede

ocasionar impedimento estérico entre grupos aminos.

Otra observación importante es respecto a las muestras SA4 y SA4 seco, que aunque la

diferencia de recubrimiento total de grupos amino es cerca de un 20 %, para la disponi-

bilidad a reaccionar se reduce a una diferencia de tan sólo el 6 %, lo cual indica que si

bien el recubrimiento en las condiciones secas es alto de acuerdo al ensayo fluorimétri-

co, no todos los grupos amino se encuentran disponibles para reaccionar y dependen de

la naturaleza del compuesto que también se desee conjugar. Sin embargo, una diferencia
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Concentración disponible Densidad disponible Densidad disponible Porcentaje de

Muestra de grupos amino de grupos amino de grupos amino disponibilidad

(nmol) (nmol/m2) (–NH2/nm2) %

SA2 8.33 133.82 0.08 19

SA3 9.87 158.60 0.10 34

SA4 12.5 201.47 0.13 20

SA4 seco 12.2 195.60 0.12 14

Tabla 4.5: Cuantificación de grupos amino disponibles por área de part́ıcula calculados a partir de

la curva de calibración de la Fig. 4.14. El cálculo porcentual se realizó con base en la densidad total

de grupos amino de la Tabla 4.4.

importante entre los métodos es que la modificación de SA4 seco requiere de una mayor

cantidad de material y cuidado respecto a la modificación de la forma SA4. Por esta razón

se recomienda utilizar un método más sencillo. La cantidad de 4-NBA enlazado se calcula

de 7.8×105 moléculas/part́ıcula o 0.13 moléculas/nm2. El cálculo se detalla en el Anexo B.

Este estudio brinda información importante acerca de la conjugación de nuevas moléculas

a la superficie silanizada de las part́ıculas. No obstante, la reacción con 4-NBA no se re-

comienda hasta este punto para la cuantificación rigurosa. La primera razón, es el cuidado

que debe tenerse al momento de llevar a cabo la reacción. Como se mencionó en la sección

2.6.3, la reacción debe llevarse a cabo bajo condiciones anhidras. Ya que la existencia de

trazas de agua puede ocasionar la formación prematura del precursor (4-NBA). Esto es un

gran problema, ya que la reacción genera agua per se y si ésta no es eliminada continua-

mente, puede haber errores en la cuantificación de los grupos amino ya que la cantidad de

moléculas de 4-NBA hidrolizadas de vuelta disminuirá. Además se observó experimental-

mente tanto un desplazamiento, como un ensanchamiento en el máximo de absorbancia.

Lo cual, en parte puede deberse a la presencia de part́ıculas en el medio, pero no se des-

carta la presencia de algún otro compuesto. La ventaja, empero, es que es un método no

destructivo e indica que la conjugación de cualquier molécula a los grupos amino requiere

un estudio cuidadoso.
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4.5. Estudio de las condiciones de conjugación con Ro-

damina B Isotiocianato (RBITC)

4.5.1. Microscopı́a Óptica Confocal (MOF)

Dado que una de las formas de visualización de part́ıculas Janus es mediante microscopı́a

de fluorescencia, se decidió realizar un estudio previo para encontrar las condiciones de

reacción que otorgaran la mayor intensidad de fluorescencia de las part́ıculas. La muestra

SA4 fue escogida para el estudio de conjugación de la RBITC como función de la concen-

tración y tiempo de reacción.

La proporción de cantidad de part́ıculas modificadas respecto a la cantidad de RBITC utili-

zada para su decoración rige la cantidad final de cromóforo que quedará conjugado en la

superficie de la part́ıcula y por tanto su intensidad de fluorescencia final. Podŕıa pensarse

que tan sólo un poco de exceso de RBITC de acuerdo a la cantidad estequiométrica ne-

cesaria para conjugar todos los grupos aminos conduciŕıa a una mayor fluorescencia. Sin

embargo, estudios previos demuestran que la cantidad de RBITC requerida para tener una

notable conjugación resulta ser mucho mayor de lo que se cree [91]. Por esta razón, lo ideal

es encontrar que la relación de esta proporción sea la menor posible ya que la RBITC si

bien, es un compuesto ampliamente utilizado tiene un alto valor en el mercado.

Para elegir la cantidad óptima de este cromóforo se modificaron 4 sets de 10 mg de part́ıcu-

las de sı́lice de 3 µm en la misma forma que SA4. Posteriormente, cada set se conjugó con

una cantidad diferente 5, 10, 30 o 100 mg de RBITC en 20 mL de etanol absoluto. El tiempo

de reacción se fijó a 48 h para todas las muestras.

La Fig. 4.16 muestra las imágenes adquiridas mediante MOF, donde las part́ıculas más

brillantes corresponden a la mayor cantidad de tinte utilizado. De acuerdo a la Fig. 4.17 se

puede verificar que la intensidad de fluorescencia tiene una variación proporcional respecto

a la concentración de RBITC utilizada. Este resultado es esperado puesto que una mayor

presencia de moléculas de RBITC en el medio se encuentra disponible para reaccionar e

incluso adsorberse a la superficie de las part́ıculas.
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(a)(a)(a) (b)

(c) (d)

5 mm 5 mm

5 mm5 mm

Figura 4.16: Imágenes de part́ıculas de sı́lice decoradas con RBITC vistas en MOF a diferentes

concentraciones (a) 5 mg (b) 10 mg (c) 30 mg y (d) 100 mg.
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Figura 4.17: Intensidad de fluorescencia de las part́ıculas vistas en MOF como función de la con-

centración de RBITC utilizado en la sı́ntesis.
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Si ahora observamos las imágenes obtenidas mediante MOF, se podŕıa bien elegir a la

muestra con mayor concentración de RBITC que es la que otorga una mayor fluorescencia.

Por otra parte, de esta misma serie de imágenes podŕıa descartarse la muestra de 5 mg en

la cual no se tiene una buena apreciación de las part́ıculas. No obstante, para realizar este

estudio las condiciones para la adquisición de imágenes del microscopio se mantuvieron

igual para todas las muestras. Por lo que la variación de los parámetros de adquisición de

imagen del microscopio puede mejorar la visualización de la muestra. En la Fig. 4.18 se

comprueba que al variar los parámetros de adquisición del microscopio es posible mejorar

notablemente la visualización de la muestra, incluso la muestra que en la Fig. 4.16 (a)

demostraba no tener una gran intensidad de fluorescencia. Por esta razón, se decidió utilizar

la menor cantidad de RBITC para las siguientes etapas de estudio.

5 mm5 mm5 mm5 mm

image 74 sa3-2 5mg 48h washed

scale bars= 5 mcm

sa3-1 sa3_escalamiento 5mg-2 sa3-2Figura 4.18: Visualización en MOF de muestra con 5 mg de RBITC variando las condiciones de

adquisición del microscopio. Barras de escala = 5 µm.

Como se mencionó, la intensidad de fluorescencia de las part́ıculas se rige por varios as-

pectos, y como recién se observó, la concentración es uno de ellos. Después de ajustar

la cantidad de RBITC a utilizar para aún obtener una buena intensidad de fluorescencia

para visualizar mediante MOF, se decidió ajustar el tiempo de reacción de la RBITC con las

part́ıculas. Para esto, se modificaron part́ıculas con diámetro de 1 µm en la misma forma

que SA4 manteniendo la proporción de 0.44 gAPTES/m2 y después se hicieron reaccionar

con 5 mg de RBITC en etanol a diferentes tiempos de reacción.

La visualización de las part́ıculas en MOF y sus respectivos tiempos de conjugación se

muestran en la Fig. 4.19. A simple vista puede observarse que a cortos tiempos la intensi-

dad de fluorescencia es baja. A medida que aumenta el tiempo de conjugación, la intensidad

de fluorescencia de las part́ıculas crece; pero a tiempos largos de reacción la fluorescen-
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cia decae nuevamente. Lo anterior puede corroborarse incluso en el color rosado de las

muestras en la Fig. 4.20, en la cual los tiempos 24 y 32 h tienen un color más pronunciado.

3 h

6 h

12 h

24 h

32h

42 h

56 h

72 h

75 h

80h

Figura 4.19: Intensidad de fluorescencia de las part́ıculas vistas en MOF como función del tiempo

de reacción con RBITC. Barras de escala = 6 µm.

Para corroborar esta tendencia se utilizó el programa ImageJ que cuantifica el valor prome-

dio de escala de grises (el uso del programa se describe en el Anexo A) de las imágenes

obtenidas en MOF Fig. 4.21. Este gráfico permite verificar una tendencia que primero in-

crementa con el tiempo de reacción hasta 24 h y posteriormente decae con un pequeño

pico a 75 h. Aunque existen variaciones en la intensidad, es posible apreciar el máximo de

intensidad a 24 h.
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Figura 4.20: Fotograf́ıa de las part́ıculas modificadas, la variación en la intensidad del color rosa

se debe a las diferentes cantidades de RBITC conjugada. A simple vista se aprecia una mayor

intensidad entre 24 y 32 h.

Esto es importante y sorprendente porque lo esperado es que el aumento en el tiempo de

reacción favorezca el enlace de una mayor cantidad de moléculas de RBITC a la superficie

de la part́ıcula, y como resultado, obtener una mayor intensidad de fluorescencia.

Existen dos posibles razones que pueden explicar el efecto opuesto que se observa: i) el

cromóforo se desactiva porque existen muchas moléculas unidas a la superficie y ocasionan

una fotodesactivación al momento de ser visualizadas ó ii) la concentración superficial del

cromóforo disminuye a largos tiempos de reacción y, por tanto su fluorescencia.
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Figura 4.21: Intensidad de fluorescencia de las part́ıculas vistas en MOF como función del tiempo

de reacción con RBITC. Las ĺıneas punteadas se colocaron como guı́a visual.

Desafortunadamente la microscopı́a óptica confocal no nos brinda la oportunidad de con-
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firmar lo que le sucede al cromóforo puesto que esta técnica no cuantifica la cantidad de

moléculas de RBITC presentes en las part́ıculas. Por lo que es necesario utilizar otras técni-

cas como espectroscopı́a UV-Visible o incluso de fluorescencia en los casos donde la con-

centración es muy baja. Una alta concentración a largos tiempos de reacción confirmaŕıa

una desactivación fluorescente, mientras que si la tendencia se mantiene, indicaŕıa que de

algún modo la cantidad de moléculas de RBITC en la superficie de la part́ıcula disminuye.

4.5.2. Espectroscopı́a de Fluorescencia y UV-Vis

Para revisar las ideas presentadas en la sección anterior, se disolvieron 10 mg de cada

muestra en una disolución 1 M de NaOH. Se midió la concentración de la RBITC enlazada

al APTES de las part́ıculas modificadas Fig. 4.22 (a) y (d), que probablemente tendŕıa un

grupo hidroxilo en vez de un átomo de silicio debido a su desacomplamiento de la part́ıcula

y posterior hidrólisis en la disolución de NaOH. Para verificar que la formación de Na2SiO3

no modificara la solubilidad de la RBITC y su fluorescencia, se realizó también la curva de

calibración de la RBITC en NaOH 1 M con part́ıculas de sı́lice disueltas en una concentración

de 2 mg/mL, dicha concentración de part́ıculas es igual a la concentración de las muestras

Fig. 4.22 (b) y (e).

El coeficiente de extinción de la RBITC se calculó a partir de la curva de calibración Fig. 4.22

(c) (rojo) a partir de la ec. 2.10 (A = ε d C). Al graficar la absorbancia contra la concentración,

la pendiente corresponde a ε d; y si d = 1 cm se encuentra que el coeficiente de extinción

de la RBITC en NaOH 1 M es igual a 5.9× 106 (Mm)–1 del cual se conoce que depende de

la polaridad del medio y del pH, por lo que es diferente más no tan lejano de los coeficientes

de extinción encontrados para otros derivados de la rodamina [92]. Asimismo, se calculó

el coeficiente de extinción de la curva de calibración con la adición de las part́ıculas de

sı́lice a la disolución de RBITC Fig. 4.22 (c) (verde) que es 6.3 × 106 (Mm)–1 , el cual es

muy cercano al obtenido previamente en la disolución de hidróxido de sodio sin part́ıculas.

Considerando el coeficiente de extinción en presencia de part́ıculas de sı́lice, se procedió

disolver 10 mg de las muestras en NaOH 1 M. Los espectros recolectados se muestran en

la Fig. 4.23.
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Figura 4.22: Espectros de absorbancia y fluorescencia de RBITC en NaOH 1 M (a) y (d) y RBITC

en NaOH 1 M con la adición de 2 mg/mL de part́ıculas de sı́lice (b) y (e). Curvas de calibración

obtenidas a partir de los espectros superiores.

Los valores de concentración para los tiempos de reacción a 24 y 32 h fueron muy altos

ocasionando una saturación en la señal de fluorescencia, por lo que no pudieron obtenerse

tales curvas. Sin embargo, el cálculo de la concentración de RBITC presente, se realizó

utilizando los espectros de absorbancia Fig. 4.24. Se observa que las mediciones tanto de
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la absorbancia en UV/VIS y de la emisión de fluorescencia concuerdan con la estimación

de la concentración del cromóforo. La concentración sigue muy bien la tendencia obtenida

mediante microscopı́a óptica Fig. 4.21, aumenta hasta 24 h y decae gradualmente.
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Figura 4.23: Espectros de (a) absorbancia y (b) fluorescencia de part́ıculas de sı́lice decoradas con

RBITC disueltas en NaOH 1 M. Los tiempos corresponden al tiempo de reacción de las part́ıculas

con la RBITC y son los mismos para ambos gráficos.
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Figura 4.24: Concentración de RBITC en 5 mL de NaOH 1 M después de la disolución de 10 mg de

part́ıculas calculado a partir de UV/VIS (cı́rculos rojos) y fluorescencia (cuadros azules). Las ĺıneas

punteadas se colocaron como guı́a visual.

Este resultado elimina la posibilidad de la desactivación de fluorescencia debido a la alta

concentración del tinte en la superficie, puesto que la mayor intensidad de fluorescencia

corresponde a la mayor concentración de la RBITC en las part́ıculas. Además, el cálculo
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de la cantidad de la RBITC enlazada resulta ser de 846 moléculas por part́ıcula o 3 × 10–4

moléculas/ nm2 (el cálculo se detalla en el Anexo B), por lo que las moléculas están sufi-

cientemente separadas y es muy poco probable que desactiven la fluorescencia entre ellas.

De esta forma, resta verificar la segunda idea para explicar tal decaimiento en la intensi-

dad de fluorescencia con el tiempo. Para explorar la posibilidad de una disminución de la

concentración del cromóforo en la superficie de la part́ıcula es importante recordar que la

fuerte absorbancia en el rango del campo visible de la RBTIC es debido a la conjugación

del xanteno. Por lo que, una disminución significativa de las señales de absorbancia y fluo-

rescencia pueden ser debido a dos razones: i) el fluoróforo se degrada en el tiempo de

manera que la conjugación del xanteno se pierde ó ii) la molécula se mantiene intacta en

la parte del xanteno pero se desenlaza de la superficie de la part́ıculas con el tiempo y es

posteriormente eliminado durante el lavado de las part́ıculas.

Es bien sabido que muchos fluoróforos tienden a descomponerse bajo ciertas condiciones

como pH y temperaturas extremas, luz, exposición al oxı́geno, etc. Por lo tanto, se deci-

dió verificar la estabilidad de la RBITC en etanol puro, ya que es el disolvente utilizado en

la reacción de conjugación de las part́ıculas.
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Figura 4.25: Espectros de absorción UV/VIS de RBITC en etanol a diferentes concentraciones en

función del tiempo.
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También se verificó su estabilidad en pH extremos como NaOH 1 M (pH = 12) y en una

pequeña cantidad de HCl 1 M con etanol (pH ∼ 2). La Fig. 4.25 muestra los espectros

obtenidos para tres concentraciones distintas del cromóforo en etanol puro. No se observa

ninguna diferencia notable en los espectros en distintas concentraciones hasta 7 dı́as de

disolución del cromóforo en este disolvente. Los espectros tienen la banda de absorción

principal en λemi = 540 nm.

Posteriormente, se recolectaron los espectros en NaOH 1 M Fig. 4.26 a diferentes concen-

traciones de RBITC. En este caso se midió al tiempo inicial y después de 7 dı́as que fue

el tiempo más largo obtenido para etanol. En esta figura se observa que el espectro de la

RBITC no cambia respecto al tiempo aunque su banda de absorción principal sufre un ligero

desplazamiento hacia λemi = 550 nm. Es común observar este tipo de desplazamientos de-

bido al cambio de la polaridad del medio, lo cual indica pequeños cambios en la transición

de electrones.
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Figura 4.26: Espectros de absorción UV/VIS de RBITC en NaOH 1M a diferentes concentraciones

en función del tiempo.

Este desplazamiento es esperado en el caso de la disolución de RBITC en etanol con una

pequeña cantidad de HCl 1 M, ya que la fuerza y la concentración del ácido son suficientes

para cambiar la polaridad del medio. Tal como se observa en la Fig. 4.27, la banda de

absorción principal se observa también en λemi = 550 nm.
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Figura 4.27: Espectros de absorción UV/VIS de RBITC en una disolución de etanol en HCl 500/1

v/v a diferentes concentraciones en función del tiempo.

Lo que es sorprendente de estos espectros es que los picos son completamente reproduci-

bles a lo largo del tiempo. Tampoco se observa la aparición de otras bandas que indiquen

una descomposición del xanteno. Por lo que se puede concluir que el fluoróforo es muy es-

table en todos los medios considerados al menos en el lapso de una semana. Sin embargo,

para estudiar a detalle los pequeños cambios en la RBITC (principalmente en la estructura

del xanteno), es necesario utilizar una técnica que provea una descripción más detallada y

que nos permita al mismo tiempo, monitorear los cambios en la molécula como la RMN en

disolución.

4.5.3. Estabilidad de RBITC mediante RMN

Con el fin de confirmar la estabilidad de la estructura del xanteno, se realizaron experimen-

tos de RMN en disolución con etanol-d6. Para monitorear un posible cambio en la concen-

tración de la especie principal, se utilizó pireno como estándar interno dentro de un capilar.

La predicción sobre los desplazamientos del pireno en espectros de 1H y 13C realizados a

partir del programa MestReNova c© se muestran en la Fig. 4.28.

Dado que esta molécula es un compuesto aromático, la mayoŕıa de sus señales se esperan

a altos desplazamientos: de 8.00 a 8.20 ppm en 1H y de 135-120 ppm en 13C.
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Figura 4.28: Predicción de los espectros (a) 1H y (b) 13C de la molécula de pireno utilizado como

estándar. La asignación de los picos se realiza con base en la numeración de los núcleos de la

molécula de pireno insertada.

Asimismo se realizó la predicción de los desplazamientos de la RBITC en espectros de 1H

y 13C Fig. 4.29 (b) - (d), respectivamente.

Por una parte, en el espectro de 1H, las señales correspondientes al anillo de benceno se

esperan entre 7.5 y 8.0 ppm, las señales del grupo xanteno se esperan entre 6.0 y 7.0 ppm,

mientras que los carbonos alifáticos (a-d) marcados en azul en la molécula de RBITC Fig.

4.29 (a) se esperan en desplazamientos menores entre 1.0 y 4.0 ppm. Por otra parte, en el

espectro de 13C, el anillo benzénico se espera entre 125 y 140 ppm, mientras que el grupo

xanteno se espera entre 145-160 ppm y entre 90-120 ppm. Los carbonos alifáticos Fig. 4.29

(c) se esperan entre 10 y 60 ppm.

Las disoluciones preparadas de RBITC en etanol se midieron a distintos tiempos de alma-

cenamiento, con un máximo de 75 h (para esta última muestra no se utilizó la referencia).

En la Fig. 4.30 se muestra la asignación de las señales. Los picos de referencia aparecen

entre 7.7 y 8.0 ppm interfiriendo con las señales del anillo benceno de la RBITC. Las señales

de los hidrógenos del anillo xanteno aparecen entre 6.5 - 7.5 ppm, mientras los hidrógenos

alifáticos de la molécula de RBITC tanto del disolvente (etanol-d6) contribuyen a los picos

a-d debajo de 4 ppm.
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Figura 4.29: (a) Asignación de los núcleos de carbono e hidrógeno de la RBITC. Predicción de los

espectros (b) 1H y (c), (d) 13C de la molécula de RBITC. La asignación de los picos se realiza con

base en la numeración de (a).

Posiblemente la señal en 5.2 ppm corresponde también al disolvente. Puede observarse

claramente que la estructura del cromóforo se encuentra intacto hasta 75 h en etanol. La

comparación de la intensidad de señales entre la muestra y el estándar resultaron tener la

misma proporción para todos los tiempos de espera indicando la concentración constante

del cromóforo.

Los espectros anteriores indican una alta estabilidad de la RBITC en etanol, por lo menos

hasta 75 h. Por ello, se procedió a verificar la estabilidad de esta disolución ahora en con-

tacto con part́ıculas de sı́lice dispersas para monitorear una posible N-dealquilación del tinte

Fig. 4.31. Aparentemente, el contacto con las part́ıculas tampoco afecta la estructura de la
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RBITC como se puede observar en la Fig. 4.31 (a). La región de las señales correspon-

dientes al xanteno no se ve afectado, lo cual implica que tanto la conjugación del mismo

ası́ como la absorbancia en UV/VIS y fluorescencia deben estar también intactos.
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51 h
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30 h
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0 h

pireno/RBITC
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b
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d

disolvente

Figura 4.30: Espectros 1H RMN del tiempo de almacenamiento de RBITC en EtOD-d6.

Adicionalmente, se adquirieron los espectros 13C RMN del cromóforo Fig.4.31 (b), sin em-

bargo, no fue posible obtener señales muy intensas aún después de varios dı́as de adqui-

sición debido a la baja solubilidad (∼ 5 mg/mL) de la RBITC en etanol. A pesar de ello,

existe un pequeño indicio (30 ppm) de que después de tener contacto con las part́ıculas

una parte del cromóforo se convierte a N,N,N’-Trietilrodamina, donde un grupo etil (átomos

b y d) son eliminados. Es conocido que esto puede sucederle a la RBITC durante el proceso

de oxidación debido a la exposición con la luz u oxı́geno. Dicha N-dealquilación resulta en

un desplazamiento hipsocrómico del máximo de absorbancia. Sin embargo, ningún cam-

bio de este tipo fue observado probablemente debido a que sólo una pequeña parte del

cromóforo fue N-dealquilado y los espectros globales de absorción y fluorescencia no se

vieron afectados.
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Figura 4.31: Espectros de RMN (a) 1H y (b) 13C de RBITC en EtOD-d6: Comparación de la RBITC

después de 75 h de evolución sin part́ıculas (negro) y en presencia de part́ıculas (azul).

Los experimentos realizados para comprobar la estabilidad de la RBITC permiten concluir

que el xanteno, que es la parte responsable de la absorción y fluorescencia, no se degrada

en el tiempo aún en presencia de las part́ıculas. Por ende, una posible razón por la cual

la intensidad de fluorescencia disminuye es que el cromóforo comienza a separarse de las

part́ıculas y es eliminado durante el proceso de lavado. De este modo, la concentración

total de la RBITC decae.

Para explicar esto es necesario recordar que la parte del cromóforo que reacciona quı́mica-

mente con las part́ıculas es el grupo isotiocianato formando un enlace tiourea con el grupo

amino del APTES. Hay algunos reportes que indican que el grupo isotiocianato no es es-

table a lo largo del tiempo y que la eficiencia del enlace del cromóforo decae si se utiliza

una disolución vieja del mismo [65]. Por ejemplo, hay algunos indicios de la hidrólisis del

grupo isotiocianato previo a la reacción, aunque se demostró que el grado de ésta no es

significativa para competir con la conjugación del grupo amino [65, 93].

No obstante, también se ha demostrado que la hidrólisis del enlace entre la tiourea y el

substrato de la amina tiene una contribución significativa [93]. Los autores demostraron que

el enlace cromóforo - sustrato no es un proceso inmediato pero comienza a ser relevante
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después de 48 h y alcanza su máximo cerca de 75 h de la incubación del cromóforo y

sustrato en una disolución de buffer. Ciertamente, la tiourea y sus derivados pueden ser

hidrolizados en agua, en medios ácidos o básicos de acuerdo al siguiente esquema [94,

95, 96]:
(NH2)2CS + 2H2O→ 2NH3 + CO2 + H2S (4.1)

Por tanto, el aducto RBITC-APTES puede presentar la reacción de hidrólisis, lo que resulta

en la posible formación de dos aminas: RB-NH2 y part́ıculas de sı́lice modificadas con gru-

pos amino aparte del CO2 y el H2S. A pesar de ello, es necesario profundizar un poco más

en el estudio de este proceso para determinar con mayor exactitud los productos finales.

Estos últimos estudios elaborados para comprender la disminución de fluorescencia en las

part́ıculas a largos tiempos de conjugación permiten descartar varias posibilidades: como la

desactivación fluorescente debido a la alta concentración del tinte en la superficie, ası́ como

la fotodescomposición de la RBITC a largos tiempos de almacenamiento, en diferentes

medios, e incluso en presencia de part́ıculas de sı́lice disueltas.

Por el contrario, se considera con mayor peso la hidrólisis de la tiourea, que permiten ex-

plicar el deterioro del conjugado cromóforo-part́ıcula posiblemente debido a la ruptura del

enlace tiourea. Dado que este proceso es más pronunciado después de 24 h de reacción,

no es recomendable exceder este tiempo de reacción para una eficiente decoración de la

part́ıcula. Esto puede aplicar potencialmente para otros derivados del grupo isotiocianato

de otros cromóforos.

4.6. Sı́ntesis y caracterización de partı́culas Janus

Todos los estudios anteriores se encuentran dirigidos hacia los objetivos finales de este

trabajo, los cuales son la sı́ntesis de part́ıculas anfif́ılicas y su caracterización mediante

técnicas ópticas. Las técnicas elegidas para la visualización de las part́ıculas fueron SEM

y MOF. Para esto fue necesario realizar la conjugación de AuNPs o de RBITC al hemisferio

modificado con grupos amino de las part́ıculas Janus. El hemisferio no polar es más dif́ıcil

de visualizar ya que se desconocen las técnicas de conjugación de compuestos afines a
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grupos metilo. Además se requeriŕıa un estudio adicional previo a la conjugación de estos

compuestos a las part́ıculas Janus.

En esta sección se muestran los resultados para part́ıculas anfif́ılicas de 3 µm y 500 nm.

Ambas sı́ntesis y caracterizaciones siguen los mismos métodos, lo cual resulta de gran uti-

lidad debido a que se puede escalar a part́ıculas de sı́lice de cualquier tamaño. Inicialmente

se realizó la sı́ntesis de coloidosomas de ambos tamaños. Los resultados para part́ıculas de

500 nm se muestran en la sección 4.1 de este capı́tulo. Los coloidosomas para part́ıculas

de 3 µm se detallan en la misma sección.

5 mm 1 mm

(a) (b)

(c) (d)

1 mm1 mm 1 mm1 mm

Figura 4.32: Imágenes SEM de part́ıculas Janus de 3 µm decoradas con AuNPs.

Después de haber protegido un hemisferio de las part́ıculas, se procedió a hidrofobizar el

hemisferio expuesto en vapor con DCDMS. La cera encargada de proteger el otro hemisferio

se disolvió en cloroformo y las part́ıculas fueron enjuagadas mediante ciclos de centrifuga-

ción-redispersión con cloroformo por lo menos 10 veces y una última vez con etanol. Las
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part́ıculas secadas al vacı́o se modificaron posteriormente en la forma SA4 manteniendo la

relación 0.44 g APTES/ m2. Hasta este punto se obtienen part́ıculas anfif́ılicas en las cuales

un hemisferio se encuentra modificado con grupos metilo asignándole el carácter no polar

y el opuesto se encuentra modificado con grupos amino asignándole el carácter polar. Se

enfatiza el uso de un agente visual para caraterizar las part́ıculas Janus puesto que al ser

observadas en SEM por ejemplo, no se apreciaŕıa ningún cambio entre las part́ıculas lim-

pias y las part́ıculas modificadas. Probablemente, se observaŕıa cierta rugosidad pero no

seŕıa posible distinguir un hemisferio del otro.

500 nm 100 nm

(a) (b)

(c) (d)

100 nm100 nm

Figura 4.33: Imágenes SEM de part́ıculas Janus de 500 nm decoradas con AuNPs.

La conjugación de otro compuesto a sólo un hemisferio de las part́ıculas representa tam-

bién un reto. Si se realiza la conjugación en el volumen por ejemplo de las AuNPs, puede

ocurrir una fuerte agregación de las mismas debido a la alta densidad de grupos amino en

la superficie. En otro caso, como el de la RBITC puede darse la conjugación de la misma en
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el hemisferio polar, al cual es más af́ın pero no se descarta la posibilidad de adsorción al he-

misferio no polar de la part́ıcula. Para esto se ideó el aislamiento selectivo de un hemisferio

de la part́ıcula. Para experimentos de comportamiento de fase de sistemas coloidales se uti-

liza una palangana de Langmuir con el fin de obtener una interfase en donde las part́ıculas

coloidales formen una monocapa.

La interfase más común de este sistema es aire-agua. De esta forma, lo esperado al colocar

una part́ıcula Janus en la interfase es que el hemisferio polar se dirija hacia el agua, mientras

que el hemisferio no polar se dirija hacia el aire. Ası́ las posibilidades de manejo del sistema

se incrementan puesto que cualquier compuesto puede colocarse o intercambiarse por el

agua. De hecho, las AuNPs se encuentran dispersas en agua; lo que facilita el intercambio

en la interfase. Y en el caso de la RBITC se intercambió el agua por etanol y después por

una disolución de RBITC en etanol.

Con este sistema encontramos varias ventajas, sin embargo la conjugación de los com-

puestos vaŕıa puesto que el fenómeno que ahora la rige es la difusión. Por esto, el tiempo

de conjugación debe extenderse; por ejemplo para las AuNPs el tiempo de conjugación fue

de 24 h. Las figuras 4.32 y 4.33 muestran la exitosa conjugación de AuNPs de oro a un sólo

hemisferio de las part́ıculas de distintos tamaños. Se observa una alta densidad de AuNPs

que facilita distinguir el balance Janus.

Pero, el tiempo no es la única limitante de este método. Puesto que para la RBITC se in-

tercambió el agua por etanol, dejar el sistema 24 h a temperatura ambiente ocasionaŕıa

una evaporación del etanol y por tanto una pérdida de la interfase. Por esta razón se de-

cidió realizar la conjugación con RBITC únicamente durante 6 h. Una última problemática

dentro de la visualización de part́ıculas Janus mediante MOF es el ı́ndice de refracción de

la fase dispersa. Las part́ıculas de sı́lice son esferas translúcidas. Por lo tanto, aunque sólo

una mitad de la part́ıcula se encuentre decorada con RBITC, la fluorescencia emitida se

reflejará en todas las direcciones. Esto produce que las part́ıculas se vean completamente

fluorescentes cuando el medio donde se encuentran dispersas tiene un ı́ndice de refrac-

ción, como el agua (n = 1.3325) [97], muy diferente al de las part́ıculas que se estima es n

= 1.4585 [98].
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Figura 4.34: Imágenes MOF de part́ıculas Janus de 3 µm decoradas con RBITC. Fase continua:

DBM/EtOH 50 %. Las barras de escala indican 6 µm. El color de las imágenes fue cambiado a

amarillo para una mejor visualización.

Por lo tanto se realizó la búsqueda de un disolvente o mezcla de disolventes que propor-

cionara un ı́ndice de refracción cercano al de la sı́lice. La mezcla de disolventes que ayuda

a resolver la visualización de las part́ıculas Janus decoradas es dibromometano (DBM) (n

= 1.5420) [99] en etanol (n= 1.3591) [100] en una proporción del 50 % con un ı́ndice de

refracción de n= 1.4505. La Fig. 4.34 muestra la visualización de las part́ıculas Janus uti-

lizando esta mezcla de disolventes. Gracias a ello, es posible observar sólo un hemisferio

de la part́ıcula, como si estuviera cortado aunque no es ası́.
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La correcta visualización y caracterización de ambos hemisferios de las part́ıculas Janus

mediante SEM y MOF permiten concluir que tanto el método utilizado para la sı́ntesis, como

los métodos la futura conjugación de AuNPs y RBITC son satisfactorios.
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Conclusiones y Perspectivas

Se desarrolló un método eficiente para la sı́ntesis de hasta 50 mg de part́ıculas Janus de

3 µm y 500 nm a partir de part́ıculas coloidales de sı́lice. La inserción selectiva de grupos

funcionales capaces de otorgar el carácter anisotrópico a estas part́ıculas presentó distintas

adversidades.

Primero, para la protección de un hemisferio de la part́ıcula se utilizó el método de emulsión

Pickering que permite la formación de coloidosomas. Varios parámetros rigen la correcta for-

mación de coloidosomas en los cuales las part́ıculas se encuentren inmersas a la mitad de

su volumen. Inicialmente, es necesario establecer una buena relación de cantidad-tamaño

de part́ıculas dispersas hacia la cantidad de cera para asegurar el recubrimiento total de la

interface agua-aceite, ası́ como una correcta estabilización de la emulsión. Posteriormente,

se ajusta la cantidad de tensoactivo necesario para hidrofobizar suficientemente la super-

ficie y sumergir las part́ıculas a la mitad de su volumen. Los parámetros establecidos para

preparar 50 mg de coloidosomas de part́ıculas de 3 µm son: 50 mg de cera parafina, y 5

mL de una disolución de bromuro de didodecildimetilamonio (DDAB) a 1/6 de su CMC. Asi-

mismo para preparar 50 mg de coloidosomas de part́ıculas de 500 nm son: 1.5 g de cera

parafina y 15 mL de una disolución de DDAB con una relación de CMC/3.4.

Segundo, es la silanización del hemisferio expuesto de las part́ıculas en coloidosoma con

diclorodimetilsilano (DCDMS) para la inserción de grupos metilo y posteriormente modi-
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ficados con 3-aminopropiltrietoxisilano (APTES) para crear el hemisferio hidrof́ılico de la

part́ıcula. Los parámetros de modificación con APTES se optimizan previamente, ya que la

funcionalización de part́ıculas de sı́lice con este silano depende fuertemente del medio en

que se encuentre. Un medio no polar es preferido. La cantidad de agua en el medio tam-

bién es crucial ya que si bien una pequeña cantidad es necesaria para iniciar la hidrólisis

del APTES, un exceso de la misma ocasiona una hidrólisis del APTES en el volumen resul-

tando en una pobre modificación superficial. Asimismo, altas temperaturas de silanización

favorecen la condensación del APTES en la superficie de la part́ıcula. La mejor funciona-

lización obtenida fue manteniendo una relación 0.44 gAPTES/m2 de part́ıculas de sı́lice en

una mezcla de disolventes etanol en tolueno en proporción 9:1, respectivamente, a 50 ◦C

durante 5 h (SA4). Adicionalmente, un secado previo de las part́ıculas a 140 ◦C, ası́ como

el secado de los disolventes (SA4 seco) mejora la funcionalización aunque es un método

más laborioso y costoso.

Tercero, la cuantificación de grupos amino superficiales requiere de técnicas altamente sen-

sibles debido a la minúscula cantidad de silano acoplado. Por ello, se utiliza espectroscopı́a

de fluorescencia. Mediante un ensayo fluorimétrico, que incluye la disolución de las part́ıcu-

las en NaOH 1 M se encuentra que la muestra SA4 otorga una funcionalización del 50 %

mientras que la muestra SA4 bajo condiciones secas otorga una funcionalización del 69 %.

En general se alcanza la mayor funcionalización de part́ıculas de sı́lice estimada teórica-

mente en 70 %. Utilizando esta misma técnica, la disponibilidad de reacción de los grupos

amino con Rodamina B Isotiocianato se estima en 846 moléculas/part́ıcula. Esta cantidad,

aunque parece pequeña es suficiente para la posterior visualización de las part́ıculas en

microscopı́a óptica de fluorescencia. Dado, que la disponibilidad depende del tamaño de la

molécula que se desea conjugar y en búsqueda de un método no destructivo de cuantifica-

ción; se realiza un estudio por espectroscopı́a UV-Visible con 4-nitrobenzaldehı́do (4-NBA),

una molécula relativamente pequeña con la cual se estima el enlace de 7.8 × 105 molécu-

las/part́ıcula. Sin embargo, el método utilizado para esta última técnica se deja abierto para

su mejora mediante futuros estudios ya que se observó un desplazamiento en el máximo de

absorbancia en los espectros. Es una técnica que requiere de mucho cuidado experimental,

ası́ como la verificación de su reproducibilidad.
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Cuarto, la intensidad de fluorescencia de la RBITC en la superficie de las part́ıculas pre-

sentó un interesante comportamiento, del cual se realizaron estudios más profundos. El

tinte mostró un máximo de fluorescencia en 24 h utilizando 5 mg del mismo en 10 mg de

part́ıculas modificadas dispersas en etanol. Se realizó un estudio exhaustivo con el fin de

explicar este fenómeno comenzando por la cuantificación de la concentración de RBITC en

la superficie de las part́ıculas. La tendencia de la concentración de RBITC observada por

espectroscopı́a de fluorescencia y UV/Vis es similar a la observada por microscopı́a óptica

confocal lo cual descartó la hipótesis de desactivación fluorescente debido a una alta con-

centración del cromóforo. Posteriormente se sugirió una fotodescomposición del cromóforo

puesto que es conocido que las rodaminas son moléculas sensibles a la luz y oxı́geno. Tras

monitorear la estabilidad de la RBITC en distintos medios y tiempos de almacenamiento; se

observó mediante resonancia magnética nuclear en disolución que sólo a largos tiempos,

la RBITC sufre una N-dealquilación. Sin embargo, esto no afecta los espectros globales

de absorbancia y fluorescencia por lo que se sugirió una última hipótesis que incluye la

separación del cromóforo de las part́ıculas debido a la hidrólisis del enlace tiourea entre la

RBITC y el grupo amino superficial. Esto último explica el decaimiento en la intensidad de

fuorescencia de las muestras a largos tiempos de reacción.

Quinto, la conjugación de nanopart́ıculas de oro (AuNPs) y RBITC al hemisferio hidrof́ılico

de las part́ıculas Janus es una tarea compleja debido al selecto acoplamiento de ambas

especies. La conjugación de AuNPs en el volumen, por ejemplo, no es una opción viable

debido a la alta densidad de grupos amino en la superficie de la part́ıcula que ocasiona la

rápida agregación de las AuNPs mezclando ambos tipos de part́ıculas. En el caso del tinte

fluorescente tampoco es una opción preferida ya que éste se adsorbe a ambos hemisfe-

rios. Para ello se utilizó el método de adsorción en una interfase agua-aire durante 24 h

para el caso de las AuNPs y una reacción de 6 h en etanol-aire para el caso de la RBITC.

Las part́ıculas Janus de ambos tamaños decoradas con AuNPs son fácilmente resueltas

mediante microcopı́a de barrido electrónico. Sin embargo la visualización en microscopı́a

óptica de fluorescencia para el caso de las part́ıculas fluorescentes presentó un problema

de resolución debido al tamaño, por lo que únicamente las part́ıculas de 3 µm son visualiza-

das. Además fue necesario utilizar una mezcla de disolventes que coincidiera con el ı́ndice
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de refracción de las part́ıculas de sı́lice para evitar la refracción de la luz de fluorescen-

cia emitida en todas direcciones. La mezcla utilizada con un ı́ndice de refracción n=1.4505

contiene 50 % v/v de DBM en etanol.

Los resultados y conclusiones obtenidos en este trabajo contribuyen al desarrollo de futuras

investigaciones de este singular tipo de part́ıculas ya que se establece un método sistemáti-

co y reproducible para la sı́ntesis de dichas part́ıculas. Por mencionar algunas; este trabajo

sirve como base para la mejora de la sı́ntesis de part́ıculas Janus. Por ejemplo, es deseable

continuar el escalamiento de preparación de coloidosomas, con el fin de obtener tanto una

mayor cantidad de part́ıculas en un sólo lote como diferentes tamaños y tipos de part́ıculas

Janus.

También, la buena funcionalización de part́ıculas de sı́lice abre la posibilidad de conjuga-

ción de una infinidad de compuestos gracias a la inserción del grupo amino. Asimismo, los

parámetros de modificación utilizados pueden servir como punto de partida para la introduc-

ción de otros grupos funcionales e incluso para otra base, como la magnetita que también

es ampliamente utilizada para modificación superficial.

La dependencia de intensidad de fluorescencia de la RBITC puede extenderse a otros

cromóforos de la misma familia. Adicionalmente, la alta estabilidad de la RBITC ofrece la

posibilidad del reciclado de la misma ya que sólo una mı́nima cantidad reacciona con la

part́ıcula. Esto reduciŕıa costos y optimizaŕıa el uso de la misma. Este tinte puede también

ser utilizado en la sı́ntesis de part́ıculas de sı́lice no sólo superficialmente fluorescentes, si

no desde el núcleo durante la sı́ntesis de las mismas.
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(3-aminopropil)trietoxisilano (99 %) Ácido acético glacial (99.85 %)

(APTES) C9H23NO3Si CH3COOH

Sigma Aldrich Sigma Aldrich

densidad: 0.946 g/mL masa molar: 151.12 g/mol

masa molar: 221.37 g/mol

Ácido Sulfúrico (97.9 %)

(3-etoxidimetilsilil)propilamina (97 %) H2SO4

(APDES) C5H15ON J.T. Baker

Sigma Aldrich masa molar: 98.08 g/mol

densidad: 1.057 g/mL

masa molar: 161.32 g/mol Alcohol etı́lico absoluto (99.95 %)

temperatura de ebullición: 80 ◦C CH3CH2OH

J.T. Baker

(3-Mercaptopropil)trimetoxisilano (95 %) densidad: 0.789 g/mL

(MPTMS) C6H16O3Si masa molar: 46.06 g/mol

Sigma Aldrich

densidad: 1.057 g/mL Benzofenona

masa molar: 196.34 g/mol C13H10O

Sigma Aldrich

4-nitrobenzaldehı́do (98 %) masa molar: 182.22 g/mol

(4-NBA) 4 – (NO2)C6H4CHO

Sigma Aldrich Bromuro de didodecidimetil amonio

(DDAB)

Acetona (99.6 %) Sigma Aldrich

C3H6O

J.T. Baker Cera parafina (99.8 %)

densidad: 0.791 g/mL C13H10O

masa molar: 58.08 g/mol Sigma Aldrich
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Citrato de sodio (98.0 %) Dicromato de potasio (99.8 %)

Na3C6H5O7 K2Cr2O7

Sigma Aldrich Fermont

masa molar: 258.06 g/mol masa molar: 294.18 g/mol

Cloroformo (99.9 %) Fluorescamina (98 %)

CHCl3 C17H10O4

Productos Quı́micos Monterrey Sigma Aldrich

densidad: 1.47 g/mL masa molar: 278.26 g/mol

masa molar: 119.38 g/mol

Fosfato de sodio dibásico heptahidratado

Cloruro de oro (III) trihidrato (99.9 %) Na2HPO4 · H2O

HAuCl4 · 3H2O Sigma Aldrich

Sigma Aldrich masa molar: 268.07 g/mol

masa molar: 393.83 g/mol

Hidróxido de potasio (98.0 %)

Dibromometano (99.0 %) KOH

(DBM) CH2Br2 Sigma Aldrich

Sigma Aldrich masa molar: 56.1 g/mol

densidad: 2.477 g/mL

masa molar: 173.83 g/mol Hidróxido de sodio (Perlas) (98.3 %)

temperatura de ebullición: 96-98 ◦C NaOH

J.T. Baker

Diclorodimetilsilano (99.5 %) masa molar: 40.0 g/mol

(DCDMS) Si(CH3)2Cl2
Sigma Aldrich Metanol (99.97 %)

densidad: 1.07 g/mL CH3OH

masa molar: 129.06 g/mol J.T. Baker

temperatura de ebullición: 70 ◦C densidad: 0.792 g/mL

masa molar: 32.04 g/mol
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Anexo A: Especificaciones de materiales y reactivos utilizados

Monofosfato de sodio anhidro Sodio metálico

NaH2PO4 Na

J.T. Baker Sigma Aldrich

masa molar: 119.98 g/mol masa molar: 22.98 g/mol

Partı́culas de sı́lice de 320 nm (SiPs) Tolueno (99.5 %)

SiO2 C6H5CH3

Lote S6, R=310 nm PD: 5.6 % J.T. Baker

densidad: 0.867 g/mL

Partı́culas de sı́lice de 3 µm (SiPs) masa molar: 92.14 g/mol

SiO2

Bangs Laboratories (Fishers, USA) Tritón X100 (99.5 %)

Sigma Aldrich

Partı́culas de sı́lice de 500 nm (SiPs) densidad: 1.07 g/mL

SiO2 masa molar promedio: 625 g/mol

Lote S % PD:

Partı́culas de sı́lice de ∼ 1 µm (SiPs)

SiO2

Lote S47, R=482 nm, PD: 2.0 %

Peróxido de hidrógeno (30 %)

H2O2

J.T. Baker

masa molar: 34.01 g/mol

Rodamina B Isotiocianato mezcla de isómeros

(RBITC) C29H30ClN3O3S

Sigma Aldrich

masa molar: 536.08 g/mol

solubilidad: 10 mg/mL (metanol A 20 ◦CC)
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Anexo B

Cálculo de moléculas de

conjugación presentes en la

superficie de partı́culas de sı́lice

modificadas

Se describe a detalle la estimación del número de moléculas de RBITC y de 4-NBA enla-

zadas a las part́ıculas de sı́lice modificadas descritas en la sección de resultados y análisis

4.5.2.

Se desea obtener el número de moléculas de un compuesto en una part́ıcula de sı́lice; por

ejemplo la RBITC cuyo valor de concentración se obtiene a partir de la curva de calibración

de la sección 4.5.2 convertida a g/mL:

nRBITC
part = CRBITC Vdis NA

Npart PMRBITC
, (B.1)

donde nRBITC/part es la cantidad de moléculas de RBITC por part́ıcula, CRBITC es la con-

centración experimental de RBITC en g/mL, Vdis es el volumen de disolución medido en la

111



Anexo B: Cálculo de moléculas de conjugación presentes en la
superficie de partı́culas de sı́lice modificadas

celda de cuarzo utilizada en fluorimetŕıa (5 mL para la RBITC), NA es el número de Avo-

gadro (6.023 × 1023 moléculas/mol), Npart es el número de part́ıculas de sı́lice disueltas, y

PMRBITC es el peso molecular de la RBITC (546.06 g/mol).

Se tiene que el número de part́ıculas en una masa total de part́ıculas disueltas (mT) en

NaOH 1 M, es:

Npart = mT
m1p

= mT
ρ1p V1p

, (B.2)

donde m1p es la masa de una part́ıcula de sı́lice dada por el producto de su densidad (ρ1p)

y su volumen (V1p).

Reescribiendo la ec. anterior B.2 en términos del volumen de una part́ıcula:

Npart = 3 mT
ρ1p 4πR3 , (B.3)

donde R es el radio de la part́ıcula y se asume que la densidad de una part́ıcula es de

2 × 106g/m3.

Sustituyendo la ec. B.3 en la ec. B.1 se obtiene:

nRBITC
part =

4π CRBITC Vdis NA R3 ρ1p
3 mT PMRBITC

, (B.4)

Por lo que mediante la ec. B.4 se puede estimar el número de moléculas de RBITC conju-

gado a 10 mg de part́ıculas de sı́lice de 1 µm en 5 mL de disolución.

nRBITC
part =

4π (1.58 × 10–9 g
mL ) (5mL) (6.023 × 1023 moléculas

mol ) (5 × 10–7m)3 (2 × 106 g
m3 )

3 (0.01g) (536.06 g
mol )

,

(B.5)

resultando:
nRBITC

part = 846 moléculas de RBITC. (B.6)
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Anexo B: Cálculo de moléculas de conjugación presentes en la
superficie de partı́culas de sı́lice modificadas

En el caso del 4-NBA, la concentración dada en nmol de grupos amino se convierte a mol

y únicamente se realiza la ecuación siguiente:

n4–NBA
part = C4–NBANA

Npart
, (B.7)

Si se sustituye el número de part́ıculas el cual se calcula del mismo modo que en la ec. B.2

se obtiene:

n4–NBA
part =

4π C4–NBA NA R3 ρ1p
3 mT

, (B.8)

El radio de part́ıculas y la masa total de part́ıculas tienen el mismo valor que el utilizado

para la RBITC, por lo que al sustituir los valores se obtiene:

n4–NBA
part =

4π (1.25 × 10–8mol) (6.023 × 1023 moléculas
mol )(5 × 10–7m)3 (2 × 106 g

m3 )
3 (0.01g) , (B.9)

resultando:
n4–NBA

part = 7.8 × 105 moléculas de 4 – NBA. (B.10)
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Anexo C

Uso del software ImageJ para el

análisis de partı́culas

fluorescentes

Para comparar la intensidad de fluorescencia entre los diferentes tiempos de reacción de las

part́ıculas de sı́lice modificadas con APTEs y la RBITC se utilizó el programa ImageJ. Las

imágenes fueron guardadas en formato .tiff para conservar la mayor información posible

tomada con el microscopio []. En esta sección se hace una descripción paso a paso del uso

del programa y la forma en la que se llevó a cabo el análisis.

1. Una vez instalado, abrir el programa ImageJ.

Figura C.1: Ventana de inicio del programa ImageJ.
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Anexo C: Uso del software ImageJ para el análisis de partı́culas
fluorescentes

2. Dar clic en la opción File-Open o teclear Ctrl + O al mismo tiempo.

Figura C.2: Abrir imagen.

3. Se selecciona la imagen a analizar dando doble clic sobre ella o sobre el botón Abrir.

Figura C.3: Abrir imagen.

4. En algunas ocasiones el fondo de la imagen no es completamente negro, por lo que,

para un buen análisis es necesario sustraerlo. La forma de hacer esto en ImageJ es

dar clic en la opción Process-Substract Background.
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Anexo C: Uso del software ImageJ para el análisis de partı́culas
fluorescentes

Figura C.4: Sustracción del fondo fluorescente.

5. Al abrir la opción de sustracción del fondo aparece la siguiente ventana. El rolling ball

radius corresponde a la cantidad de pixeles que se desea tomar para la sustracción.

Las demás opciones sirven para elegir el tipo de sustracción. En el caso de imágenes

fluorescentes pueden escogerse las primear dos opciones dependiendo de la canti-

dad de fluorescencia que exista en el fondo de la imagen. Cuando el fondo es muy

oscuro y simplemente hay un foco muy fluorescente se utiliza la opción Light back-

ground. Cuando el fondo en general tiene cierta fluorescencia se selecciona la opción

Separate colors. Para ver los cambios antes de elegir el tipo de sustracción, se puede

seleccionar la opción de Preview. Una vez seleccionada la opción se da clic en OK.

Figura C.5: Selección de opción para sustracción del fondo fluorescente.
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Anexo C: Uso del software ImageJ para el análisis de partı́culas
fluorescentes

Figura C.6: Sustracción del fondo fluorescente (a) Imagen original (b) Imagen con fondo modificado.

6. Para analizar cada una de las part́ıculas podemos ampliar y mover la imagen: la am-

pliamos, dando clic en la lupa y la acercamos dando clic izquierdo o utilizando el

sı́mbolo de ‘+’ en el teclado y la alejamos dando clic derecho o apretando el sı́mbolo

‘-’. Para mover la imagen, se da clic en el sı́mbolo de la mano y se sostiene la imagen

para cambiarla de lugar o presionando la barra espaciadora y dando clic izquierdo

sosteniendo para cambiarla de posición.

Figura C.7: Sı́mbolo lupa para acercarse o alejarse y sı́mbolo mano para mover la posición de la

imagen.

7. Una vez localizada la part́ıcula, se da clic en la opción de óvalo. La part́ıcula se rodea

sosteniendo el clic izquierdo (quedará identificada por un marco color amarillo).
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fluorescentes

Figura C.8: Selección de una part́ıcula.

8. Para obtener información sobre la part́ıcula seleccionada se escogen los paramétros

de análisis en la opción Analyze-Set Measurements.

Figura C.9: Opción establecer parámetros.

9. Al seleccionar la opción Set Measurements se abre una ventana. Los parámetros que

deseamos guardar son Area y Mean gray value. El primero analiza el número de pixe-

les y el segundo el valor de escala de grises promedio de los pixeles seleccionados.

Para enumerar las part́ıculas que se han analizado se selecciona la opción Display
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Anexo C: Uso del software ImageJ para el análisis de partı́culas
fluorescentes

label y para mantener todas las part́ıculas seleccionadas que se analicen se activa la

opción Add to overlay. Se da clic en el botón OK para continuar.

Figura C.10: Selección de parámetros de análisis.

10. Una vez seleccionada la part́ıcula se aprietan en conjunto las teclas Ctrl + M para

comenzar el análisis. Automáticamente se asignará un número a la part́ıcula rodeada

y se mostraran los parámetros analizados que se escogieron en la ventana anterior

Figura C.11: Análisis de una part́ıcula.

11. Al finalizar el análisis de las part́ıculas se guardan los datos analizados dando clic en

la opción File-Save As o Ctrl + S.
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Anexo C: Uso del software ImageJ para el análisis de partı́culas
fluorescentes

Figura C.12: Guardado de análisis.

12. Después de guardar se cierra la ventana de resultados y se procede a guardar la

imagen con las modificaciones realizadas para no perder el archivo original. Para esto

se selecciona la ventana de la imagen y se da clic en la opción File-Save As o Ctrl +

S. Se selecciona el formato .tiff

Figura C.13: Guardado de imagen analizada.

13. De este modo se mantienen ambos archivos: el original y la imagen analizada.

Figura C.14: Imágenes de part́ıculas (a) archivo original (b) imagen analizada.
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