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Resumen

El auge en el estudio de sistemas con caracter anisotrépico que permiten implementar siste-
mas modelo y el entendimiento de diversos fendmenos en la naturaleza para su aplicacion
en materiales, biomedicina o informatica surgié gracias a la introduccién del término de

particulas Janus.

Particulas Janus con hemisferios de afinidad opuestas creadas mediante la modificacion
quimica han representado grandes desafios en lo que a su sintesis y caracterizacion se

refiere.

La motivacion de este trabajo es, a partir de los métodos previamente creadas y nuevas
técnicas propuestas; establecer un método sistematico, simple, reproducible, escalable y
eficiente de fabricacion de particulas Janus. Ademas de tener una profunda comprension
sobre los métodos de conjugacion y las técnicas necesarias para su facil visualizacion y

caracterizacion.

Primero se introduce el origen del término Janus y la importancia de las particulas anfifilicas,
asi como sus diversas aplicaciones. También se aborda la sintesis y caracterizacion de

particulas Janus, y las propuestas para vencer las problematicas que se presentan.

El segundo capitulo extiende una explicacién tedrica sobre las particulas de silice: la quimica
de su superficie, la funcionalizacion de su superficie con agentes silanos y la conjugacion
de los grupos amino en su superficie con nanoparticulas de oro y un tinte fluorescente.
También se describen los fundamentos tedricos sobre las técnicas de caracterizacion de

particulas con diferentes tipos de modificacién superficial.

El tercer capitulo concentra los métodos experimentales y los parametros utilizados para

cada sintesis.

En el cuarto capitulo se muestran los resultados mas importantes y el analisis de los mismos

con las técnicas mencionadas en el capitulo precedente.

El dltimo capitulo resalta los logros y contribuciones mas valiosas del trabajo. También se

incluyen algunos analisis, espectros y uso de software en los apéndices.
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Capitulo 1

Introduccion

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 cientifica, la cual ha incrementado su detallado estudio y reproduccion para fines
biolégicos y tecnoldgicos.En términos de composicidon quimica, estos sistemas pueden sin-
tetizarse a partir de especies organicas, inorganicas o ambas; permitiendo asi el desarrollo

de materiales innovadores.

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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A nivel microscopico, el autoensamblado esta gobernado en su mayoria por interaccio-
nes débiles, tipo van der Waals o puentes de hidrédgeno. La organizacion resultante de
estas unidades determina las propiedades macroscopicas del sistema: Opticas, electroni-
cas, mecanicas, etc. En particular, la organizacidon observada en dispersiones coloidales
es de gran interés, ya que permite manipular propiedades macroscdpicas del sistema para

crear nuevos materiales con propiedades deseadas para multiples aplicaciones.

Los sistemas coloidales son los mejores modelos que enmarcan la barrera entre pequernias
moléculas (~A), que son detectadas mediante técnicas electrénicas de microscopia, y obje-
tos grandes (100 ~ um) que son observables por el ojo humano. Las estructuras deseadas,
asi como las propiedades macroscopicas de un sistema coloidal pueden lograrse unica-
mente con el control preciso sobre las interacciones entre particulas. Cuando estas inter-
acciones dependen de una u otra parte especifica de la particula, se habla entonces de
interacciones anisotrdpicas. La autenticidad de los nuevos bloques de construccion por an-

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

< o

se pueden formar Fig 1.2.

Ramificado Particulas coloidales Poliedros
2
Con patrones Discos, varillas y elipsoides

Figura 1.2: Variedad de estructuras de auto-ensamblado de caracter anisotrépico. Adaptado de [1].

Un ejemplo unico de anisotropia son las particulas Janus, que, gracias a su complejidad
en comportamiento de fase, potencialmente prevé fases completamente nuevas [2]. La ex-
ploracion de estas nuevas fases es de gran importancia ya que proporciona informacion

sobre los procesos de organizacion de las particulas y de las fuerzas que intervienen en di-

2
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cha organizacion. Ademas, el conocimiento basico de estos procesos y su influencia sobre
las propiedades macroscopicas permitira disefar, programar y reconfigurar las estructuras

segun la aplicacion y demanda.

Las particulas Janus fueron dadas a conocer a la comunidad cientifica en el afio de 1991 por
el premio Nobel de Quimica: Pierre-Gilles de Gennes durante su discurso [3]. Aunque anos
antes (1988), la primera publicacion sobre particulas 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 composicion de la particula en

un hemisferio que es hidrofilico o polar, mientras que el otro es hidrofébico o no polar.

Figura 1.3: Representacion esquematica de particula Janus, el dios romano de los principios y fines
con dos cabezas mirando hacia lados opuestos.

Esta importante caracteristica parecida a la de un tensoactivo permite la adsorcion de las
particulas en una interfase acuosa y oleosa concediendo el estudio de sistemas molecula-
res complejos, como el comportamiento de fase de polimeros [5] o el auto-ensamblado de
membranas bioldgicas [6]. Ademas, abren paso al uso de estas particulas como trazadores

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

También pueden ser utilizadas como agentes estabilizantes de emulsiones (tensoactivos
solidos) [8], bloques de construccion para estructuras supramoleculares [9, 10], agentes
cataliticos [11, 12], sensores o liberadores de farmacos [13, 14, 15], entre otros. La flexibi-
lidad en cuanto al uso de las particulas Janus puede ser muy amplia gracias a su potencial

selectividad quimica. Sin embargo, las mayores limitantes de los sistemas Janus, son la
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complejidad de su sintesis y su posterior caracterizacion.

En particular, la sintesis de particulas Janus con base de silice ha sido recientemente estu-
diada ya que ofrece la posibilidad de introducir distintos grupos funcionales en la superficie
de las particulas que permiten controlar las interacciones entre las mismas. Uno de los
meétodos mas exitosos hasta el momento esta basado en la preparacion de una emulsion
en la cual las particulas de silice son adsorbidas en la interfase protegiendo un hemisfe-
rio de las mismas [16]. De este modo el hemisferio expuesto es modificado quimicamente
mientras que el otro es protegido. No obstante, hay un gran interés en aplicar este método
hacia distintos tamafnos de particulas y ademas obtener diferentes configuraciones anfifili-

cas dependiendo del grupo funcional introducido.

El hemisferio hidrofdbico de las particulas Janus ha sido ampliamente estudiado y exitosa-
mente establecido [17], pero el lado hidrofilico aun sufre de ciertas deficiencias, sobre todo
en la insercion de grupos que le brinden el caracter polar. Por ello, es necesario establecer
meétodos que permitan la caracterizacion de particulas completamente modificadas de ma-
nera aislada antes de introducir dicha funcionalizacion en un sistema mas complejo como

las particulas Janus.

Otra limitante es la conjugacion selectiva para la caracterizacion de particulas Janus ya
gue ésta depende de parametros ajenos a la particula. Algunas formas de caracterizacén
incluyen la conjugacion de un agente visual como nanopatrticulas de oro, lo cual es muy
practico y facil de observar utilizando de microscopia de barrido electrénico. Otra opcidn,
es mediante la conjugacion de un tinte fluorescente con el cual las particulas pueden ser
visualizadas por microscopia dptica de fluorescencia, aunque esta técnica requiere de ta-
manos de aprox. 3 um de particulas. De ahi la necesidad de sintetizar particulas Janus de

distintos tamanos.

El objetivo principal de la presente propuesta consiste en realizar la sintesis y caracteriza-
cion de particulas Janus esféricas utilizando como base la silice. 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 dispersion de luz,

para la cual particulas con tamafio menor a 1 um son deseadas.
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Los objetivos particulares se enlistan a continuacion:

1. Extender la sintesis a particulas de distintos tamarios y aumentar la cantidad de particu-

las por lote mediante la variacion en los parametros utilizando el método de emulsion.

2. Estudiar y controlar la funcionalizacion de grupos que brinden un caracter polar para

aplicarlo posteriormente a las particulas Janus.

3. Visualizar las particulas Janus decoradas con nanoparticulas de oro mediante micros-

copia de barrido electrdnico.

4. Conjugar un tinte fluorescente que proporcione la mayor intensidad de fluorescencia
para facilitar la detecciéon del hemisferio hidrofilico mediante microscopia 6ptica de

fluorescencia.

Hipodtesis

La sintesis de particulas Janus con diferente area superficial requiere de un ajuste en los
parametros de la proteccion de un hemisferio. La caracterizacion del balance Janus desea-
do requiere de la conjugacion de agentes visuales a un hemisferio de la particula, pero
para su correcta visualizacion es indispensable optimizar previamente los parametros de

modificacion superficial.



Capitulo 2

Marco Teodrico

Este capitulo extiende los fundamentos tedricos de las propuestas y las técnicas de carac-
terizacion utilizadas, para abordar de una mejor manera las problematicas que se enfrentan

en este estudio y realizar un analisis mas 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 tecnoldgicos. Ejemplos de ello son la creacién de la ceramica y el vidrio. Poste-
riormente, en la era de la revolucidn industrial se sintetizaron polimeros, pinturas, pastas,

espumas, etc.

Posteriormente, se optd por estudiar mas a detalle las propiedades fisicoquimicas, compor-
tamiento y estabilidad de estos sistemas con el fin de ampliar y potenciar sus aplicaciones
tecnoldgicas que brindan una conexidn directa entre las propiedades micro y macroscopi-
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 esta
distribuida dentro de otra fase continua. Los coloides tienen un tamaro aproximado entre 1
nmy 1 um. Aunque hay excepciones en el tamafo ya que no es el unico criterio. La Tabla

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

Fase dispersa Medio de dispersion Nombre Ejemplos
Liquido Gas Aerosol liquido Niebla, sprays liquido
Sélido Gas Aerosol sélido Humo
Gas Liquido Espuma Espuma
Liquido Liquido Emulsién Leche, mayonesa
Sdlido Liquido Sol, dispersion coloidal o suspensién Pinturas, pasta de dientes
Gas Sdlido Espuma sdlida Espuma de poliuretano, poliestireno
Liquido Sdlido Emulsién sdlida Asfalto, helado
Sdlido Sdlido Suspension solida Opalo, perla, plastico pigmentado

Tabla 2.1: Tipos de sistemas coloidales con ejemplos.
En comparacion con su volumen, el area superficial de los coloides es grande. Muchas
de estas particulas tienden a encontrarse cerca de una interface. Por lo que la quimica de

superficies es muy importante en la ciencia de los coloides.

Enfocandose en las suspensiones (particulas sdlidas dispersas en un liquido), el estudio de
las interacciones entre particulas ha ayudado a comprender el comportamiento de los co-
loides. Estas son importantes tanto industrialmente como cientificamente en la preparacién
de sistemas modelo con los cuales se pueden probar las interacciones intermoleculares

responsables del comportamiento de fase [18].

Las interacciones entre particulas coloidales pueden darse por fuerzas atractivas de van
der Waals ocasionadas por la fluctuacion de los campos electromagnéticos asociados con
las polarizabilidades de las particulas. Las particulas 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 particulas. La distribucion del potencial

determina la energia de interaccion entre particulas. Esto es, en muchos casos, responsable

7
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de la estabilidad de las particulas contra la coagulacion y el comportamiento del fluido de la
suspension coloidal. El potencial zeta es un indicador clave de las dispersiones coloidales.
La magnitud del potencial zeta indica el grado de repulsion electrostatica entre particulas
similarmente cargadas en una dispersion. Por ejemplo, cuando el potencial zeta es grande,
la dispersion se considera estable. Y cuando éste es pequefio la agregacion es rapida por

lo que el sistema no es estable.

Cuando las particulas coloidales se encuentran unas con otras, el balance de las fuerzas
atractivas y repulsivas controlan la estabilidad de la dispersion. 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 dispersion es estable
[19]. Por otra parte, si no existe una barrera de potencial interactuando entre las particulas
coloidales, debido al balance entre las fuerzas atractivas y repulsivas, éstas pueden atraer-
se entre ellas y agregarse. La agregacion entre particulas depende de la concentracién a
la que se encuentren. Por ejemplo, la agregacion a bajas concentraciones cuando es re-
versible se conoce como floculacion. La estructura consiste en un arreglo de agregados
conocidos como fléculos Fig. 2.1. A altas concentraciones, la agregacion se conoce co-
mo coagulacion pero ésta incluye ademas un cambio en la estructura. La distincién entre
los procesos reversibles e irreversibles no es tan definida. La agregacion puede darse por

gelacion, coagulacion, floculacion, o coacervacion [20].

1. Gelacidn: Las particulas se encuentran unidas en cadenas ramificadas que llenan todo
el volumen de la suspension de modo que no hay un incremento en la concentracién
de particulas en ninguna region macroscoépica en el medio. Todo el medio se vuelve
viscoso y solidifica por una red coherente de particulas que por accién de la capilaridad

retiene liquido.

2. Coagulacion: Las particulas se juntan en grumos relativamente empaquetados y cer-

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

3. Floculacién: Las particulas 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 agregacion en las particulas coloidales dependiendo su concentracidon en el

medio.
4. Coacervacion: Las particulas son rodeadas por una capa adsorbida de un material

que las hace menos hidrofilicas, pero no forma puentes entre ellas. Las particulas se

agregan como un liquido concentrado inmiscible en la fase acuosa.

Un agregado se separa por sedimentacion. Si el agregado es mas denso que el medio en
el que se encuentra, las particulas sedimentan; de lo contrario se separan por cremado. La
tasa de sedimentacidn es proporcional al tamafo de las particulas segun la ecuacion de
Stokes ec. 2.1.

2(pp — p1)gR2
V= (Pp—P1)9 ’ (2.1)
9v

donde pp y p| son las densidades de las particulas y el liquido, respectivamente, g es la

aceleracion de la gravedad, R es el radio de la particula 'y v es la viscosidad del medio.

Las particulas coloidales pueden ser estabilizadas contra la agregacion en distintas formas:

2.1.1. Estabilizacién de carga

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

nismos. Por ejemplo, la ionizacién de los grupos superficiales acidos o basicos en una
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disolucién acuosa pueden crear una superficie cargada. La adsorcién, desorcion o adsor-
cién/desorcion de tensoactivos idnicos pueden de manera similar conducir a la formacién
de la doble capa eléctrica en distintas dispersiones coloidales. La concentracion y naturale-
za de un electrolito también tiene el suficiente impacto en la estabilidad de las dispersiones
coloidales cargadas. La valencia del idn de carga opuesta tiene una gran influencia sobre la
prevencion de la coagulacién de una dispersion coloidal. En la actualidad es posible inter-

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

Esta teoria explica tanto las fuerzas entre dobles capas eléctricas (repulsivas para particulas
con la misma carga) y las fuerzas de largo alcance de Van der Waals que generalmente

son atractivas.

Al graficar la energia potencial en funcidn de la separacion entre las superficies de las
particulas es posible determinar la estabilidad de la suspensién coloidal o si alguna aso-
ciacién va a ocurrir. Si la curva de energia de potencial tiene un minimo de atraccién a
pequefias separaciones entre particulas Fig. 2.2 (curva a), el sistema sera inestable dan-
do lugar a asociaciones. La asociacion tomara la forma de floculacion si es reversible o

coagulacion si es irreversible.

Energia potencial, V
=

Figura 2.2: Curvas de energia de potencial en funcion de la separacién de superficies de particulas
coloidales con carga. La concentracion del electrolito disminuye de a - c. Adaptado de [19].
A veces, la curva de energia de potencial tiene un segundo minimo separado del minimo

primario mediante una barrera. Si la barrera es grande comparada con kgT (T=298 K),

10
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pero el minimo secundario es comparable con kgT, entonces puede ocurrir una floculacion
reversible estableciendo un equilibrio cinético entre las particulas y agregados débilmente

atraidos 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 minimo primario. Las energias de las particulas estan dadas por la distribucion
Boltzmann, la cual permite determinar que a temperatura ambiente muy pocas particulas
seran capaces de atravesar esa barrera. La cinética de asociacion de particulas coloidales
esta determinada por la presencia de su barrera de potencial y su magnitud. Si no existe
un minimo secundario y la barrera de energia de potencial es suficientemente grande com-
parada con la energia térmica (kg T), entonces muy pocas particulas tendran la posibilidad
de “caer” en el minimo primario. En este caso, se dice que la dispersion es cinéticamente

estable Fig. 2.2 (curva c) y no hay floculacion o coagulacion.

2.1.2. Estabilizacion estérica

La estabilizacion estérica de una suspension coloidal se alcanza enlazando moléculas de
largas cadenas a las particulas coloidales. Cuando las particulas coloidales se aproximan
entre si, la limitada interpenetracion de las cadenas poliméricas da lugar a una repulsion
efectiva que estabiliza la dispersion en contra de la floculacion. La estabilizacion estérica
tiene muchas ventajas comparada con la estabilizacion por carga. Primero, porque la re-
pulsién entre particulas no depende de la concentracion 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 idnica. Segundo, la estabilizacion estérica es efectiva en medios acuosos
y no acuosos, mientras que la estabilizacién por carga es normalmente explotada en di-
soluciones acuosas. Por ultimo, la estabilizacion estérica opera sobre un amplio rango de
concentraciones coloidales, en contraste con la estabilizacion por carga que no es mas

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 ilustré en la Fig. 2.2, las interacciones repulsivas son im-
portantes cuando las moléculas estan cerca. Las interacciones atractivas en particulas 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 anfifilos
pertenecen a la ultima clase. Una condicién necesaria para que la formacion 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 hidrégeno cobra importancia.

Tipicamente, el proceso de autoensamblado en sistemas coloidales es espontaneo, por eso
esta acomparnado por la disminucion de la energia total del sistema. Sin embargo, no todos
los sistemas pueden llegar al equilibrio termodinamico. En ciertas condiciones las particulas
no tienen suficiente movilidad para lograr la organizacion en equilibrio, por ejemplo, cuando

la fraccion de volumen es muy alta o la atraccién entre ellas es demasiado fuerte.

En este caso las estructuras formadas estan fuera de equilibrio porque estan dinamicamen-
te arrestadas [21]. Estas organizaciones son metaestables y sus propiedades macroscopi-
cas, aunque lento, siguen evolucionando en tiempo. Por eso al estudiar el autoensamblado
coloidal es importante tomar en cuenta la dindmica de las particulas, ya que ésta puede

gobernar los procesos de organizacion de las mismas.

En el caso de interacciones anisotropicas, el potencial de interaccion depende de las partes
especificas a través de las cuales cada particula interactua con las demas. Por ejemplo,
la desviacién de la geometria esférica hacia otras geometrias no esféricas (por ejemplo,
rodillos, discos, elipsoides, cilindros, etc.) Fig. 2.3, trae una asimetria en las interacciones,

asi como en los ensambles formados por estas geometrias [22].

Otro ejemplo de anisotropia son las particulas que tienen varias partes (de su superficie
o de su volumen) quimicamente modificadas en diferentes formas. Por ejemplo, pueden
fabricarse coloides esféricos con caracter anfifilico similar al de los tensoactivos o polimeros
de bloque, creando dos superficies con caracteristicas diferentes en cada hemisferio de la

particula. Este tipo de coloides son conocidas como particulas “Janus” [3, 17, 23].

12
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(a)

Figura 2.3: Geometrias anisotrdpicas: (a) Esferas, (b) Discos, (c) Cilindros.
Simulaciones computacionales recientes recalcaron las similitudes, asi como las diferencias
en comportamiento de fase entre sistemas anfifilicos 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 particulas [26] , y su comportamiento de fase
ante distintos rangos y fuerzas de interaccion, tensiones o flujos [27]. De aqui la gran impor-
tancia de obtener una cantidad considerable de particulas Janus que permitan la aplicacion

y estudio experimental del comportamiento de fase predicho.

2.2. Sintesis de particulas Janus

La preparacion de particulas Janus ha sido aproximada por distintos caminos. La Tabla
2.2 resume los métodos comunmente utilizados para sintetizar particulas Janus, aunque
muchos mas métodos han sido utilizados e inventados. En la tabla se realiza una evaluacion

con base en ciertas caracteristicas deseadas para sus futuras aplicaciones.

En general, lo que se busca en la sintesis de particulas Janus segun Ref. [28] es:

1. Homogeneidad: Las particulas deben ser homogéneas tanto en tamafio como en geo-

metria.

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

para encontrar la geometria Janus deseada.

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

lizar la superficie.
4. Escalamiento: La posibilidad de escalar el procedimiento a grandes cantidades.

13
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Método Tamario/Distribucién de tamano Quimica/Materiales Autor
Ensamblado molecular <100 nm monodispersas Ensamblado de bloques copolimero  [29]
Nanocristal dumbbell <100 nm <10 % PD* Metal, éxidos metalicos cubiertos [30]

con tensoactivos.

Microfluido 10-100 pm <5% PD Mondémeros fotocurables [31]
Electro co- jetting 0.5-10 pm PD variada Recubrimiento metdlico o dieléctrico  [32]
Emulsién 0.2-10 pum PD depende Particulas con superficie reactiva [33]

de las particulas de partida

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

Evidentemente se persigue el procedimiento que cumpla con todas estas caracteristicas,
aunque éste también depende del tipo de estudio que se desee realizar con las particu-
las. Por ejemplo, para estudios de autoensamblado se requieren particulas homogéneas
con geometria ajustable; para estabilizacion en emulsion, se prefieren altas cantidades de
particulas; para liberacion de farmacos y biomedicacion, es prioritario la biocompatibilidad
y biodegrabilidad. Este trabajo se enfoca en la sintesis de particulas Janus con diferente
modificacion superficial capaz de reaccionar con futuros compuestos. Por esta razon, el
método mas efectivo es el de emulsion. Como se observa, el material base para la sintesis
de particulas Janus es variado. Un material comunmente utilizado es la silice gracias a sus

propiedades inertes y a la capacidad de funcionalizacidn superficial.

El método desarrollado por Granick et al [16] basado en la proteccion-deproteccion de
particulas de silice utilizando una emulsién de aceite en agua (O/W) es un método sim-
ple y eficiente para fabricar particulas Janus homogéneas. Las grandes ventajas de este
método son: i) facilita la sintesis de una alta cantidad de particulas por lote, ii) es posible
escalar el método a una mayor cantidad o diferente tamarno de particula, ya que la emulsion
ofrece una gran area interfacial en un volumen relativamente pequefio vy iii) permite tener
un control sobre el balance Janus que es la razén de la fraccidn protegida de la particula y

la expuesta.
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Figura 2.4: Representacion de la sintesis de particulas Janus mediante el método proteccion-

deproteccion [34].

El método de Granick Fig. 2.4 consiste en derretir cera parafina la cual fungird como la
fase aceitosa. Las particulas son dispersas en agua y adicionadas a la cera para formar la
emulsion que se lleva a cabo a la temperatura de fusion de la cera. Una vez que la emulsion
estabiliza, ésta se enfria a temperatura ambiente para sellar las particulas en la cera. Las

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

Posterior a la modificacion superficial del hemisferio expuesto de las particulas en coloido-
soma, la cera es derretida en un disolvente organico y el hemisferio protegido de las particu-
las puede ser modificado. Para controlar el balance Janus, Jiang et al [35] introdujeron un
tensoactivo catidnico en la emulsion. Entre las funciones del tensoactivo se encuentran au-
mentar el grado de hidrofobicidad de la superficie de las particulas mediante la adsorcidon

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

Esta adsorcién es favorable puesto que la superficie de la particula se encuentra cargada
negativamente al pH utilizado para la formacidn de los coloidosomas (pH = 6-7). Otra funcién
del tensoactivo es favorecer el empaquetamiento de las particulas debido a dos razones:
La primera es que aumenta el angulo de contacto Fig. 2.5 (b) entre la particula y la cera
lo que ayuda a que la particula penetre mas en la cera. Para controlar la concentracion de

tensoactivo se prefiere referirse a ella por medio de la concentracion micelar critica (CMC).

No obstante, se ha encontrado que la mayor energia de adsorcion de las particulas en la

cera se da a los 90° por lo que al sobrepasar este angulo puede llevarse a cabo una in-
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Figura 2.5: Esquema de la funcidn del tensoactivo: primero hidrofobiza parcialmente la superficie
de la silice; después sumerge la particula en la cera al incrementar la concentracion.

version de la emulsidon. La segunda razdn es que debilita la repulsion electrostatica entre
las particulas de silice ya que las cargas de la particula se neutralizan con las cargas del
tensoactivo. Esto favorece el empaquetamiento de las particulas ya que debido a la carga
parcialmente apantallada, éstas tenderan a sumergirse en la cera. De este modo, la varia-
cion de la concentracion de tensoactivo en el sistema se traduce en el control del balance

Janus.

El siguiente paso crucial para la sintesis de particulas Janus es la modificacion superfi-
cial. El empaquetamiento en coloidosoma tiene sus grandes ventajas como se ha descrito
hasta ahora pero también esta sujeto a una serie de restricciones cuando se trata de la
modificacion superficial de las particulas:

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

lucion de la cera.

2. Se debe realizar a temperatura ambiente 0 menor a la temperatura de fusion 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 mecanico que

provoca que las particulas se despeguen de la cera.

4. Por la misma razén del punto anterior es preferible no introducir ningun artefacto que

produzca la agitacion de los coloidosomas y ocasione la pérdida de particulas.

Para sobrellevar estas restricciones, se ha encontrado que la modificacion con agentes
silanos en vapor para crear el hemisferio hidrofdbico otorga una alta funcionalizacion [17].
Utilizando este método es posible producir hasta 200 mg de particulas Janus de 3 pm donde
el hemisferio hidrofdbico contiene grupos metilo y el hemisferio hidrofilico esta compuesto

por grupos hidroxilo.

Algunos acercamientos para crear el hemisferio hidrofilico de la particula también han sido
propuestos por silanizacion con aminosilanos en vapor [23]. La desventaja mas importante
de este método es que presenta un bajo rendimiento de funcionalizacion superficial. Por
lo que, al conjugar agentes visuales como nanoparticulas de oro es aun dificil distinguir
el balance Janus. Por esta razon, la opcion de funcionalizacion en solucidn de coloidoso-
mas cobra importancia pero se ve ampliamente limitada por las restricciones innatas a los

coloidosomas.

Otra opcidn, antes de realizar la modificacidn en un sistema tan complejo como los coloido-
somas, es funcionalizar completamente las particulas de silice. De este modo, es posible
tener un mayor entendimiento y control sobre la modificacion superficial de particulas de
silice con grupos amino. En este trabajo se presentan ambas aproximaciones y la quimica

superficie de particulas de silice se describe a continuacion.

2.3. Quimica de la superficie de particulas de silice

El diéxido de silicio o silice (SiO5) es uno de los mayores componentes en la superficie de
la tierra. Combinado con 6xidos de otros metales pesados forma los minerales de silicato
presentes en las rocas, arena o tierra. La silice es separada de estos elementos por accion

del agua para formar cristales de cuarzo [20]. Esencialmente la silice puede encontrarse
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de forma natural o sintética, cristalina o amorfa. En cualquiera de estas formas la silice se
encuentra rodeada por dos o seis atomos de oxigeno. La red cristalina de la silice, asi como

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

¢

OO ©

Figura 2.6: Estructura de la red cristalina de silice. En las esquinas se encuentran localizados cuatro
atomos de oxigeno (negro) y en el centro un atomo de silicio (rojo). Los grupos SiO4 comparten un
atomo de oxigeno con el grupo adyacente.

Todas las formas de silice contienen un enlace siloxano (Si-O), el cual es el mas estable
de todos los enlaces de tipo Si-X. En la silice amorfa la estructura del bulto esta determi-
nada por un empaquetamiento aleatorio de las unidades [SiO4]4‘. Como resultado de los

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

Las particulas de silice pueden sintetizarse por el mecanismo de nucleacion y crecimiento.
A diferencia de los atomos y moléculas en los sdlidos, las particulas coloidales y cadenas
poliméricas son caracterizadas por una distribucion de tamafos conocida como polidisper-
sidad (PD). La PD indica la variacion de tamafo y representa el tamafo de un determinado

numero de particulas coloidales o los pesos moleculares de un polimero.

La polidispersidad tiene importantes consecuencias en la estructura y dinamica de fluidos
de estos materiales. Para obtener un lote de particulas con una distribucion estrecha (casi
monodispersa), se controlan principalmente los parametros en los pasos de nucleacién y

crecimiento durante su sintesis.

De modo que nuevas particulas son nucleadas al mismo tiempo que las ya existentes estan
creciendo. A este proceso se le denomina nucleacion heterogénea. Ademas las ultimas
particulas nucleadas pueden unirse a particulas aun mas pequenas y perturbar el proceso

de crecimiento. El primer método estandarizado para la sintesis de soles monodispersos
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Figura 2.7: (a) Imagen SEM de particulas altamente monodispersas de silice sintetizadas por el
método de Stober. (b) Grafica de la distribucién de tamanos de las particulas de silice mostradas en
la figura a), se calcula un porcentaje de polidispersidad de 2.5 %

de silice con un tamarno de particulas entre 2-3 um de diametro fue obtenido por Stéber [37]

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

El tamano de las particulas coloidales puede ser caracterizado por diferentes métodos. De-
bido al limite de resolucidn, la microscopia de barrido electrénico (SEM) y la microscopia
de transmision electrénica (TEM) son las técnicas mas apropiadas Fig. 2.7. La superficie
de particulas de silice limpias esta cubierta con grupos hidroxilos (-OH) enlazados a ato-
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 particula esta constituida

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

2.4. Modificacion de la superficie de particulas de silice

con agentes silanos

Los agentes silanos u organosilanos son preferidos para la modificacion superficial de
particulas de silice porque tienen una gran versatilidad en cuanto al ajuste del grupo que
se desee introducir en la superficie de la silice. Los aminosilanos son atractivos porque

permiten la futura conjugacion de moléculas quimicas grandes. La funcionalizaciéon puede
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Figura 2.8: Representacion esquematica de los silanoles presentes en la superficie de particulas

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

0 no ser homogénea, lo que da lugar a interacciones isotrdpicas o anisotrdpicas, respecti-

vamente [38].

Dentro de los objetivos de este trabajo se encuentra la funcionalizacién del hemisferio hi-
drofilico de las particulas Janus mediante la introduccion 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.

@ CH (b) CH, ©
e _/ — O——CH,
\—o\ /° HC /° HC 7
o) T we T Ny
APTES APDES MPTMS

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

gracias a la posibilidad de funcionalizacion 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
gue es comunmente utilizado para la posterior adsorcion de nanoparticulas de oro (AuNPSs)
a la particula modificada [39]. La conjugacion de AuNPs a las particulas de silice en este
trabajo es necesaria para la visualizacion de particulas anfifilicas. Aunque la conjugacion
de AuNPs también se puede dar con grupos amino debido a que se encuentran cargados
positivamente (R — NHg) 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 seccién se aborda a detalle la funcionalizacién con APTES debido al amplio co-
nocimiento sobre la modificacion superficial de silice con este silano. En la Tabla 2.3 se
resumen algunos trabajos que brindan informacion importante sobre las condiciones de
reaccion para la satisfactoria funcionalizacion de particulas y superficies de silice. Como se
observa, no existe un método sistematico ni general ya que la funcionalizacion es extrema-
damente sensible a las condiciones de reaccion como la concentracion del silano, el tiempo

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

Superficie Silano  Concentracién del silano Disolvente Tiempo de reaccion ~ 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 pL de agua 1h,25h,5h 80 °C

NPs magnéticas (FezO04) APTES 0.2%y 2% m/v THF + 150 pL de agua 7ho24h 25050 °C [42]

Agua

Silica gel APTES 5% Tolueno 1h 25 °C/ Ny seco  [43]

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

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

Sol de silica APDEMS 140 pL Etanol 10 min 60 °C [46]

NPs magnéticas (Fez04) APTES 2% viv Tolueno seco con Triton X100 5h 50 °C [47]

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

por varios autores dispersiones coloidales con ejemplos.

A pesar de ello, se ha observado que la modificacion superficial con APTES proporciona una
alta funcionalizacion [48]. Ademas, el incremento en la temperatura de reaccion, asi como
el uso de disolventes no polares anhidros también mejoran notablemente la concentracion
de APTES en la superficie [40, 44, 47, 49]. Pero, sélo una pequena cantidad de agua es

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

medio de reaccion [50].

Sin embargo, para el caso de funcionalizacion de particulas de silice en coloidosoma no
es recomendable el uso de disolventes no polares ya que el material de proteccion es no
polar (cera). Por lo que es necesario encontrar las condiciones que proporcionen una bue-
na modificacion superficial en un sistema que no presente tantas restricciones como los

coloidosomas.

También, vale la pena el estudio de las condiciones de reaccidn de la superficie de particu-
las de silice con APTES para lograr la mayor funcionalizacidn posible puesto que ha sido
demostrado que sélo un porcentaje de los silanoles superficiales pueden enlazarse a los
silanos, y de estos unicamente cierto numero de grupos amino se encuentran disponibles
para futuras reacciones [52]. Para tener una mayor comprension de las condiciones a utilizar
es indispensable conocer las interacciones entre el aminosilano y la superficie de la silice.
Varias propuestas han sido establecidas [53]. De las cuales Vansant et al [54] muestran

tres interacciones comunes Fig. 2.10.
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Figura 2.10: Tipos de interacciones entre el aminosilano y los silanoles de la superficie de la sili-
ce (a) puentes de hidrégeno entre el hidrégeno del grupo hidroxilo de los silanoles de la silice y
los hidrégenos de los grupos amino, (b) transferencia proténica y (¢) condensacién con los grupos
silanoles. Adoptado de Ref. [51].

La adsorcidn posterior a la reaccidon 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 silice
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se encuentra orientada y quimisorbida en la superficie Fig. 2.11. Ademas Plueddemann [57]
propone una estrutura dimérica de los aminosilanos hidrolizados en soluciones acuosas;

esto quiere decir que dos aminosilanos hidrolizados reaccionan entre si.

Entonces los aminosilanos condensan en la solucién acuosa y después se adsorben en
la superficie de la silice. Adicionalmente Caravajal et al [43] emplea la técnica de RMN en

estado sdlido para estudiar a detalle cada especie.

NH,
grupo amino aislado CH2
CH,
N .
CH, Suno aterido
ion dual interno /
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Figura 2.11: Interacciones entre los grupos amino y la superficie de las particulas después de la

modificacién con APTES.

2.5. Caracterizacion de particulas Janus

No sdlo la sintesis de particulas Janus tiene sus desafios, sino la posibilidad de observar
claramente el balance Janus en ellas es un gran reto. La conjugacion de los grupos amino
introducidos en el hemisferio hidrofilico de las particulas Janus con nanoparticulas de oro
es preferido [34, 58]. Esto por la facilidad de sintesis de las nanoparticulas de oro y su facil
visualizacion en microscopia de barrido electrénico (SEM). Pero también se ha realizado la
conjugacion de particulas Janus con tintes fluorescentes que permiten su visualizacion en
microscopia Optica de fluorescencia (MOF) [59]. Esta ultima técnica requiere de un tamano
de particulas mayor a 500 nm de diametro para poder resolver su visualizaciéon en MOF. De

aqui la motivacion de extender la sintesis de particulas Janus a varios tamarios de particulas.

Generalmente la conjugacion con cualquiera de estos compuestos se realiza en solucién
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[60, 61]. Sin embargo, una alta concentracion de grupos amino promueve la agregacion de
nanoparticulas de oro [62]. Una forma elegante de evitar esto es colocando las particulas
Janus sobre una interfase donde la parte hidrofilica se encuentre orientada a la fase de

estos agentes de conjugacion.

La adsorcion de nanoparticulas de oro se ha realizado utilizando interfases solido-liquido,
liquido-gas y sdlido-gas [63]. La practica mas utilizada de estas tres es la deposicién de
las particulas en una interfase liquido-gas (agua-aire) donde el agua se intercambia por la

disolucion que contiene las nanoparticulas de oro Fig. 2.12.

particulas anfifilicas

disolucion coloidal de AuNPs

Figura 2.12: Deposicién de particulas anfifilicas sobre una interfase liquido-gas donde la fase liquida

es sustituida por particulas coloidales de oro (AuNPs).

La conjugacion con un tinte fluorescente también conlleva otros problemas. Asi como una
alta concentracion de grupos amino provoca agregacion de las AuNPs, se desconoce el
comportamiento del tinte hacia estos grupos amino. Ademas otros fendmenos comunmen-
te observables en compuestos fluorescentes debido a la concentracion del tinte como el

fotoblanqueamiento o la desactivacion fluorescente (quenching) deben considerarse.

El compuesto fluorescente que se utilizé en este trabajo es la Rodamina B Isotiocianato
(RBITC), la cual es preferida por su alto coeficiente de absorcion, su alta fluorescencia y su
alta fotoestabilidad y estabilidad quimica [64]. Para asegurar una buena visualizacion de las
particulas Janus con este tinte es indispensable encontrar las condiciones de conjugacion.
La aproximacion que se da en este trabajo es mediante el estudio de la conjugacion de
particulas hidrofilicas de silice con RBITC. Por ello, es necesario conocer algunas propie-

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

La reaccion de conjugacion de los grupos amino con tintes fluorescentes ha mantenido e
incrementado su interés en deteccion de sistemas bioldgicos porque son comunmente uti-
lizados para marcar proteinas, anticuerpos y ADN para estudios de su transportacion o in-
teracciones especificas; asi como para su deteccion por fluorescencia y escaneo de células
[65]. En el caso de las particulas coloidales, las técnicas de espectroscopia 0 microscopia
Optica de fluorescencia requieren que las particulas se encuentren decoradas con un tinte
fluorescente. Entre muchos tintes, los isotiocianatos derivados de los grupos xanteno como
la fluoresceina (FITC) y la rodamina B iostiocianato (RBITC) son ampliamente utilizadas. A
pesar de que el rendimiento cuantico 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 destruccion fotoquimica
de un fluoréforo por la exposicion 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.

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

del anillo de benceno formando una mezcla de isémeros.
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La facil deteccion de los colorantes de la familia de las rodaminas con fluorimetros y mi-
croscopia de fluorescencia extiende sus aplicaciones desde marcador de células [68] hasta
trazador ratiométrico de iones en solucion acuosa [69]. La Rodamina B Isotiocianato Fig.
2.13 es un cromoforo que pertenece a la familia de las Rodaminas las cuales estan com-

puestas de heterociclos fluorescentes basados en el xanteno.

El grupo xanteno, siendo un sistema aromatico, presenta varios electrones pi haciendo
a este grupo responsable de la absorcion y fluorescencia en el rango de longitudes de
luz visible. El grupo reactivo de la RBITC para su conjugacién con aminas primarias es el
isotiocianato (-N=C=S) formado a partir de la sustitucion del azufre por el oxigeno en el
grupo isocianato (-NCO). Este grupo puede estar localizado entre el quinto y sexto atomo
de carbono del primer ciclo aromatico dando lugar a una mezcla de isémeros. El grupo
isotiocianato contiene un atomo de carbono altamente electrofilico que puede ser atacado
por diferentes grupos nucledfilos provistos de hidrégenos labiles 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 excitacion y emision de la RBITC en etanol.

El acoplamiento de la RBITC a la particula se realiza mediante un enlace tiourea con los
grupos amino del silano Fig. 2.15. La fluorescencia de las particulas decoradas aumen-

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

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

enlace
tiourea

Figura 2.15: Conjugacion de la RBITC a la superficie de la particula mediante un enlace covalente
de tipo tiourea.

La reaccién usualmente se lleva a cabo en la oscuridad bajo condiciones de atmdsfera iner-
te, para evitar descomposicion del croméforo. A pesar de que existen muchas sugerencias
sobre el protocolo de conjugacion, aun hay un desacuerdo para la aplicacién de ciertas

condiciones como el tiempo de reaccion, temperatura y concentracion del tinte.

Ademas hay indicios de que la reaccidn entre los grupos amino del APTES y la RBITC no
esta completa aun con un exceso de APTES [71]. El incremento en el tiempo de reaccién
puede ayudar a mejorar la eficiencia de la reaccion y por tanto la fluorescencia de la particu-
la. Aunque, se desconoce hasta el momento algun estudio de optimizacion de incorporacion

de RBITC en funcidn del tiempo de reaccion.

Sin embargo, la reacciéon no es del todo trivial ya que se ha reportado que la Rodamina
B puede sufrir alguna descomposicion quimica al tener contacto con la luz y oxigeno en
presencia de un sustrato que ocasiona la fotooxidacion del cromdforo [72]. Aunque esto
requiere la transferencia de un electron del tinte a un substrato semiconductor, convirtiendo
momentaneamente al tinte en un radical en forma de catién [73]. Esto ocasiona una N-
dealquilacién de aminas secundarias o terciarias y de heterociclos que contienen un atomo

de nitrégeno. Dicha N-dealquilacion se observa en un desplazamiento hipsocrémico de 10
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nm en el maximo de absorbancia y es un proceso gradual donde los grupos etilos son

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

disolucion Luz
visible Luz
visible
Luz visible sol sol

degradacion

de-etilacion de-etilacion de-etilacion  de-etilacion completa
— > > > y degradacion del tinte
ads ads ad!

Sustrato

degradacion degradacion

Figura 2.16: Equilibrio de la Rodamina B y las especies de-etiladas entre el volumen de disolucién
(sol) y el sustrato (ads) durante la fotooxidacion. RhBy y RhB, referidos como los compuestos de

rodamina mono y bi-de-etilados, respectivamente.

2.6. Métodos de caracterizacion de la superficie de parti-

culas de silice

La superficie quimicamente modificada de la silice puede ser estudiada mediante diferen-
tes técnicas. La problematica radica en la cuantificacion de las especies presentes en la
superficie de la silice. El andlisis elemental es una técnica vastamente utilizada para este
tipo de cuantificacion, sobre todo en particulas mesoporosas con un area superficial gran-
de [74, 75]. No obstante, impide la caracterizacion de los diferentes tipos de especies que

pueden encontrarse en la superficie de la silice y no detecta cantidades pequenas de éstas.

La técnica de resonancia magnética nuclear en estado sélido, por ejemplo, permite la iden-
tificacion de dichas especies. La mayor desventaja de esta técnica, empero, es su baja
sensibilidad hacia ciertos nticleos como '3C 0 22Si que son las especies que se pretenden
estudiar en este trabajo. Existen otras técnicas, como la espectroscopia de fluorescencia,
la cual vence a esta limitante gracias a su alta sensiblidad (aprox. C = 107°M). Ademds

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 destruccion de las particu-
las [44]. Y aunque se posee una cuantificacion global de la modificacion superficial de las
particulas de silice, la disponibilidad de los grupos introducidos para reaccionar con futuros

compuestos, varia.

Por estas razones se continua la busqueda de métodos no destructivos que permitan la
cuantificacion de las especies, asi como su posible disponibilidad a futuras reacciones. Una
aproximacion hacia esto fue desarrollada por Del Campo et al [76] utilizando espectroscopia
de UV-Visible.

2.6.1. Resonancia Magnética Nuclear

La resonancia magnética nuclear (RMN) es considerada una de las herramientas analiti-
cas mas potentes gracias a su capacidad de proporcionar informacion unica acerca de la
estructura y propiedades dinamicas de un sistema. Cada nucleo, dependiendo de la orien-
tacion relativa de las moléculas, puede ser afectado por el campo magnético externo, por

los campos creados por nucleos cercanos y por la distribucion electrdnica.

La RMN se enfoca en el estudio de nucleos que poseen un numero impar de protones y
neutrones y por tanto, presentan un momento magnético intrinseco. Este momento magnéti-
co surge de su espin, el cual esta determinado por el nimero cuantico del espin (/). Si el
numero combinado de protones y neutrones en un isétopo dado es par, entonces | = 0. Los

nucleos frecuentemente empleados en RMN son el TH, el 13C y el TON.

La resonancia aprovecha que los nucleos atomicos resuenan a una frecuencia directamente
proporcional a la fuerza de un campo magnético ejercido, de acuerdo con la ecuacion de

la frecuencia de precesion de Larmor ec. 2.2:

v=—, (2.2)

donde wp es el momento angular del espin del proton.

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 energia para el espin orienta-

do a favor. La diferencia de energia de estos espines esta determinado por la energia de

29



CaPiTULO 2: MARCO TEGRICO

interaccion de Zeeman ec. 2.3:

AE =g pg B, (2.3)

donde g es el factor de Landé, pg el magnetén de Bohr y B el campo magnético externo

aplicado.

I. RMN en estado sdlido

Los espectros de resonancia magneética nuclear en sdlidos y en solucién se rigen bajo el
mismo principio pero los espectros obtenidos en estado sdlido muestran sefiales anchas
que son el resultado principalmente de las interacciones dipolo-dipolo debido a la restrin-
gida movilidad de los atomos y moléculas [77]. Las principales interacciones responsables
del ensanchamiento de las sefiales son la anisotropia del desplazamiento quimico, los aco-

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

Se han desarrollado técnicas que permiten obtener espectros de alta resolucién conser-
vando en lo posible la informacion que aportan estas interacciones: giro con angulo magico
(MAS, Magic Angle Spinning), polarizacion cruzada (CP, Cross Polarization) o secuencias
multipulso especificas para sélidos (CRAMPS, Combined Rotation and Multiple Pulse Spec-

troscopy).

Il. Giro al angulo magico (MAS)

El giro al angulo magico desarrollado por Andrew E.R. [78] y Lowe I.J. [79] permite obtener
sefales mas angostas mediante la remocion significativa de las interacciones dipolo-dipolo.
Los autores demostraron que las interacciones dipolares anisotrépicas podian ser suprimi-
das introduciendo movimientos artificiales al sdlido. 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 razén mayor o igual al ancho de banda

dipolar.
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Giro de
la muestra

Figura 2.17: Representacion esquematica de la técnica MAS. El eje de giro de la muestra es orien-

tado con un angulo de 54.74° (angulo magico) respecto al campo magnético estatico By.

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

H=Hgs + HES + HY, (2.4)

donde Hcg es el término de desplazamiento quimico, H:DS representa los acoplamientos
dipolares heteronucleares, y Hg describe los acoplamientos dipolares homonucleares. La

proteccion quimica afecta la frecuencia, la cual esta determinada por la interaccion Zeeman:

entre un momento magnético nuclear p y un campo magnético externo estatico By. La p
puede ser expresada en términos del operador nuclear del espin | como p = —yhlzB, y la

ec. 2.4 es reescrita como:

Ho = —v h 128y (2:6)

donde h es la constante de Planck. A pesar de que la interaccion Zeeman es dominante y
generalmente determina la cuantizacion en la descripcion tedrica del eje z, contiene infor-
macion estructural dentro de ella que es removida de la descripcion mediante una trans-

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

mediante tensores de segundo orden. La proteccion quimica se escribe como:

1
HCS = [O‘|SO Y BO + § o) [3C0329— 1- ﬂsenzeCOS(Zd))]] Iz (27)

La interaccion dipolar entre dos espines aparece en virtud del pequefio campo magnético

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

IS Y i Qi
HE = ZZ r3 23cos —1)2ILs), (2.8)

mientras que el Hamiltoniano dipolar homonuclear es descrito por:

HY = — hZZ r3 5 3cos2eij— 1)(3ILE, — 1 1y (2.9)

donde rj; es la magnitud de la distancia del vector rj; entre el nucleo iy j, y 6;; es el angulo entre
rij y el eje z. Notese que la dependencia de la orientacion molecular en las ecuaciones 2.7-
2.9 es de la forma (3cos26—1), donde 6 es el d&ngulo que describe la orientacion del tensor de
interaccion del espin. MAS es una técnica elegante que promedia todas las interacciones
anisotrdpicas descritas por los tensores de segundo orden, si la frecuencia de rotacion

excede el acoplamiento mas largo entre los spines considerados.

El dangulo mdgico (6 = 54.74°) satisface la condicién (3cos?6 — 1 = 0), entonces cuando la
muestra se coloca en un rotor orientada en el angulo magico y girada en alta frecuencia,
las bandas producidas por la parte anisotrdpica desaparecen y el espectro consiste sélo en
sefiales angostas en los desplazamientos isotrépicos. Unicamente el término oigoyB, de

la ec. 2.7 permanece y se obtiene un espectro de alta resolucion en estado sdlido.

lll. Polarizacién cruzada (CP)

La composicion elemental de compuestos organicos es primordialmente hidrégeno, car-

bono, nitrdgeno y oxigeno, 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 relaciéon
giromagnética v, 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
TH son considerables. Ademés la topologia 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 senales en los sdlidos.

La baja abundancia de '3C, 19N, 29Si por ejemplo, resultan inevitablemente en un espectro
de RMN menos sensible. También los tiempos de relajacion de nucleos diluidos son largos
debido a la ausencia de interacciones dipolares homonucleares que inducen transiciones
de relajacion. Para mejorar la sensibilidad en RMN en estado sdlido, se utiliza un marcado
de isotopos. Es posible mejorar aun mas la resolucidn de los picos y la intensidad de la
sefal en el experimento MAS mediante la transferencia de la magnetizacion transversa del
TH a una especie diluida via la polarizacién cruzada en combinacién con un alto poder de

desacoplamiento protdnico [81].

+1/2
VischnBy
V1HMNB0 I I Y1HMNB1,1H I YIBCMNB1,13C
-1/2

(a) (b)

Figura 2.18: Niveles de energia de los espines 'H y '3C: (a) La transferencia no es posible (b). Con
el marco rotatorio, la transferencia de magnetizacion es posible dado que la energia de separacion
esta determinada por el campo rotatorio.

La separacion entre los niveles de energia de los espines con orientacion a favor o en contra
para el TH exceden la separacién del '3C (y1/y13¢ = 4). Por lo que la polarizacién de 'H
en un campo magnético By es mucho mayor que la polarizacion para el 13C. Enun campo
magnético By no es posible la transferencia de magnetizacién longitudinal del "H a 13C Fig.
2.18 (a). Sin embargo, si se aplica un campo rotatorio B4 Fig. 2.18 (b) con una fase x, y la
polarizacion también se encuentra a lo largo de x, entonces la diferencia de energia 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 condicidn de Hartmann-Hahn.

IV. RMN CPMAS aplicado a particulas de silice superficialmente modificadas con
APTES

La combinacién de 29Siy 13C RMN CPMAS proveen una buena aproximacion para el es-

tudio de los derivados de APTES en la superficie de particulas de silice.

Estudios de los espectros '3C de RMN CPMAS de las estructuras de APTES que yacen en
las particulas de silice revelan que los grupos amino en muestras preparadas en tolueno se-
co pueden estar enlazados por puentes de hidrogeno o estar protonado por silanoles acidos
presentes en la superficie de las particulas [43]. La cantidad relativa de la forma protonada
aumenta con la cantidad de agua presente en la superficie de la silice. 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 silice hidratada también afecta el
ambiente quimico de los grupos amino en muestras preparadas en solucion acuosa y en

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

Los espectros de 2°Si RMN CPMAS proveen informacién sobre la naturaleza del enlace
del silano a la superficie de la silice 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 numero de enlaces siloxano aumenta con la cantidad de agua presente en la superficie.
Pero, aunque un poco de agua es necesaria para optimizar la reaccion, demasiada agua
puede interferir hidrolizando a priori el silano, formando fracciones de silano Si-OEt en el
volumen o en la superficie de la particula 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 mas de 150 °C son

requeridas [43].
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(a) R= CH,CH,CH,NH,
(-49 ppm) (-58 ppm) (66 ppm) ~ R'=HoEt
R R
. R . | R R ? |
—Si=OR N\ OR’ R'0—Si+ 0—Si— . l...
EtO — Si: >s|< et /S‘I\ /ius,?_g"o—sli—o—Si—
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|

(b) 17prm :58ppm 43 21 10 ppm

x=203
CH,CH,0 H,NCH,CH,CH,Si

Figura 2.19: Especies observadas en la funcionalizaciéon de la superficie de silice con APTES utili-
zando la técnica de RMN CPMAS. (a) 2°Si CPMAS y (b) '3C CPMAS. El niicleo de silicio marcado

en azul corresponde al silano utilizado.

Complementariamente, los espectros de 13C brindan informacién sobre el silano adsorbido
en la superficie de la particula o enlazado a ella (10, 21 y 43 ppm) Fig. 2.19 (b). Las sefiales

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

De la informacién de ambos espectros es posible estimar la fraccidon de grupos etoxi que
han reaccionado, los grupos etoxi restantes sin reaccionar y el numero de enlaces siloxano
por comparacion de la intensidad de las senales. Sin embargo, debido a la polarizacion
mediante el nucleo de hidrégeno esto no es lo mas recomendable para la cuantificacion de

los grupos amino.

2.6.2. Fundamentos de espectroscopia de fluorescencia y UV-Visible

El fundamento de la espectroscopia 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 atémica y de las condiciones del medio (pH, tempe-
ratura, fuerza idnica, constante dieléctrica). Por lo que dicha técnica constituye un valioso
instrumento para la caracterizacion de distintas moléculas [82]. Las moléculas pueden ab-
sorber energia luminosa y almacenarla en forma de energia interna. También presentan

distintos niveles de energia. 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 energia) Fig. 2.20 (a). Y sdlo se
absorbera la energia 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 absorcidn que presenta una molécula a distintas longitudes de onda (espectro

de absorcidn) constituye una sefa de identidad de la misma.

(a) (b) Relajaciones

vibracionales
Estado Estado

Excitado Excitado
AE=hv "y
A E — m Emision
A
Estado Estado
Basal E Basal

Figura 2.20: Diagrama de niveles de energia de una molécula. (a) Se promueve del estado basal al
estado excitado mediante la aplicacion de luz en el rango UV-Visible. (b) Posteriormente la molécula
se relaja de vuelta al estado basal liberando energia en forma de fotones (fluorescencia). La diferen-
cia de energia entre el estado basal y el estado excitado requiere una cantidad especifica de energia

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

La longitud de onda en la cual el fotdn incidente se absorbe es determinada por la diferencia
en los niveles de energia disponibles de las diferentes sustancias presentes en la muestra
AE = hv. Esta es la selectividad de la espectrometria de absorbancia, la capacidad de
generar fuentes de fotones (luz) que son absorbidas sélo por algunos componentes en una
muestra. En la espectroscopia de absorcion, los fotones absorbidos no son emitidos de
nuevo (como en la fluorescencia) sino que la energia que se transfiere al compuesto quimico
en la absorbancia de un fotdn se pierde por medios no radiativos, como la transferencia de

energia por calor a otras moléculas.

Laregion 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 peptidicos, sistemas aromaticos,
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grupos carbonilos y otros heteroatomos tienen su maxima absorbancia en la region UV. Por
lo que esta técnica es muy importante para la determinacion cualitativa y cuantitativa de
compuestos organicos. Diversos factores (pH, concentracion de sal, disolvente, etc.) alte-
ran la carga de las moléculas provocando desplazamientos de las bandas de los espectros
uVv.

En la region visible se aprecia el color visible de una solucion 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 absorcion es

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

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 absorcidon y transmision.

Cuando un rayo de luz de una determinada longitud de onda de intensidad |lg incide perpen-
dicularmente sobre una disolucién de un compuesto quimico que absorbe luz, el compuesto
absorbera una parte de la radiacion incidente (l3) y dejara pasar el resto (l;), de forma que
se cumple Iy =I5 + |} Fig. 2.21. Por medio de este concepto, es posible determinar expe-
rimentalmente dos parametros. El primero es la transmitancia que es la relacion entre la
cantidad de luz transmitida que llega al detector una vez que atraviesa la muestra (l;), y la
cantidad de luz que incidid sobre ella (ly); y se representa normalmente en tanto por ciento:
%T = lt/lp * 100.

La relacion entre %T y la concentracion no es lineal, pero asume una relacion logaritmica

inversa. El segundo parametro es la absorbancia que indica la cantidad de luz absorbida
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Figura 2.21: Absorcion de cierta parte de la radiacion incidente.

por la muestra y se define como: A = log(1/T), por lo que A = log(l{/lg). Cuando la intensidad
incidente y transmitida son iguales (lp = ), 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 dependera de la distancia que atraviesa la luz a través de la
solucion del compuesto y de la concentracion de éste. La ley que expresa esta relacion es

conocida como la Ley de Lambert-Beer:

A =log(lp/l) =e d C (2.10)

donde d es la distancia que recorre la luz a través de la disolucién, C es la concentracion de
la disolucion y € es una constante de proporcionalidad denominada coeficiente de extincion
con unidades M~'cm™" que es especifica para cada compuesto. La ley de Lambert-Beer
se cumple para disoluciones diluidas. Para valores altos de concentracion, e varia debido a

fendmenos de dispersion de la luz, agregacion de moléculas, cambios del medio, etc.

Complementariamente, la espectrometria de fluorescencia se refiere principalmente a es-
tados vibracionales y electronicos. En general, las especies objeto de estudio tendran un
estado electronico basal (un estado de baja energia) de interés, y un estado electrdnico ex-
citado de mayor energia. Dentro de cada uno de estos estados electrénicos hay diferentes

estados vibracionales. En la espectroscopia de fluorescencia, primero se excita la mues-
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tra mediante la absorcion de un fotdn de luz, desde su estado electrénico basal a uno de
los distintos estados vibracionales del estado electrdnico excitado. Las colisiones con otras
moléculas causan que la molécula excitada pierda energia vibracional hasta que se alcanza

el estado vibracional mas bajo del estado electronico excitado Fig. 2.20 (b).

La molécula desciende luego a uno de los distintos niveles de vibracion del estado electrdni-
co basal, emitiendo un fotén en el proceso. Como las moléculas pueden caer a cualquie-
ra de los diferentes niveles de vibracidon en el estado basal, los fotones emitidos tendran
diferentes energias y, por lo tanto, frecuencias. Mediante el andlisis de las diferentes fre-
cuencias de luz emitida por espectrometria de fluorescencia, junto con sus intensidades
relativas, se puede determinar la estructura de los diferentes niveles de vibracién. En un
experimento tipico, se miden las diferentes frecuencias de luz fluorescente emitida por una
muestra, manteniendo la luz de excitacion a una longitud de onda constante. A esto se le
llama espectro de emision. Un espectro de excitacion se mide mediante el registro de una
serie de espectros de emision utilizando luz de diferentes longitudes de onda. Por ultimo,
la molécula en forma excitada libera la energia absorbida en distintos mecanismos hasta el
estado energético fundamental la cual puede ser complementariamente medida mediante

espectroscopia de fluorescencia.

2.6.3. Aplicacion de la espectroscopia de fluorescencia y UV-Visible

para la cuantificacién de grupos amino.

Gracias a su alta sensibilidad y su directa dependencia en la concentracion, la técnica de
espectroscopia de fluorescencia puede utilizarse para cuantificar los grupos amino en las
particulas de silice. Ritter et al [44] utilizaron esta técnica para dicho propdsito. La reaccion

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

Con el fin de evitar la dispersion de la luz en el espectrofotdmetro causado por las particu-
las, la red de silicio es descompuesta previo a la adicion de fluorescamina. La reaccion de
la intrinsicamente no fluorescente fluorescamina con las aminas primarias (ahora comple-

tamente accesible), dan lugar a un derivado fluorescente. Dado que la reaccion es 1:1, la

39



CaPiTULO 2: MARCO TEGRICO

+ R_NH2 »
buffer de fosfatos
NaOH 0.1 M

No fluorescente Fluorescente

Figura 2.22: Reaccion 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 particula.

El ensayo fluorimétrico es una gran herramienta para la cuantificacion de grupos amino
presentes en la superficie. Pero, la mayor desventaja de este método es que incluye la
destruccion de la particula. Ademas, la subsecuente conjugacidén de un compuesto a la su-
perficie de la particula también depende de las propiedades del mismo, como el tamano; y
no se asegura que todos los grupos amino presentes sean participes en una futura conju-
gacion. Por lo que, la disponibilidad de los grupos amino a reaccionar se ve afectada por

dichos parametros.

Del Campo et al idearon un método no destructivo que permite dicha cuantificacidn utilizan-
do una molécula relativamente pequena (4-NBA) que es sensible a la luz UV. Su método,
en general consiste en una titulacion colorimétrica que incluye una reaccion con un agente
sensible a la luz UV: 4-nitrobenzaldehido (4-NBA). La reaccidn entre la amina y los grupos

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

El volumen de disolucion 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-nitrobenzaldehido cuya absorbancia puede ser medida por espectroscopia UV-Vis
(Aabs = 282nm). El nimero de moléculas de aldehido hidrolizadas es proporcional al nimero

de moléculas de imina presentes. Dado que el 4-NBA en exceso es desechado, el nume-
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N H2

amina
primaria

Figura 2.23: Esquema de la reaccién de los grupos amino superficiales con un agente sensible a

la luz UV (4-NBA).

ro de moléculas de aldehido hidrolizadas corresponderan al numero de aminas primarias
que existian 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 particulas, es
importante tomar en cuenta que la formacion de iminas a partir de una amina primaria es
un mecanismo que incluye la formacion de agua per se Fig. 2.24. Ademas, el pH del medio
es crucial en el proceso de formacién de la imina ya que en el segundo paso (formacion de

la carbinolamina), esta catalizado por el &cido. Por lo que se debe asegurar la eliminacion

o

V4
on{ o

~H

MeOH/ Acido acético imina

Condiciones anhidras

‘*

| v N

‘MeOH/Agua
Acido Acético

Sensible a luz UV

de agua durante la reaccién y controlar el pH del medio.
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Figura 2.24: Mecanismo de reaccion de la formacion de iminas en medio acido.
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Capitulo 3

Procedimiento Experimental

En este capitulo se detalla el procedimiento de los métodos experimentales utilizados: la
preparacion de las muestras, los parametros establecidos para la obtencién de distintos

tipos de espectros y la evaluacion de los datos obtenidos.

3.1. Preparacion de coloidosomas

Se utilizaron particulas de silice con diametros de 500 nm (S47) y 3 um. Previo a la modifi-
cacion, se realizaron ciclos de lavado para limpiar las particulas. En el primero se utilizaron
aproximadamente 2 mL por cada 50 mg de particulas de acido crémico formado a partir
de dicromato de potasio hasta no observar ningun cambio en la coloracion inicial del acido
(café). Después, se enjuagaron en la misma proporciéon de acido a particulas con solucion
pirafia (HoSO4/H>05 al 30 % w/w en una proporcion 7:3 v/v), con el fin de activar la super-
ficie. Las particulas fueron enjuagadas mediante ciclos de centrifugacion-redispersion con

agua desionizada hasta obtener un pH neutro.

Se utilizé como base una modificacién al método propuesto por Granick et al; realizado en
experimentaciones previas dentro del grupo de trabajo. El método y parametros de ajuste
para la preparacion de 50 mg de particulas de 3 um incluyeron la dispersion de las particu-

las en 5 mL de una disolucién acuosa de bromuro de diodecildimetilamonio (DDAB) con
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concentracion C = 0.044 g/L 6 CMC/6 . La concentracion de DDAB fue ajustada de manera
que las particulas de silice fueran inmersas aproximadamente a la mitad de su volumen. Por
separado se fundieron 0.5 g de cera parafina a 75 °C. La dispersion se anadio a la cera una
vez que ésta se encuentre completamente fundida. La mezcla fue agitada durante 20 min
con una barra magnética de agitacion con el fin de obtener una emulsion estable de cera en
agua (O/W). Posteriormente las gotas fueron enfriadas para formar coloidosomas sélidos,
los cuales fueron filtrados y enjuagados con agua desionizada para remover el DDAB en

exceso Y las particulas no inmersas Fig. 3.1.

agregar
acera
fundida

cera
agitar la cera
e

(75 °C) emulsion

dispersar particulas cera
en agua con

DDAB

filtrar
—_—
enjuagar

enfriar
—

Figura 3.1: Representacion esquematica de la sintesis de coloidosomas.
Posteriormente se realizé un escalamiento del método para particulas de 500 nm. El método
seguido fue el mismo que para las particulas de 3 um, salvo que para estos se realizd
un primer ajuste a la cantidad de cera, particulas y volumen de disolucion de DDAB; y
posteriormente se ajusto la concentracion de DDAB para sumergir las particulas a la mitad
de su volumen. Los parametros finales para la preparacion de 50 mg de particulas de 500
nm inmersas a la mitad de su volumen fueron 15 mL de una disolucién de DDAB con C=
0.011 g/L 6 CMC/3.9 y 1.5 g de cera parafina. Detalles de este ajuste se describen en la

seccion 4.1.
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3.2. Modificacion superficial en coloidosoma y caracteri-

zacion con AuNPs

Como se menciond en la seccion 2.4, se eligieron tres silanos para la modificacion del
hemisferio hidrofilico de las particulas de silice. La silanizacién se realizd en vapor y/o en
solucion dependiendo de las caracteristicas de cada silano. La modificacion en vapor se
realizé con APDES, gracias a su baja temperatura de ebullicién, siguiendo el método de
Jiang et al [17]. Los coloidosomas se colocaron en un filtro que se conecto a un tubo donde

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

Coloidosomas

< Flujo de
g4as5 seco

Agente silano

Figura 3.2: Representacion esquematica de deposicién en vapor de DCDMS y APDES en la parte
desprotegida de las particulas de silice inmersas en cera.

Las silanizaciones en solucion se realizaron colocando los coloidosomas en un vial con
cantidades iguales de silano (~ 0.5 mL) en 10 mL de etanol. Se permitié reaccionar duran-
te 24 h con agitacion leve. Los silanos utilizados para la modificacion en solucion fueron
APDES, APTES y MPTMS.

La caracterizacion de la modificacion con los distintos métodos y silanos utilizados se realizd
mediante la posterior adsorcidn de nanoparticulas de oro (AuNPs) a los coloidosomas. Para

esto, se prepard una disolucidn de nanoparticulas de oro con ~ 30 nm de diametro siguiendo
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el método estandar de Frens [83]. La sintesis utiliza volumenes (20 mL) y concentraciones
iguales (C= 5 x 10~4 M) de una disolucién acuosa de cloruro de oro (l1l) como precursor
y citrato de sodio como agente reductor Fig. 3.3. Primero, la disolucion de cloruro de oro
(1) se calentd hasta ebullicion. a esta disolucion se agregd la disolucion de citrato de sodio
previamente calentada. La mezcla se agitd vigorosamente hasta observar una coloracion

malva permanente (~ 30 nm) Fig. 3.3.

~o/

o=
o | ] A)j
SHAuCI, + Q/N< 7% o + 5H +15Na’ +20 Cl

\

30nm —— > 90 nm

Figura 3.3: Representacion esquematica de la sintesis de AuNPs con didmetro 30 nm siguiendo un
método estandar. Laimagen insertada del lado de productos corresponde al color de las disoluciones
de distintos tamanos de nanoparticulas de oro.

Una vez que la disolucién de AuNPs se enfrid, se agregaron 5 mL de ésta a un vial con
coloidosomas y se permitieron adsorber a la silice modificada con agitacion leve durante 24
h. Los coloidosomas se enjuagan con agua desionizada utilizando un filtro y fueron después
observados mediante SEM. Se utilizd un microscopio de barrido electrénico JEOL 7800F.
Las imagenes 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 imagenes con amplificaciones desde 150x hasta 40, 000x dependiendo

del tipo de muestra.
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3.3. Modificacion superficial de particulas de silice con

APTES

Utilizando el silano que proporciond la mejor modificacion en coloidosoma (APTES), se
realizd la modificacidon de particulas silice para encontrar las condiciones de reaccion que

proporcionaran la mayor funcionalizacion de la particula.

Para este propdsito, se utilizaron particulas de silice con diametros de 320 nm, 500 nm, 1y
3 um con indices de polidispersidad alrededor del 3 %. Previo a la modificacion superficial,
las particulas se limpiaron en la misma forma que para la preparacion de coloidosomas
(seccion 3.1). La silanizacion con 3-aminopropiltrietoxisilano (APTES) se llevé a cabo en

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

Para cada muestra, cierta cantidad (ajustada para tener la misma area superficial total) de
particulas de silice limpias se hizo reaccionar con cierta cantidad de APTES conservando la
relacién 0.44 gapTEs/M? en un disolvente determinado. El célculo detallado de esta relacién
se describe en las ecuaciones 3.1 a 3.7. El area total de particulas se obtiene de la forma
siguiente:

Ap =A1p Np, (3.1)
siendo Ap el area total de particulas, A¢p el area de una particula y Np el numero total de

particulas.

El numero total de particulas se obtiene mediante,

Mmp
Np = —, (3.2)
myp

siendo myp la masa de una particula y mp la masa total de particulas utilizadas.

La masa de una particula,

m1ip = Vip p1p, (3.3)

siendo Vp el volumen de una particula, y p1p la densidad de una particula que fue tomada

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

Aip mp
Ap = , (3.4)
Vip p1p
Sustituyendo el area y volumen de una particula en 3.4,
47 R% m
Ap =g (3.5)
3N R pip
donde R es el radio de la particula.
Finalmente si simplificamos la ecuacion 3.5
3 mp
Ap = , (3.6)
" Rop
Y 3
m
ms = 0.44 =P (3.7)
Rpip

Se tomaron como referencia las condiciones de reaccidn de Sen et al. [47] puesto que re-
portaron un buen recubrimiento superficial. Aunque algunas variaciones en el tiempo de
reaccion, temperatura y concentracion de silano fueron realizadas con el fin de mejorar la
funcionalizacion. Estas variaciones se abordan en la seccion 4.3. Al término de las reaccio-
nes, las particulas se lavaron mediante el proceso de sedimentacidn-redispersion con su

respectivo disolvente de reaccion tres veces y dos ultimas veces con etanol.

El secado de disolventes se llevé a cabo en un matraz Schlenk a reflujo bajo atmdsfera iner-
te. El montaje del sistema de secado de disolventes se muestra en la Fig. 3.4. El etanol se
sec6 mediante la adicion de hidroxido de potasio a reflujo durante toda una noche. Minutos
antes de utilizar el etanol, éste se destilé bajo atmdsfera inerte y se deposité en un matraz
seco con ayuda de una canula seca procurando mantenerlo todo el tiempo bajo condicio-
nes inertes. El tolueno se secd con sodio metalico, se anadieron dos gotas de benzofenona
como indicador. Una vez que la mezcla viré a azul marino se procedid a destilar y después

se depositd en un matraz seco bajo atmdsfera inerte.
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Figura 3.4: Montaje del sistema de secado de disolventes. La coloracién azul indica que el disolvente

se encuentra completamente seco y listo para destilar.

3.4. Caracterizacion de la modificacion superficial de particu-

las de silice

3.4.1. RMN en estado sdlido

Se obtuvieron espectros de resonancia magnética nuclear (RMN) en estado sélido de 13C
y 29Sj en abundancia natural con frecuencias de 75.4 y 59.5 MHz, respectivamente en un
espectrometro Bruker ASX300 utilizando una sonda CPMAS de 4 mm. El giro al angulo
magico fue realizado a 8 kHz '3C y 5 kHz 2Si 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 2°Si fueron adquiridos utilizando técnicas
de pulso simple (SPMAS) o polarizacién cruzada con espin al angulo magico (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 29Sj acumulaciones fueron obtenidas para cada espectro. Todos los desplazamien-

tos quimicos se muestran en partes por millon.

3.4.2. RMN en disolucion

Los espectros de RMN en solucién para "H y 13C fueron obtenidos con un espectrémetro
Bruker Advanced a 300 MHz 'H y 75.4 MHz '3C en EtOD-dg como disolvente.

3.4.3. Cuantificacion de la densidad de grupos amino

Se realizaron dos tipos de ensayos: el primero por fluorimetria con fluorescamina para la
cuantificacion de grupos amino totales y el segundo por colorimetria con 4-nitrobenzaldehido

para la cuantificacion de grupos amino disponibles 2.6.3.

. Ensayo fluorimétrico con fluorescamina

El procedimiento seguido fue una variacion del propuesto por Ritter et al [44]. Para la me-
dicion de las muestras se disolvieron 15 mg de particulas silanizadas con APTES (S47 R
= 428 nm) en 5 mL de una disolucidon acuosa de NaOH 0.1 M. Después se adicionaron
2 mL de la disolucién buffer de fosfatos a una celda de cuarzo limpia medidos con mi-
cropipeta. Enseguida se adicionaron 100 pL de particulas silanizadas disueltas y 1 mL de
una disolucion fresca 1 mM de fluorescamina en acetona. Los espectros de emision fueron

recolectados inmediatamente a una Aexc = 365 nm.

La curva de calibracion se prepard del mismo modo: se agregaron 2 mL de la disolucion
buffer a la celda, seguido de alicuotas de 100 pL de diferentes diluciones de APTES desde
1072 M hasta 10~/ M en la disolucién de particulas disueltas (1.7 mg/mL) y finalmente 1 mL

de una disolucién fresca con concentracion 1 mM de fluorescamina en acetona Fig. 3.5 (a).
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Es importante mencionar que la medicion de las muestras y la curva de calibracién fueron

recolectadas el mismo dia para evitar el uso de fluorescamina descompuesta.

El blanco establecido fue una disolucién de 2 mL de buffer de fosfatos, 100 uL de particulas
disueltas y 1 mL de acetona Fig. 3.5 (b). La disolucién de particulas se prepard con 170
mg de particulas de silice (S15 con PD = 6.4 %) en 100 mL de una disolucién de NaOH
0.1 M para obtener una concentracion final de 1.7 mg/mL. La disolucion buffer de fosfatos
se prepar6 con 13.28 g de monofosfato de sodio anhidro (NaH,PO,) y 0.94 g de fosfato
de sodio dibasico heptahidratado (Nao,HPO, - 7H,0O) en 500 mL de agua para obtener una

concentracion final de 0.2 My un pH de 8.0.

(a) (b)

1 mL de
fl [

acetona acetona
100 uL de 100’pL de
particulas pe'lrtlc'ulas
modificadas limpias

disueltas disueltas
2 mL buffer 2 mL buffer
de fosfatos de fosfatos

Figura 3.5: Esquema de las celdas de cuarzo preparadas para la medicién en espectroscopia: (a)
muestra, (b) blanco. La adiciéon de cada disolucién se agrega en el orden que se indica desde la

parte inferior a la parte superior de las celdas.

Il. Ensayo colorimétrico con 4-NBA

El procedimiento seguido fue escalado del propuesto por Del Campo et al [76], el cual se
llevé a cabo de la siguiente manera: se colocaron 20 mg de particulas modificadas (S47 R
= 428 nm) en un vial de 20 mL con una bolita de malla molecular, el vial se cerrd con un

tapon de gomay se sellé con papel parafilm. Se pinchd un globo de nitrégeno, se permitio el
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intercambio el aire dentro del vial pinchando una punta de jeringa y se volvid a sellar con
papel parafilm. Después, con una canula seca, se agregaron 4 mL de una disolucién 0.8 %
v/v de acido acético glacial en metanol anhidro denominada disolucion de acoplamiento. El
procedimiento para el secado del metanol fue el mismo que el utilizado para el etanol, en

un matraz Schlenk.

Las particulas fueron enjuagadas cuatro veces con la disolucion de acoplamiento bajo
atmdsfera de nitrégeno con el fin de mantener las condiciones anhidras. Posteriormente se
agregaron 4 mL de una disolucién de 4-NBA (7 mg en 10 mL de disolucion de acoplamien-
to) y se permitio reaccionar durante 3 h. Al finalizar la reaccién se removio el sobrenadante
y las particulas se enjuagaron nuevamente con cuatro lavados de 4 mL (c/u) de disolucion

de acoplamiento manteniendo en todo momento la atmdsfera de nitrégeno.

Después se adicionaron 4 mL de una disolucidn con un contenido de 49.9 % v/v de H»0,
49.9 % v/v de metanol y 0.2 % v/v de acido acético glacial denominada disolucion de hidrdli-
sisy se dejo agitar durante 1 h mas. Al finalizar el tiempo de agitacion se removio el sobrena-
dante e inmediatamente se midio la absorbancia en UV-Vis con el maximo de absorbancia
a Agps = 282 nm. La cantidad de 4-NBA en la disolucion hidrolizada fue calculada por inter-
polacion utilizando una curva de calibracién construida a partir de un rango de disoluciones

estandar de 4-NBA preparadas por separado.

La recoleccion de espectros se realizd en una celda de cuarzo previamente lavada con
acido crémico seguido de agua destilada, etanol destilado y acetona. El ensayo de colori-
metria con 4-NBA, se llevé a cabo en un espectrofotémetro Cary Ecplise UV/VIS. El blanco
establecido fue una disolucidon con 49.9 % v/v contenido de H,>O, 49.9 % v/v de metanol
y 0.2% v/v de acido aceético glacial. Inicialmente se realizé una medicion de metanol y se
escogié como primer blanco. Después se realizdé una medicion 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 medicidn.

El ensayo fluorimétrico se llevd a cabo en un espectrofotometro de fluorescencia Varian
Cary Bio. Los paramétros del fluorimetro para la recoleccion de los espectros de emision

se fijaron a barrido intermedio, voltaje del fotomultiplicador medio, aperturas (slits) de ex-
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citacion y emision de 5 nm, y la detencidon del barrido (emission spectra stop) en 800 nm.
La longitud de excitacion se fijé a Aexc = 365 nm realizando 5 promedios de barrido. El
punto base para la intensidad de emision fue escogido a A¢mi = 480 nm. La recoleccion de
espectros de fluorimetria se inicio excitando cada blanco a diferentes longitudes de onda
para verificar que ninguno estuviera contaminado. Posteriormente, para la recoleccion de
espectros de las muestras se realizé un barrido inicial a la longitud de onda escogida para
observar el maximo y enseguida se recolectaron los 5 promedios. La celda fue enjuagada

por lo menos 3 veces con solucién buffer de fosfatos entre cada medicion.

3.5. Conjugacion de RBITC con particulas silanizadas

La decoracion de particulas de silice modificadas con grupos amino se realizé mediante
diferentes series de experimentos. El primer experimento se realizé fijando un tiempo de
reaccion de 18 h y variando la concentracion de RBITC (5, 10, 30 o 100 mg) en 20 mL
de etanol absoluto. Estas disoluciones de RBITC fueron anadidas a 20 mg de particulas
de 3 pm modificadas con grupos amino dentro de un vial cubierto con papel aluminio bajo
atmadsfera de nitrégeno con agitacion constante Fig. 3.6. Para la siguiente serie de expe-
rimentos se escogid la concentracion de 5 mg de particulas de 3 um en 20 mL de etanol
absoluto y se vario el tiempo de reaccion desde 3 h hasta 80 h. Esta serie de experimentos

se realizo tres veces con el fin de observar reproducibilidad.

3.5.1. Visualizacién de particulas conjugadas con RBITC mediante MOF

Las particulas decoradas con RBITC fueron observadas en un microscopio de escaneo
laser confocal equipado con un laser de A = 555 nm montado en un Axioscopio Zeiss A1
(Carl Zeiss, Alemania). Se escogi6 la apertura maxima del pinhole correspondiente a 13.55
AU. La excitacion del cromdforo se llevé a cabo con el Iaser y la emision fue recolectada
con un filtro a A = 605 + 30 nm. Se utilizaron objetivos de inmersion en aceite (Fluar 40x/NA

1.30 y Plan-apocromato alfa 100x/NA 1.46). Las muestras fueron preparadas utilizando dos
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Figura 3.6: Representacidon esquematica de la decoracién de particulas de silice con un compuesto
fluorescente (RBITC).

gotas de particulas 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 exposicion a 15.49 s, tamafo de imagen a
2048 x 2048 pixeles, intensidad de laser al 2 % y ganancia de la camara a 600. Las image-
nes fueron guardadas con un formato TIFF, 16 bit en escala de grises. El area de intensidad
correspondiente a cada particula fue analizada en el software Image J, mayores detalles
sobre el uso del programa se encuentran en el Apéndice |. Al menos cien particulas fueron
analizadas, evitando los agregados, y sus intensidades fueron promediadas. El experimen-
to comenzando por la modificacion superficial con APTES hasta el andlisis de imagen fue
repetido 3 veces. Los resultados reportados son el promedio de esos tres experimentos,

donde las barras de error representan la desviacion estandar del promedio.
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3.5.2. Estimacion de la concentracion de RBITC mediante espectros-

copia de fluorescencia y UV Visible

Para estimar la concentracion del cromadforo presente en la superficie de la particula, se uti-
lizé el método de Giesche et al [84]. Una vez modificadas las particulas, se tomaron 10 mg
de las mismas y se disolvieron en 5 mL de una disolucién de NaOH 1 M. La especie fluores-
cente desprendida después de la disolucion de particulas fue medida por espectroscopia
UV/VIS y fluorescencia. Primero se realizd la identificacidon del maximo de absorbancia en
UV/VIS en A gpg = 500 nm, correspondiente a la banda principal de la RBITC. Después se
excito a esa longitud de onda para obtener los espectros de emision. La concentracion de
RBITC fue calculada a partir de interpolaciones a la curva de calibracidn realizada en NaOH
1 My enNaOH 1 M con particulas no modificadas disueltas en la misma concentraciéon 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 (5x 1078, 1 x 108y 5x 10~/
M) en etanol y en NaOH 1 M y se almacenaron durante 7 dias. Después del tiempo de
almacenamiento, se agregd poco a poco cierta cantidad de una disolucion de HClI 1 M a
las muestras disueltas en etanol hasta alcanzar un pH acido (~ 2) y se almacend durante 9

dias mas.

Se realizaron mediciones iniciales y a diferentes tiempos de almacenamiento en un fluorime-
tro Varian Cary Bio. Se recolectaron unicamente espectros de emision con los parametros

del fluorimetro establecidos en la seccién 3.4.3.
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3.6. Sintesis y caracterizacion de particulas Janus

Todos los estudios previos permiten fijar los numerosos parametros para la sintesis de
particulas Janus. Por lo que el método final establecido es el siguiente: Para sintetizar
aproximadamente 50 mg de particulas Janus de 3 pm y 500 nm, se forman sus respec-
tivos coloidosomas. El hemisferio expuesto de las particulas 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 centrifugacion-redispersion. El ultimo
ciclo de lavado se realiza en una disolucion de etanol en tolueno 1:9 v/v. El hemisferio no

modificado es silanizado con APTES bajo las condiciones utilizadas para la muestra SA3.

((a) )

no polar

aire

\& : | AuNst

Figura 3.7: Representacion esquematica de la decoracion del hemisferio polar de las particulas
Janus mediante la adsorcién de: (a) AuNPs y (b) RBITC.

Para caracterizar las particulas mediante SEM, se adsorben AuNPs al hemisferio hidrofilico
de las particulas Janus. Esto se realiza mediante la deposiciéon de 2 mL de una dispersién
de 2 mg/mL de particulas Janus en cloroformo sobre una interfase aire/agua. Posterior-
mente la fase acuosa es intercambiada por una disolucién acuosa con alto contenido de
nanoparticulas de oro Fig. 3.7 (a). Después de 24 h de adsorcion, las particulas se reco-
lectan de la interfase con ayuda de una pipeta Pasteur. Las particulas son enjuagadas con

agua desionizada para remover el exceso de nanoparticulas de oro no adsorbidas.

En el caso de las particulas Janus fluorescentes, la fase liquida de agua es lentamente
sustituida por etanol y posteriormente con una disolucién de RBITC 9.33 x 10~* M Fig. 3.7
(b). Aproximadamente seis horas después las particulas son recolectadas y enjuagadas

con etanol absoluto.
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Capitulo 4

Resultados y Analisis

4.1. Preparacion de coloidosomas

El primer paso para obtener particulas Janus es mediante la proteccion de uno de los hemis-
ferios de la particula. En este trabajo se utiliza silice como material base para las particulas
Janus y el método de sintesis es el de emulsion (proteccion-deproteccion) que incluye la

formacion de coloidosomas.

Sin embargo, el escalamiento a distintas cantidades o tamafios de particulas no es tan trivial
puesto que son varios los parametros que rigen la correcta formacién de los coloidosomas.
Entre ellos se encuentra la relacion de cantidad de particulas hacia la cantidad de cera, ya
que el area superficial depende directamente de esta ultima. Si bien, un exceso de cera
ayuda a que todas las particulas formen un coloidosoma; gran parte de la cera quedara ex-
puesta desperdiciando este espacio. Si por el contrario, la cantidad de cera es insuficiente;
muchas particulas quedaran sin formar parte de un coloidosoma y al momento de enfriar
la emulsidn para sellar las particulas en la cera, muchas de estas quedaran dispersas en
el agua de enjuague. Ademas la falta de espacio puede ocasionar también la formacion de

una segunda capa de particulas.

Otro parametro es la relacién del volumen de DDAB hacia la cantidad de cera. Para la

correcta formacion de una emulsion (O/W) es necesario que la cantidad de la fase aceitosa
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Sintesis Diametro mp CDDAB VDDAB Mcera

(hm)  (mg) (mL)  (9)
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: Parametros establecidos para sintesis de coloidosomas. mp: masa total de particulas,
Cppag: concentracion de tensoactivo utilizada en términos de dilucidn de su concentracidon micelar
critica, Vppag: volumen de tensoactivo adicionado y meera: cantidad de cera parafina.

se encuentre en menor proporcion de lo contrario la emulsion se invertira formando una

emulsién agua en aceite (W/O).

La relacidon del volumen de DDAB hacia la cantidad de particulas también es importante

para que éstas tengan un mayor volumen de dispersion y no tiendan a formar agregados.

Finalmente, la concentracion de DDAB es un factor clave para la inmersion de las particulas
de silice en la cera. Si la solucidn esta muy diluida, los coloidosomas se formaran pero las
particulas apenas lograran sumergirse en la cera. Por el contrario, si la concentracion de
DDAB es muy alta, puede ocasionar que las particulas se sumerjan por completo en la cera.
Esto debido a que la alta concentracion de tensoactivo tratara de revertir la emulsion a agua
en aceite (W/O); aunque esto se ha observado Unicamente en proporciones del 50 % de la

fase aceitosa [85].

En el presente estudio se reprodujo inicialmente la sintesis del trabajo realizado por el grupo
anterior para la preparacion de coloidosomas a partir de 50 mg de particulas de silice de
3 um con el fin de verificar su reproducibilidad (JA) Fig. 4.1. Una vez rectificada la correcta
formacion de coloidosomas con particulas sumergidas en aproximadamente un 50 % su vo-
lumen, se procedid a ajustar los parametros para formar coloidosomas a partir de particulas
de 500 nm.
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Figura 4.1: Imagen SEM de particulas de silice de 3 um inmersas en cera. (a) Acercamiento a
un coloidosoma completo, (b)-(d) Acercamiento a la superficie del coloidosoma para verificar la

inmersion de ~ 50 %.

Los parametros establecidos en las primeras aproximaciones para el escalamiento a particu-
las de 500 nm se describen en la Tabla 4.1. La primera linea (JA) corresponde a la refe-
rencia: la sintesis de coloidosomas de 3 um. Cabe sefialar que se prefirié utilizar la con-
centracion de tensoactivo en términos de su concentracion micelar critica (1.8 mM) [85] por
practicidad. Durante la sintesis de los coloidosomas es importante observar que la emulsion
se estabilice. También, en el andlisis de las imagenes, se debe verificar el recubrimiento de
la cera en coloidosoma. Esto se traduce como el rendimiento de la sintesis: a mayor recu-

brimiento, mayor rendimiento.

Se decidié comenzar por la reproduccién de la sintesis JA para particulas de 500 nm (J9).
La Fig. 4.2 (a) muestra un acercamiento a la superficie de esta sintesis. En apariencia,

el recubrimiento es homogéneo y muy denso. Sin embargo, al momento de enjuagar los
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coloidosomas el agua quedd un poco turbia, lo que indica que la interfase de la emulsién
no fue suficiente para acomodar todas las particulas entonces hubo un exceso de ellas en
el volumen. Por esta razén, se dismiuy¢ la cantidad de particulas para la sintesis J10. Las
imagenes de esta sintesis demuestran dos resultados: el primero es que la emulsién no
estabilizé correctamente, lo que dié lugar a la formacion de varios clusters de cera Fig. 4.2
(b). Esta incorrecta formacién no es deseable puesto que se desconoce si existen particulas
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 particulas para la siguiente sintesis, sin sobrepasar claramente los 50 mg.

Figura 4.2: Imagenes SEM de particulas de silice inmersas en cera: (a) sintesis J9 (50 mg de SiPs),
(b) y (c) sintesis J10 (20 mg de SiPs) y (d) sintesis J11 (30 mg de SiPs).

En la sintesis 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 sintesis, es deseable
obtener la mayor cantidad de particulas en un lote. Por lo que se decidié aumentar la in-
terfase escalando la cantidad de cera. Puesto que el aumento de aceite en agua podria

generar una desestabilizacion de la emulsion, se decidid escalar en la misma proporcion
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el volumen de agua manteniendo la misma concentracion de tensoactivo y los 50 mg de
particulas (sintesis J13). Los resultados de esta ultima sintesis se muestran en la Fig. 4.3.
A pesar de que no hubo exceso de particulas en la sintesis J13, la formacién de coloidoso-
mas fue altamente irregular Fig. 4.3 (a), lo cual tampoco es conveniente debido ya que se
desconoce si existen particulas por debajo de los pedazos de cera sobre el coloidosoma.

Esto también indica que la emulsién no tuvo oportunidad de estabilizarse por completo.

Figura 4.3: Imagenes SEM de particulas de silice inmersas en cera (mgera= 1.5 9, Vppag= 15 mL)

(a) sintesis J13 (b) sintesis J19 (20 mg de SiPs).

Posteriormente se decidiéo aumentar a 60 mg la cantidad de particulas con el fin de obtener
una mayor cantidad de particulas Janus. No obstante, la emulsion no estabilizé correcta-
mente y al aumentar el volumen de tensoactivo y de cera se tuvieron dificultades con los
viales para una correcta agitacion, la cual es de suma importancia para la sintesis de co-
loidosomas ya que ayuda a formar gotas de cera de manera homogénea. Por lo tanto, se
repitio la sintesis J13 con mayor precaucion para observar su reproducibilidad (J19), y en es-
te caso se observd una correcta formacion de coloidosomas, un recubrimiento homogéneo

y la inmersion de las particulas en la cera. Fig. 4.3 (b).

Gracias a los buenos resultados obtenidos a partir de la sintesis J19, se eligid a esta muestra
como nueva referencia. Los parametros fijos son la masa de particulas (50 mg), la masa
de cera (1.5 g) y el volumen de la disolucion de DDAB en agua (15 mL). Por tanto, el unico
parametro libre es la concentracion de tensoactivo la cual dicta la inmersion de las particulas

en la cera. La variacion de la concentracion de tensoactivo se muestra en la Tabla 4.2.
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Sintesis Diametro mp Cppas VppaB Mcera

(hm)  (mg) (mL)  (9)
J24 500 50 CMC/55 15 15
J26 500 50 CMC/4.4 15 1.5
J28 500 50 CMC/4.2 15 15
J31 500 50 CMC/3.9 15 15
J34 500 50 CMC/36 15 1.5
J35 500 50 CMC/35 15 1.5
J36 500 50 CMC/3.4 15 15

Tabla 4.2: Parametros establecidos para obtener mayor inmersion de las particulas de silice en la

cera, tomando como referencia la muestra J19. Se sigue la misma notacion que en la Tabla 4.1.

Figura 4.4: Imagenes SEM de particulas de silice inmersas en cera (a) sintesis J24: CMC/5.5, (b)
sintesis J26: CMC/4.4, (c) sintesis J28: CMC/4.2, (d) sintesis J31: CMC/3.9
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La Fig. 4.4 demuestra la relacién de inmersion de las particulas a mayor concentracion de
tensoactivo. Es muy dificil cuantificar el balance Janus a simple vista. Para esto es nece-
sario contar con agentes visuales que lo permitan como la adsorcion de nanoparticulas de
oro posterior a la modificacion superficial de la parte expuesta de la particula. Hasta esta

seccién unicamente se pueden comparar con una referencia.

Figura 4.5: Imagenes SEM de sintesis J34: CMC/3.6, inmersion ~50 % .

Las referencias elegidas fueron el trabajo previo del grupo para particulas de 3 pm vy el
trabajo de Perro et al [60]. En todas las sintesis a partir de J20 se observd una correcta
estabilizacion de la emulsion, una correcta formacion de coloidosomas y recubrimientos
altos y homogéneos de los mismos. Sin embargo, para obtener una inmersion aproximada
del 50 % fue necesario aumentar la concentracidon de tensoactivo hasta su CMC/3.6 que
corresponde a la sintesis J34 (Fig. 4.5). En este caso, debido al alto recubrimiento es dificil
observar bien la inmersion de la particula. Pero, una sefal de esto es que las particulas se

encuentran mas empaquetadas y no puede distinguirse facilmente su forma esférica.
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Otro indicio de que la sintesis J34 tiene un balance aproximado del 50 % es que las si-
guientes sintesis (J35 y J36) Fig. 4.6 demostraron que la emulsién se invirtid, generando
que muchas de las particulas quedaran completamente sumergidas en la cera. También al
momento del enfriamiento de los coloidosomas quedaron grandes pedazos de cera lo que
sefala una estabilizacion incorrecta de la emulsién. Como se menciond previamente, la
frontera entre un balance Janus del 50 % y la inversion de la emulsién es muy notoria debi-
do al angulo de contacto; por lo que un pequefio cambio en la concentracion de tensoactivo

es decisorio en la inmersion de las particulas.

Figura 4.6: Imagenes SEM de sintesis (a) J35: CMC/3.5 y (b) J36: CMC/3.4.

4.2. Modificacion superficial en coloidosoma y caracteri-

zacion con AuNPs

Se han realizado modificaciones de particulas de silice con distintos agentes silanos con el
fin de probar su efectividad [41, 46]. Pero como se abordé anteriormente, sélo unos cuantos
sirven de referencia para la modificacion de particulas de silice inmersas en cera [17, 34].
En este caso se escogieron los dos métodos mas conocidos para modificacion superficial:
en vapor con APDES y en disolucién con APDES, APTES y MPTMS. Las propiedades
clave para escoger entre una técnica u otra es la temperatura de ebullicién del silano y
su volatilidad. Esto se debe a que para la modificacion 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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ebullicion (80 °C) y puede ser utilizado tanto para modificaciéon en vapor como en solucién.
Por el contrario, para el caso del APTES y el MPTMS esto no es posible debido a sus altas

temperaturas de ebullicién (165 °C y 213-216 °C, respectivamente).

Cabe recordar que la modificacion de particulas de silice inmersas en cera tiene ciertas
restricciones. La primera es que unicamente permite el uso de disolventes polares, puesto
que el uso de un disolvente no polar disolveria la cera. Esto ocasionaria desde la exposicion
de una mayor superficie de las particulas hasta la destruccion de los coloidosomas. La
segunda es que tampoco es deseable aumentar la temperatura, ya que esto fundiria la

cera ocasionando las mismas consecuencias del punto anterior.

Finalmente, la agitacion, que en muchas ocasiones favorece la homogenizacion de disolu-
ciones y estabilizacidon de sistemas; tampoco es posible puesto que muchas de las particu-
las que se encuentran sumergidas en la cera se desprenderian de la misma ocasionando
grandes pérdidas de material. Para realizar la modificacion con estos silanos, se eligieron
los lotes J24 a J28 de coloidosomas preparados. Una vez modificadas, se les adsorbie-
ron AuNPs para su visualizacién en SEM. La Fig. 4.7 corresponde a las mejores imagenes
obtenidas en SEM.

Es importante analizar la Fig. 4.7 con cautela dado que existen muchos parametros que
definen tanto la correcta modificacion de las particulas como la adsorcion de AuNPs. La
imagen que resalta mas entre las distintas modificaciones es la correspondiente a la Fig.
4.7 (b) en la cual se utilizo la técnica en vapor. La ventaja de la silanizacion en vapor es que
cumple con todas las restricciones impuestas por los coloidosomas. Pero, la modificacion

superficial puede ser muy pobre como para no conjugar ninguna nanoparticula de oro.

Contrario a la silanizacién en vapor, la modificaciéon en solucién con agentes silanos es
comunmente utilizada para el caso de particulas coloidales [41, 43]. Sin embargo, aunque
ha sido ampliamente estudiada, no se tienen establecidos parametros fijos para una buena
modificacion superficial de particulas. Esto, aunado al problema que presenta sistema en
coloidosomas per se complica la silanizacién de las particulas. Al regresar a la Fig. 4.7 (a),
la pobre modificacion superficial que se dié con el APDES se enfatiza en solucidn. A pesar

de que existen algunas AuNPs adsorbidas a la superficie, varias de ellas se aglomeran
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Figura 4.7: Imagenes SEM de modificacién superficial de particulas de silice inmersas en cera
(coloidosomas) con diferentes silanos y técnicas (a) APDES en disolucion, (b) APDES en vapor, (c)
APTES en disolucién y (d) MPTMS en disolucion.

en ciertas zonas. Lo que indica una modificacién no homogénea generando rugosidad en
forma de parches en la superficie de la particula. Esto es muy comun en la silanizacion de
superficies y se atribuye principalmente a la aglomeracion de moléculas del silano en la
superficie [49]. Lo anterior se evita comunmente mediante un aumento de la temperatura o

la disminucion de agua en el medio [43, 47, 49].

No obstante el sistema de coloidosomas no permite la variacion de estos parametros. Si se
observa ahora la Fig. 4.7 (c), en la cual se utilizé MPTMS como agente silano, la conjuga-
cion de AuNPs resulta ser también muy pobre. En esta muestra, es importante mencionar
que comunmente se realiza la conjugacion de AuNPs cargadas negativamente con grupos
tioles [39] lo cual no se realizé para esta adsorcion. Finalmente, se tiene la muestra modifi-
cada con APTES Fig. 4.7 (d), la cual muestra una conjugacién mas uniforme de las AuNPs
que es resultado de una modificacion homogénea. Aunque, aun no es lo suficientemente

densa debido a que existen muchos clusters de AuNPs agregadas y huecos. Por medio de

66



CAPITULO 4: RESULTADOS Y ANALISIS

estos resultados es posible elegir el agente silano mas adecuado para la visualizacion de
las particulas anfifilicas con AuNPs. La gran ventaja del APTES es que existen diversos es-
tudios que muestran su estabilidad en ciertos disolventes y su interaccion con la superficie
de las particulas de silice [51]. Sin embargo, la silanizacién de las particulas en coloido-
soma restringe ampliamente el estudio de una mejor modificacidon con el silano por lo que
se retrocede un paso al estudio de la modificacion completa de particulas de silice. Los

resultados se muestran a continuacion.

4.3. Modificacion superficial de particulas de silice con

APTES

La visualizacion de las particulas Janus requiere de un alto recubrimiento del agente vi-
sual que se escoja. Una buena modificacion superficial de la particula puede brindar una
mayor conjugacion del agente visual. De ahi la importancia del estudio de las condiciones
de reaccion necesarias para obtener la mayor cantidad de grupos disponibles. Como se
concluyé en la seccién anterior, el APTES es un agente silano ampliamente utilizado y el
que demostrd una mejor conjugacion de AuNPs ante un sistema muy limitado como son los
coloidosomas. Entonces, previo a la obtencion de particulas anfifilicas se decidio realizar
un anadlisis mas detallado sobre la modificacion superficial de particulas de silice con dicho
silano. Se conoce que la superficie de particulas de silice limpias esta cubierta con grupos

hidroxilos (-OH) enlazados a atomos 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 reaccién 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 particulas después de la silanizacién. Después de realizar la modificacion con APTES
se obtienen diferentes estructuras en la superficie de la particula las cuales estan represen-

tadas en la Fig. 4.8.
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Figura 4.8: Diferentes tipos de atomos de silicio, &tomos de silicio unidos a uno, dos o ningun grupo
hidroxilo (Q) y tipos de enlace con las moléculas de APTES en la superficie de la particula (T).

Como consecuencia, las diferentes estructuras obtenidas dan lugar a diferentes tipos de
atomo de silicio los cuales pueden distinguirse y/o cuantificarse mediante la técnica de RMN
293i SPMAS. Con el fin de confirmar que la superficie de particulas de silice estuviera limpia
y evaluar los grupos hidroxilos disponibles se obtuvo el espectro de 22Si RMN SPMAS para

particulas limpias no modificadas el cual se observa en la Fig. 4.9.

Principalmente existen dos picos en el espectro de particulas no modificadas. El pico en
-112 ppm corresponde al atomo de silicio de tipo Q4 que se encuentra en el bulto de la
particula. El pico en -103 ppm es el atomo de silicio de tipo Q3 unido a un solo hidroxilo
y el pequefio hombro en -93 ppm es el atomo 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 mayoria

de los silanoles son simples (vecinales) con una pequena fraccion de geminales.

A pesar de que la técnica de RMN SPMAS tiene la ventaja de proveer un andlisis cuantitativo
de las sefales, la mas grande desventaja es que se requieren largos tiempos de adquisicién
resultando en un alto costo de experimento. Por lo que la RMN CPMAS 'H — 29Si o 'H
— 13C es una alternativa a esta desventaja debido a que esta Ultima técnica mejora la

sensibilidad de la baja abundancia natural de los ntcleos de 22Si y 13C, los cuales son
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Figura 4.9: Espectro 2°Si RMN SPMAS de particulas limpias de silice. Los picos en -112, -103 y
-93 ppm corresponden a los atomos de silicio Q4, Q3 y Q2, respectivamente.
de nuestro interés. No obstante, la técnica consiste en polarizar el atomo que se desea
observar a través de los atomos de hidrégeno; y, por esta razon las sefiales obtenidas en
CPMAS son indirectas y no son cuantificables. A pesar de ello, se utilizé esta técnica como
primer ensayo para comparar las diferentes modificaciones superficiales de las particulas
(Tabla 4.3).

Las condiciones de reaccion de Sen & Bruce [47] se escogieron como referencia puesto que
reportaron un buen recubrimiento superficial. De este modo, se mantuvo una temperatura
de reaccién de 50 °C y 5 h como tiempo de reaccion para todas las muestras excepto para
SAS3 en la cual se disminuy6 la temperatura a 25 °C y se incrementd el tiempo de reaccion
a 24 h. Con el fin de reproducir las condiciones de reaccion de la Ref. [47]; la muestra SA1
fue enjuagada adicionalmente con una mezcla de acido 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 recibid un pretratamiento de secado a 140 °C

durante 2 h.

Es importante mencionar que las particulas previo a la silanizacion en la Fig. 4.9 presentaron

los mismos picos en 29Si que en la Fig. 4.10 y no mostraron ningun pico en el espectro
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Muestra Sintesis Radio %PD Ap mp mg mg/Ap Disolvente T t

(nm) (m?) (mg) (9) (9/m?) (°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 reaccion utilizadas para la funcionalizacién con grupos amino de particu-
las de silice. La segunda columna se refiere al nimero de sintesis de particulas de silice obtenidas
mediante el método de Stéber [37], % PD corresponde al indice de polidispersidad, mp corresponde
a la masa total de particulas, mg es la masa de silano utilizada, mg/Ap es la masa de silano por

drea total de particulas, T es la temperatura de reaccidn y t, el tiempo de reaccién.

de 13C Fig. 4.11 Esto es una prueba de que la superficie de las particulas previo a la

modificacidon se encontraban completamente limpias.

La intensidad del pico Q3 es ahora mas alta que Q4 debido a la polarizacion de la fraccidon
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 particulas hidrofilicas en tolueno se utilizé Triton X100 como es
sugerido por los autores. De acuerdo a los espectros en la Fig. 4.10, no se observa ningun
pico que corresponda a otra especie mas que a la de la silice pura en el espectro de 29gi.
Por esta razdn, fue necesario obtener espectros de '3C que permiten visualizar los nicleos
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 atomos de carbono
de los grupos etoxi de la molécula de APTES o del etanol. La presencia de estos grupos
indica una pobre hidrdlisis del silano. Aparentemente, el agua adsorbida a la superficie
de la particula no fue suficiente para comenzar la hidrdlisis del silano lo cual restringi6 la
modificacion quimica. Lo mas probable es que el silano se encuentre unicamente adsorbido

fisicamente en la superficie de la particula interactuando con los grupos hidroxilo mediante
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Figura 4.10: Espectros 22Si CPMAS de particulas de silice modificadas bajo diferentes condiciones.
La asignacién de los picos sigue la numeracion de la Fig.4.8. El recuadro insertado representa la
asignacion de los atomos de carbono y silicio en la molécula de APTES.

puentes de hidrogeno. Esta interaccion, junto con las sefiales del metanol (usado para los

lavados de la particula) se ve reflejada en el pequerio pico en 52 ppm [86].

Hay algunos indicios de los picos correspondientes a los atomos C1-C3 de la cadena de
APTES, sin embargo, éstos se encuentran muy cerca del ruido como para hacer una con-
clusién contundente. Una observacion importante durante la modificacion de esta muestra
es que debido a la alta afinidad hidrofilica de las particulas, éstas no se dispersaron comple-
tamente en tolueno aun después de la adicion de una alta cantidad de Triton X100 (5 g). Por
tanto, aun si todo el APTES hubiera hidrolizado, resultaria extremadamente dificil obtener
una modificacién superficial homogénea debido a la severa agregacion de las particulas.
Ademas, incluso después de varios ciclos de lavado, aun quedaron residuos de tensoactivo

en la superficie de la particula. Esto se ve reflejado en el pequefio pico a 72 ppm.
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Figura 4.11: Espectros '3C CPMAS de particulas de silice modificadas bajo diferentes condiciones.
El recuadro insertado representa la asignacion de los atomos de carbono en los grupos etoxi.
Dadas estas razones, es posible concluir que el método escogido como referencia no fun-

ciond de la forma esperada para nuestras particulas.

En la siguiente modificacion se decidié cambiar a un disolvente con mayor polaridad para
evitar la agregacion de las particulas. También se realizé con el fin de tener una referencia
de la modificacion 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 modificacién resulté peor que SA1 porque los espectros de 13C CPMAS mostraron
unicamente los picos correspondientes a los carbonos de los grupos etoxi. Estos picos se
atribuyen a etanol quimica o fisicamente adsorbido a la superficie de la particula [86]. A
pesar de que el etanol es un buen disolvente para el APTES, es conocido que la tasa de

hidrdlisis del silano es acelerada en etanol mas que en tolueno.
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Esta rapida hidrdlisis también promueve la auto-condensacion del APTES en el bulto redu-
ciendo su contenido en la superficie. Otra razdn por la cual se da una pobre modificacién
es la fuerte interaccion entre el etanol y los grupos hidroxilo de la superficie de la silice obs-
truyendo las interacciones entre el silano y la silice y favoreciendo su condensacion sobre

la superficie [47, 86].

Con el fin de detener la policondensacion del APTES en el bulto, en la muestra SA3 se
disminuyd la concentracion del silano por area total de particulas, asi como la temperatura
de reaccion de 50 °C a 25 °C. Para compensar la esperada disminucion de modificacién
superficial, el tiempo de reaccién se aumentd de 5 a 24 h. El espectro de 13C RMN en la Fig.
4.11 demuestra que la modificacion mejord respecto a la muestra SA2. Ademas 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 22Si no se observa ningun pico més que aquellos de la
silice limpia. Este hecho en conjunto con los pequefios picos en el espectro de 13C permite
concluir que la modificacion de las particulas se llevd a cabo de manera correcta pero la
densidad superficial de grupos amino en la superficie fue muy baja. Sin embargo, estas
condiciones pueden ser utiles en algunos casos cuando no es posible utilizar un disolvente
no polar, por ejemplo, en los colidosomas. Si recordamos la modificaciéon superficial de
coloidosomas de la seccion anterior 4.3, esto comprueba la pobre modificacion superficial

de las particulas con los agentes silanos, asi como la baja conjugacion de AuNPs.

De acuerdo a las observaciones realizadas en los resultados precedentes, se optd 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 SA1y SA2 pero en una mezcla de etanol/tolueno
(1:9 v/v). Como se puede observar en el espectro de 13¢, todos los picos correspondien-
tes al APTES aparecen de manera pronunciada. Las especies etoxi aun aparecen, lo cual
puede ser el resultado de la reaccidn de intercambio entre los grupos hidroxilos de la silice
y etanol o de una hidrdlisis incompleta del APTES por la falta de agua. A pesar de la pre-
sencia de estos grupos etoxi, el espectro de 22Si también confirma la eficiente modificacion
mostrando un nuevo pico en -69 ppm y otro en -60 ppm correspondientes a los atomos de

silicio de tipo T2 y T3, respectivamente.
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Existen varias razones por las que en la muestra SA4 se logrd una reaccion exitosa entre el
APTES y la silice. Primero, dado que la mayoria del disolvente es no polar, la hidrdlisis del
APTES disminuye y su policondensacion en el bulto es impedida. Esto permite que la mayor
parte del silano se localice cerca de la superficie de la particula, donde la concentracion 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 particula. Segundo, la alta temperatura mejora la movilidad de la capa de
etanol superficial asi como de las moléculas de APTES, mejorando asi la oportunidad del
silano a reaccionar con la superficie. Finalmente, una pequena cantidad de etanol ayuda
significativamente a dispersar las particulas hidrofilicas de silice mejorando la disponibilidad

de toda la superficie de cada particula para su modificacion.

Es conocido que la presencia de agua en la mezcla de reaccion induce la formacion de
multicapas de APTES, donde las moléculas de capas superiores interactian via puentes
de hidrégeno con la primera capa. Por esta razdn, se desarrolléd un experimento adicional
para eliminar la influencia de agua asi como la posibilidad de la formacion de multicapa. Se
repitié la modificacién de las particulas en la misma forma que para la muestra SA4 con la
diferencia de que tanto las particulas como los disolventes se secaron previo a la modifi-
cacion. Los espectros de RMN CPMAS de esta ultima muestra no se llevaron a cabo con
el fin de explorar otros métodos que permitieran una verdadera cuantificacion de la densi-
dad de grupos amino. Principalmente, se buscaron opciones mas econdémicas, rapidas, y

reproducibles.

4.4. Densidad superficial de grupos amino

La cuantificacion de la densidad de grupos amino en la superficie de micro y nanoparticulas
de diferentes materiales, incluyendo la silice, ha presentado ciertos retos debido a la minima
cantidad que se encuentra en ellas como se discutio en la seccion 2.6.2. Por esto se requirio

el uso de técnicas con mayor sensibilidad.
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4.4.1. Ensayo fluorimétrico con fluorescamina

El primer método es por fluorimetria en el cual se liberan los grupos amino mediante la di-
solucién de las particulas y posteriormente se hacen reaccionar con un fluorescamina que
da lugar a un compuesto fluorescente [44]. Los espectros recolectados para la curva de ca-
libracion se observan en la Fig. 4.12 (a), la maxima intensidad de fluorescencia se observa
en A = 480 nm, tal como lo mencionan los autores. La curva de calibracion correspondiente
a estos espectros leidos en el maximo de intensidad de fluorescencia se muestra en la Fig.
4.12 (b).

600 r r r r T 600
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— 400} 8 x10°mol APTES 1 . 400f
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Figura 4.12: (a) Espectros de emision de fluorescamina a diferentes concentraciones de APTES
tras excitacion a Aexc =365 nm. (b) Curva de calibracién para fluorescamina leido a A = 480 nm.

Los espectros recolectados de cada muestra tras la reaccion con fluorescamina se obser-
van en la Fig. 4.13. Los espectros para las muestras SA2 -SA4 verifican que el tiempo de
reaccion para la funcionalizacién 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 reaccion la funcionalizacion 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
funcionalizacidn superficial de las particulas gracias a la autocatalisis 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 hidrdgeno o protonados por silanoles acidos
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Figura 4.13: Espectros de emisidon de fluorescamina después de reaccionar con los grupos amino
de las muestras.

en la superficie de la silice [43]. Sin embargo, la condensacidn del silano con la superficie
puede ocurrir con la posterior formacion 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 mas favorable. De
este modo, el recubrimiento total bajo condiciones secas es mayor, aunque una desventaja

de éste método es que resulta mas laborioso y costoso.

A pesar de que los espectros en la Fig. 4.13 nos brinda informacion importante sobre las
mejores condiciones de funcionalizacion, el fin de este experimento es realizar una compa-
racion de manera cuantitativa. En la Tabla 4.4 se muestra el calculo en nmol de los grupos
amino presentes y su densidad respecto al area de particulas. El célculo del numero 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 maximo de tres grupos hi-
droxilo en la superficie de la particula, tedricamente, el recubrimiento maximo de superficie
serd de 1.25 - 2.0 moléculas de APTES por nm? (si se toma como referencia que la densidad
de grupos hidroxilo es de 4-6 OH/nm?) [89]. La comparacién de los valores experimenta-

les con los valores maximos estimados elimina la posibilidad de formaciéon de multicapa,
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Concentracion total Densidad total Densidad total Porcentaje de

Muestra de grupos amino  de grupos amino de grupos amino recubrimiento

(nmol) (nmol/m?) (-NHo/nm?2) %
SA2 4416 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: Cuantificacion de grupos amino totales por area de particula calculados a partir de la
curva de calibracion de la Fig. 4.13. Para el célculo porcentual, se consideré una densidad total
tedrica de grupos amino de 1.25 NH2/nm2 .

ya que el maximo 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 teérico de maxima

funcionalizacién (1.25 —~NH,/nm?).

Es importante mencionar que lograr el recubrimiento total de las particulas es dificil segun un
estudio previo [88]. El problema es que sdélo algunos grupos amino del APTES que forman
enlaces de hidrégeno con los silanoles de la superficie pueden autocatalizar la condensa-
cion con la formacion del posterior enlace covalente. Y de estas moléculas, alrededor del
32 % no logran desdoblarse y permanecen unicamente adsorbidas fisicamente a la superfi-
cie. Por ende, estas moléculas son facilmente eliminadas de la superficie durante los ciclos
de lavado lo que da resultado a que sélo el 68 % restante se encuentre covalentemente
unido. Si se toma en cuenta este hecho, la modificacion 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-Nitrobenzaldehido

Para evitar la destruccidn de las particulas de silice se siguié un segundo método que incluye
la formacion de una imina a partir de un compuesto sensible a la luz UV. Un detalle muy
importante a cuidar durante la reaccién es la cantidad de agua presente al inicio, ya que
es una reaccion reversible y si existe una cantidad inicial de agua, la cuantificacion puede
no ser completamente correcta. La Fig. 4.14 muestra la curva de calibracion realizada para
este experimento, aunque el maximo presenta un ligero desplazamiento A= 270 nm en
nuestro caso contra A= 280 nm reportado en la Ref. [76]. Aunque existen otros estudios
que muestran el maximo de absorbancia de estos espectros en 270 nm [90]. Por lo que se
utilizé este valor para la lectura del sobrenadante de 4-NBA que reacciond con particulas

modificadas en espectros posteriores de 4-NBA Fig. 4.15.
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Figura 4.14: (a) Espectros de absorcion de distintas concentraciones de APTES en disolucién de
hidrdlisis. EI maximo de absorbancia se lee en A= 270 nm. (b) Curva de calibracion realizada con
los espectros obtenidos en (a).

A pesar de que es posible observar una tendencia en la Fig. 4.15 (a) la sefal de 4-NBA
que deberia observarse en 270 nm se desvanece y aparece una sefal en 240 nm. Esta
ultima senal puede deberse a un desplazamiento de la sefnal principal, ademas de que las
sefales tampoco se encuentran bien definidas. Dado que en este ensayo las particulas son
sedimentadas, la baja definicion de la sefal puede ser producto de una pequefa cantidad

de particulas presentes en el sobrenadante. Por lo que se decidi¢ filtrar las muestras para
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evitar la dispersion de la luz causada por las particulas. En la Fig. 4.15 (b) se observa una
notable mejora en los espectros aunque aun se observa un desplazamiento del maximo de
la intensidad de la sefial. No obstante para la comparacion de las muestras se realiza la

lectura a 270 nm.
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Figura 4.15: Espectros de absorcidn 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 informacidn sobre la cantidad de grupos amino disponibles res-
pecto a la molécula del 4-NBA. Si comparamos esta informacién con la obtenida respecto
a la fluorescamina Tabla 4.4, se observa una gran disminucion de los grupos amino que
finalmente reaccionan con otra molécula. Esto posiblemente debido a que algunas molécu-
las de APTES se encuentran Unicamente 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 particula como en la muestra SA4 en condiciones secas, el tamaro del 4-NBA puede

ocasionar impedimento estérico entre grupos aminos.

Otra observacioén 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 solo 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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Concentracion disponible Densidad disponible Densidad disponible Porcentaje de

Muestra de grupos amino de grupos amino de grupos amino  disponibilidad
(nmol) (nmol/m?) (-NHo/nm?) %
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: Cuantificacién de grupos amino disponibles por area de particula calculados a partir de
la curva de calibracion de la Fig. 4.14. El célculo porcentual se realizé con base en la densidad total
de grupos amino de la Tabla 4.4.

importante entre los métodos es que la modificacion de SA4 seco requiere de una mayor
cantidad de material y cuidado respecto a la modificacion de la forma SA4. Por esta razén
se recomienda utilizar un método mas sencillo. La cantidad de 4-NBA enlazado se calcula

de 7.8 x 10° moléculas/particula o 0.13 moléculas/nm?. El célculo se detalla en el Anexo B.

Este estudio brinda informacién importante acerca de la conjugacion de nuevas moléculas
a la superficie silanizada de las particulas. No obstante, la reaccion con 4-NBA no se re-
comienda hasta este punto para la cuantificacidn rigurosa. La primera razén, es el cuidado
que debe tenerse al momento de llevar a cabo la reaccién. Como se menciond en la seccion
2.6.3, la reaccion debe llevarse a cabo bajo condiciones anhidras. Ya que la existencia de
trazas de agua puede ocasionar la formacion prematura del precursor (4-NBA). Esto es un
gran problema, ya que la reaccion genera agua per se y si ésta no es eliminada continua-
mente, puede haber errores en la cuantificacion de los grupos amino ya que la cantidad de
moléculas de 4-NBA hidrolizadas de vuelta disminuird. Ademas se observo experimental-
mente tanto un desplazamiento, como un ensanchamiento en el maximo de absorbancia.
Lo cual, en parte puede deberse a la presencia de particulas en el medio, pero no se des-
carta la presencia de algun otro compuesto. La ventaja, empero, es que es un método no
destructivo e indica que la conjugacion de cualquier molécula a los grupos amino requiere

un estudio cuidadoso.
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4.5. Estudio de las condiciones de conjugacion con Ro-

damina B Isotiocianato (RBITC)

4.5.1. Microscopia Optica Confocal (MOF)

Dado que una de las formas de visualizacion de particulas Janus es mediante microscopia
de fluorescencia, se decidio realizar un estudio previo para encontrar las condiciones de
reaccion que otorgaran la mayor intensidad de fluorescencia de las particulas. La muestra
SA4 fue escogida para el estudio de conjugacion de la RBITC como funcidn de la concen-

tracion y tiempo de reaccion.

La proporcion de cantidad de particulas modificadas respecto a la cantidad de RBITC utili-
zada para su decoracion rige la cantidad final de cromdforo que quedara conjugado en la
superficie de la particula y por tanto su intensidad de fluorescencia final. Podria pensarse
qgue tan sélo un poco de exceso de RBITC de acuerdo a la cantidad estequiométrica ne-
cesaria para conjugar todos los grupos aminos conduciria a una mayor fluorescencia. Sin
embargo, estudios previos demuestran que la cantidad de RBITC requerida para tener una
notable conjugacion resulta ser mucho mayor de lo que se cree [91]. Por esta razén, lo ideal
es encontrar que la relacién de esta proporcion 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 optima de este cromoforo se modificaron 4 sets de 10 mg de particu-
las de silice de 3 um en la misma forma que SA4. Posteriormente, cada set se conjugd con
una cantidad diferente 5, 10, 30 0 100 mg de RBITC en 20 mL de etanol absoluto. El tiempo

de reaccion se fij6 a 48 h para todas las muestras.

La Fig. 4.16 muestra las imagenes adquiridas mediante MOF, donde las particulas mas
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 variacion proporcional respecto
a la concentracion 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 particulas.
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(a)

Figura 4.16: Imagenes de particulas de silice 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 particulas vistas en MOF como funcién de la con-

centracion de RBITC utilizado en la sintesis.
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Si ahora observamos las imagenes obtenidas mediante MOF, se podria bien elegir a la
muestra con mayor concentracion de RBITC que es la que otorga una mayor fluorescencia.
Por otra parte, de esta misma serie de imagenes podria descartarse la muestra de 5 mg en
la cual no se tiene una buena apreciacion de las particulas. No obstante, para realizar este
estudio las condiciones para la adquisicion de imagenes del microscopio se mantuvieron
igual para todas las muestras. Por lo que la variacidn de los parametros de adquisiciéon de
imagen del microscopio puede mejorar la visualizacion de la muestra. En la Fig. 4.18 se
comprueba que al variar los parametros de adquisicion del microscopio es posible mejorar
notablemente la visualizacion de la muestra, incluso la muestra que en la Fig. 4.16 (a)
demostraba no tener una gran intensidad de fluorescencia. Por esta razdn, se decidio utilizar

la menor cantidad de RBITC para las siguientes etapas de estudio.

Figura 4.18: Visualizacion en MOF de muestra con 5 mg de RBITC variando las condiciones de

adquisicion del microscopio. Barras de escala = 5 pm.

Como se menciond, la intensidad de fluorescencia de las particulas se rige por varios as-
pectos, y como recién se observo, la concentracion es uno de ellos. Después de ajustar
la cantidad de RBITC a utilizar para aun obtener una buena intensidad de fluorescencia
para visualizar mediante MOF, se decidid ajustar el tiempo de reaccion de la RBITC con las
particulas. Para esto, se modificaron particulas con diametro de 1 pm en la misma forma
que SA4 manteniendo la proporcion de 0.44 gApTES/m2 y después se hicieron reaccionar

con 5 mg de RBITC en etanol a diferentes tiempos de reaccion.

La visualizacién de las particulas en MOF y sus respectivos tiempos de conjugacion 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 conjugacion, la intensidad

de fluorescencia de las particulas crece; pero a tiempos largos de reaccion 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 mas pronunciado.

3h

Figura 4.19: Intensidad de fluorescencia de las particulas vistas en MOF como funcidn del tiempo
de reaccion con RBITC. Barras de escala = 6 pm.

Para corroborar esta tendencia se utilizé el programa Imaged que cuantifica el valor prome-
dio de escala de grises (el uso del programa se describe en el Anexo A) de las imagenes
obtenidas en MOF Fig. 4.21. Este grafico permite verificar una tendencia que primero in-
crementa con el tiempo de reaccion hasta 24 h y posteriormente decae con un pequefno
pico a 75 h. Aunque existen variaciones en la intensidad, es posible apreciar el maximo de
intensidad a 24 h.
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Figura 4.20: Fotografia de las particulas modificadas, la variacién 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
reaccion favorezca el enlace de una mayor cantidad de moléculas de RBITC a la superficie

de la particula, y como resultado, obtener una mayor intensidad de fluorescencia.

Existen dos posibles razones que pueden explicar el efecto opuesto que se observa: i) el
cromoforo se desactiva porque existen muchas moléculas unidas a la superficie y ocasionan
una fotodesactivacion al momento de ser visualizadas ¢ ii) la concentracion superficial del

cromoforo disminuye a largos tiempos de reaccion y, por tanto su fluorescencia.
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Figura 4.21: Intensidad de fluorescencia de las particulas vistas en MOF como funcidn del tiempo

de reaccion con RBITC. Las lineas punteadas se colocaron como guia visual.

Desafortunadamente la microscopia éptica confocal no nos brinda la oportunidad de con-
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firmar lo que le sucede al cromdéforo puesto que esta técnica no cuantifica la cantidad de
moléculas de RBITC presentes en las particulas. Por lo que es necesario utilizar otras técni-
cas como espectroscopia UV-Visible o incluso de fluorescencia en los casos donde la con-
centracion es muy baja. Una alta concentracion a largos tiempos de reaccidon confirmaria
una desactivacion fluorescente, mientras que si la tendencia se mantiene, indicaria que de

algun modo la cantidad de moléculas de RBITC en la superficie de la particula disminuye.

4.5.2. Espectroscopia de Fluorescencia y UV-Vis

Para revisar las ideas presentadas en la seccion anterior, se disolvieron 10 mg de cada
muestra en una disolucion 1 M de NaOH. Se midi6 la concentracion de la RBITC enlazada
al APTES de las particulas modificadas Fig. 4.22 (a) y (d), que probablemente tendria un
grupo hidroxilo en vez de un atomo de silicio debido a su desacomplamiento de la particula
y posterior hidrdlisis en la disolucion de NaOH. Para verificar que la formacion de Na,SiOg
no modificara la solubilidad de la RBITC y su fluorescencia, se realizé también la curva de
calibracion de la RBITC en NaOH 1 M con particulas de silice disueltas en una concentracion
de 2 mg/mL, dicha concentracidn de particulas es igual a la concentracion de las muestras
Fig. 4.22 (b) y (e).

El coeficiente de extincidn de la RBITC se calculé a partir de la curva de calibracion Fig. 4.22
(c) (rojo) a partirde laec. 2.10 (A = e d C). Al graficar la absorbancia contra la concentracion,
la pendiente corresponde a € d; y sid = 1 cm se encuentra que el coeficiente de extincion
de la RBITC en NaOH 1 M es igual a 5.9 x 108 (Mm)~" del cual se conoce que depende de
la polaridad del medio y del pH, por lo que es diferente mas no tan lejano de los coeficientes
de extincion encontrados para otros derivados de la rodamina [92]. Asimismo, se calculd
el coeficiente de extincién de la curva de calibracion con la adicién de las particulas de
silice a la disolucién de RBITC Fig. 4.22 (c) (verde) que es 6.3 x 108 (Mm)~! , el cual es
muy cercano al obtenido previamente en la disolucién de hidréxido de sodio sin particulas.
Considerando el coeficiente de extincion en presencia de particulas de silice, se procedio
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 adiciéon de 2 mg/mL de particulas de silice (b) y (e). Curvas de calibracién

obtenidas a partir de los espectros superiores.

Los valores de concentracion para los tiempos de reaccion a 24 y 32 h fueron muy altos
ocasionando una saturacion en la sefal de fluorescencia, por o que no pudieron obtenerse
tales curvas. Sin embargo, el calculo de la concentracion de RBITC presente, se realizé

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 emisién de fluorescencia concuerdan con la estimacion
de la concentracion del cromdforo. La concentracion sigue muy bien la tendencia obtenida

mediante microscopia optica 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 particulas de silice decoradas con
RBITC disueltas en NaOH 1 M. Los tiempos corresponden al tiempo de reaccion de las particulas

con la RBITC y son los mismos para ambos graficos.

2.0x10° . . . :

S

fi
o
T

C (mg/mL)
=
al
o

5.0x10" } ’ ..

0.0

t (h)

Figura 4.24: Concentracion de RBITC en 5 mL de NaOH 1 M después de la disolucién de 10 mg de
particulas calculado a partir de UV/VIS (circulos rojos) y fluorescencia (cuadros azules). Las lineas
punteadas se colocaron como guia visual.

Este resultado elimina la posibilidad de la desactivacion de fluorescencia debido a la alta
concentracion del tinte en la superficie, puesto que la mayor intensidad de fluorescencia

corresponde a la mayor concentracion de la RBITC en las particulas. Ademas, el célculo
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de la cantidad de la RBITC enlazada resulta ser de 846 moléculas por particula 0 3 x 1074
moléculas/ nm? (el célculo se detalla en el Anexo B), por lo que las moléculas estan 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 disminucién de la
concentracion del cromoforo en la superficie de la particula es importante recordar que la
fuerte absorbancia en el rango del campo visible de la RBTIC es debido a la conjugacion
del xanteno. Por lo que, una disminucidn significativa de las sefales de absorbancia y fluo-
rescencia pueden ser debido a dos razones: i) el fluoréforo se degrada en el tiempo de
manera que la conjugacion del xanteno se pierde ¢ ii) la molécula se mantiene intacta en
la parte del xanteno pero se desenlaza de la superficie de la particulas con el tiempo y es

posteriormente eliminado durante el lavado de las particulas.

Es bien sabido que muchos fluoréforos tienden a descomponerse bajo ciertas condiciones
como pH y temperaturas extremas, luz, exposicion al oxigeno, etc. Por lo tanto, se deci-
dié verificar la estabilidad de la RBITC en etanol puro, ya que es el disolvente utilizado en

la reaccion de conjugacion de las particulas.

Etanol
0.05 : . :

0.04} 72h

0.01
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Figura 4.25: Espectros de absorcion UV/VIS de RBITC en etanol a diferentes concentraciones en

funcién del tiempo.
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También se verificé su estabilidad en pH extremos como NaOH 1 M (pH = 12) y en una
pequefia cantidad de HCI 1 M con etanol (pH ~ 2). La Fig. 4.25 muestra los espectros
obtenidos para tres concentraciones distintas del cromoforo en etanol puro. No se observa
ninguna diferencia notable en los espectros en distintas concentraciones hasta 7 dias de
disolucion del cromdforo en este disolvente. Los espectros tienen la banda de absorcidn

principal en Agmi = 540 nm.

Posteriormente, se recolectaron los espectros en NaOH 1 M Fig. 4.26 a diferentes concen-
traciones de RBITC. En este caso se midié al tiempo inicial y después de 7 dias que fue
el tiempo mas largo obtenido para etanol. En esta figura se observa que el espectro de la
RBITC no cambia respecto al tiempo aunque su banda de absorcidn principal sufre un ligero
desplazamiento hacia Agmj = 550 nm. Es comun observar este tipo de desplazamientos de-
bido al cambio de la polaridad del medio, lo cual indica pequefios cambios en la transicion

de electrones.

NaOH 1M

450 500 550 600 650
A (nm)

Figura 4.26: Espectros de absorcién UV/VIS de RBITC en NaOH 1M a diferentes concentraciones

en funcion del tiempo.

Este desplazamiento es esperado en el caso de la disolucién de RBITC en etanol con una
pequerfia cantidad de HCI 1 M, ya que la fuerza y la concentracién del acido son suficientes
para cambiar la polaridad del medio. Tal como se observa en la Fig. 4.27, la banda de

absorcion principal se observa también en Agmj = 550 nm.
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Figura 4.27: Espectros de absorcion UV/VIS de RBITC en una disolucion de etanol en HCI 500/1
v/v a diferentes concentraciones en funcion 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 aparicion de otras bandas que indiquen
una descomposicion del xanteno. Por lo que se puede concluir que el fluoréforo es muy es-
table en todos los medios considerados al menos en el lapso de una semana. Sin embargo,
para estudiar a detalle los pequefios cambios en la RBITC (principalmente en la estructura
del xanteno), es necesario utilizar una técnica que provea una descripcion mas detallada y
que nos permita al mismo tiempo, monitorear los cambios en la molécula como la RMN en

disolucion.

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 disolucion con etanol-dg. Para monitorear un posible cambio en la concen-
tracion de la especie principal, se utilizé pireno como estandar interno dentro de un capilar.
La prediccién sobre los desplazamientos del pireno en espectros de 'H y 13C realizados a

partir del programa MestReNova© se muestran en la Fig. 4.28.

Dado que esta molécula es un compuesto aromatico, la mayoria de sus sefnales se esperan

a altos desplazamientos: de 8.00 a 8.20 ppm en 'H y de 135-120 ppm en '3C.
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Figura 4.28: Prediccién de los espectros (a) 'H y (b) '3C de la molécula de pireno utilizado como
estandar. La asignacion de los picos se realiza con base en la numeracion de los nucleos de la

molécula de pireno insertada.

Asimismo se realizé la prediccién de los desplazamientos de la RBITC en espectros de 'H
y 13C Fig. 4.29 (b) - (d), respectivamente.

Por una parte, en el espectro de 'H, las sefiales correspondientes al anillo de benceno se
esperan entre 7.5y 8.0 ppm, las sefales del grupo xanteno se esperan entre 6.0y 7.0 ppm,
mientras que los carbonos alifaticos (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 alifaticos 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 maximo de 75 h (para esta ultima muestra no se utilizé la referencia).
En la Fig. 4.30 se muestra la asignacion de las sefales. Los picos de referencia aparecen
entre 7.7 y 8.0 ppm interfiriendo con las sefales del anillo benceno de la RBITC. Las sefales
de los hidrégenos del anillo xanteno aparecen entre 6.5 - 7.5 ppm, mientras los hidrégenos
alifaticos de la molécula de RBITC tanto del disolvente (etanol-dg) contribuyen a los picos

a-d debajo de 4 ppm.
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Figura 4.29: (a) Asignacion de los nucleos de carbono e hidrégeno de la RBITC. Prediccion de los

espectros (b) 'H y (c), (d) 3C de la molécula de RBITC. La asignacién de los picos se realiza con

base en la numeracion de (a).

Posiblemente la sefial en 5.2 ppm corresponde también al disolvente. Puede observarse
claramente que la estructura del croméforo se encuentra intacto hasta 75 h en etanol. La
comparacion de la intensidad de sefnales entre la muestra y el estandar resultaron tener la

misma proporcion para todos los tiempos de espera indicando la concentracion constante

del cromdforo.

Los espectros anteriores indican una alta estabilidad de la RBITC en etanol, por lo menos
hasta 75 h. Por ello, se procedid a verificar la estabilidad de esta disolucion ahora en con-
tacto con particulas de silice dispersas para monitorear una posible N-dealquilacidon del tinte

Fig. 4.31. Aparentemente, el contacto con las particulas tampoco afecta la estructura de la
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RBITC como se puede observar en la Fig. 4.31 (a). La regidon de las senales correspon-
dientes al xanteno no se ve afectado, lo cual implica que tanto la conjugacién del mismo

asi como la absorbancia en UV/VIS y fluorescencia deben estar también intactos.
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Figura 4.30: Espectros 'H RMN del tiempo de almacenamiento de RBITC en EtOD-dg.

Adicionalmente, se adquirieron los espectros 13C RMN del croméforo Fig.4.31 (b), sin em-
bargo, no fue posible obtener sefiales muy intensas aun después de varios dias de adqui-
sicion debido a la baja solubilidad (~ 5 mg/mL) de la RBITC en etanol. A pesar de ello,
existe un pequefo indicio (30 ppm) de que después de tener contacto con las particulas
una parte del cromdforo se convierte a N,N,N’-Trietilrodamina, donde un grupo etil (d&tomos
by d) son eliminados. Es conocido que esto puede sucederle a la RBITC durante el proceso
de oxidacion debido a la exposicion con la luz u oxigeno. Dicha N-dealquilacion resulta en
un desplazamiento hipsocrémico del maximo de absorbancia. Sin embargo, ningun cam-
bio de este tipo fue observado probablemente debido a que sdlo una pequefia parte del
cromoforo fue N-dealquilado y los espectros globales de absorcion y fluorescencia no se

vieron afectados.

94



CAPITULO 4: RESULTADOS Y ANALISIS

(a) disolvente (b)

anillo de anillo de d 3 1
C a xanteno /bw\o anillo de ¢
— xanteno
b ™
40 20

anillo de
benceno

anillo de / v

xanteno

/-

—_—

okl

9 8 7 6 5 4 3 2 1 0 160 140 120 100 80 60
(ppm) ppm

“

0

Figura 4.31: Espectros de RMN (a) 'Hy (b) '3C de RBITC en EtOD-dg: Comparacién de la RBITC

después de 75 h de evolucidn sin particulas (negro) y en presencia de particulas (azul).

Los experimentos realizados para comprobar la estabilidad de la RBITC permiten concluir
gue el xanteno, que es la parte responsable de la absorcion y fluorescencia, no se degrada
en el tiempo aun en presencia de las particulas. Por ende, una posible razén por la cual
la intensidad de fluorescencia disminuye es que el cromdéforo comienza a separarse de las
particulas y es eliminado durante el proceso de lavado. De este modo, la concentracion
total de la RBITC decae.

Para explicar esto es necesario recordar que la parte del cromdéforo que reacciona quimica-
mente con las particulas 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 cromdéforo decae si se utiliza
una disolucién vieja del mismo [65]. Por ejemplo, hay algunos indicios de la hidrdlisis del
grupo isotiocianato previo a la reaccion, aunque se demostré que el grado de ésta no es

significativa para competir con la conjugacion del grupo amino [65, 93].

No obstante, también se ha demostrado que la hidrdlisis del enlace entre la tiourea y el
substrato de la amina tiene una contribucion significativa [93]. Los autores demostraron que

el enlace croméforo - sustrato no es un proceso inmediato pero comienza a ser relevante
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después de 48 h y alcanza su maximo cerca de 75 h de la incubacidon del cromdforo y
sustrato en una disolucion de buffer. Ciertamente, la tiourea y sus derivados pueden ser
hidrolizados en agua, en medios acidos o basicos de acuerdo al siguiente esquema [94,
95, 96]:

(NH5)5CS + 2H5,0 — 2NH3 + CO5 + H,S (4.1)

Por tanto, el aducto RBITC-APTES puede presentar la reaccion de hidrdlisis, lo que resulta
en la posible formacion de dos aminas: RB-NH, y particulas de silice modificadas con gru-
pos amino aparte del CO, y el H,S. A pesar de ello, es necesario profundizar un poco mas

en el estudio de este proceso para determinar con mayor exactitud los productos finales.

Estos ultimos estudios elaborados para comprender la disminucién de fluorescencia en las
particulas a largos tiempos de conjugacion permiten descartar varias posibilidades: como la
desactivacion fluorescente debido a la alta concentracidn del tinte en la superficie, asi como
la fotodescomposicion de la RBITC a largos tiempos de almacenamiento, en diferentes

medios, e incluso en presencia de particulas de silice disueltas.

Por el contrario, se considera con mayor peso la hidrdlisis de la tiourea, que permiten ex-
plicar el deterioro del conjugado cromdéforo-particula posiblemente debido a la ruptura del
enlace tiourea. Dado que este proceso es mas pronunciado después de 24 h de reaccion,
no es recomendable exceder este tiempo de reaccion para una eficiente decoracion de la
particula. Esto puede aplicar potencialmente para otros derivados del grupo isotiocianato

de otros cromdforos.

4.6. Sintesis y caracterizacion de particulas Janus

Todos los estudios anteriores se encuentran dirigidos hacia los objetivos finales de este
trabajo, los cuales son la sintesis de particulas anfifilicas y su caracterizacion mediante
técnicas opticas. Las técnicas elegidas para la visualizacion de las particulas fueron SEM
y MOF. Para esto fue necesario realizar la conjugacion de AuNPs o de RBITC al hemisferio
modificado con grupos amino de las particulas Janus. El hemisferio no polar es mas dificil

de visualizar ya que se desconocen las técnicas de conjugacion de compuestos afines a
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grupos metilo. Ademas se requeriria un estudio adicional previo a la conjugacion de estos

compuestos a las particulas Janus.

En esta seccion se muestran los resultados para particulas anfifilicas de 3 pm y 500 nm.
Ambas sintesis y caracterizaciones siguen los mismos métodos, lo cual resulta de gran uti-
lidad debido a que se puede escalar a particulas de silice de cualquier tamario. Inicialmente
se realizd la sintesis de coloidosomas de ambos tamanos. Los resultados para particulas de
500 nm se muestran en la seccion 4.1 de este capitulo. Los coloidosomas para particulas

de 3 um se detallan en la misma seccion.

Figura 4.32: Imagenes SEM de particulas Janus de 3 pm decoradas con AuNPs.

Después de haber protegido un hemisferio de las particulas, se procedié a hidrofobizar el
hemisferio expuesto en vapor con DCDMS. La cera encargada de proteger el otro hemisferio
se disolvid en cloroformo y las particulas fueron enjuagadas mediante ciclos de centrifuga-

cion-redispersion con cloroformo por lo menos 10 veces y una ultima vez con etanol. Las
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particulas secadas al vacio se modificaron posteriormente en la forma SA4 manteniendo la
relacién 0.44 g APTES/ m2. Hasta este punto se obtienen particulas anfifilicas en las cuales
un hemisferio se encuentra modificado con grupos metilo asignandole el caracter no polar
y el opuesto se encuentra modificado con grupos amino asignandole el caracter polar. Se
enfatiza el uso de un agente visual para caraterizar las particulas Janus puesto que al ser
observadas en SEM por ejemplo, no se apreciaria ningun cambio entre las particulas lim-
pias y las particulas modificadas. Probablemente, se observaria cierta rugosidad pero no

seria posible distinguir un hemisferio del otro.

Figura 4.33: Imagenes SEM de particulas Janus de 500 nm decoradas con AuNPs.

La conjugacion de otro compuesto a sélo un hemisferio de las particulas representa tam-
bién un reto. Si se realiza la conjugacion en el volumen por ejemplo de las AuNPs, puede
ocurrir una fuerte agregacion 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 conjugacion de la misma en
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el hemisferio polar, al cual es mas afin pero no se descarta la posibilidad de adsorcion al he-
misferio no polar de la particula. Para esto se ide¢ el aislamiento selectivo de un hemisferio
de la particula. 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 particulas

coloidales formen una monocapa.

La interfase mas comun de este sistema es aire-agua. De esta forma, lo esperado al colocar
una particula 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. Asi 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 intercambid el agua por etanol y después por

una disolucidon de RBITC en etanol.

Con este sistema encontramos varias ventajas, sin embargo la conjugacion de los com-
puestos varia puesto que el fendmeno que ahora la rige es la difusion. Por esto, el tiempo
de conjugacion debe extenderse; por ejemplo para las AuNPs el tiempo de conjugacion fue
de 24 h. Las figuras 4.32 y 4.33 muestran la exitosa conjugacion de AuNPs de oro a un sdlo
hemisferio de las particulas de distintos tamafios. Se observa una alta densidad de AuNPs

que facilita distinguir el balance Janus.

Pero, el tiempo no es la unica limitante de este método. Puesto que para la RBITC se in-
tercambid el agua por etanol, dejar el sistema 24 h a temperatura ambiente ocasionaria
una evaporacion del etanol y por tanto una pérdida de la interfase. Por esta razén se de-
cidiod realizar la conjugacién con RBITC unicamente durante 6 h. Una ultima problematica
dentro de la visualizacién de particulas Janus mediante MOF es el indice de refraccién de
la fase dispersa. Las particulas de silice son esferas translucidas. Por lo tanto, aunque sdlo
una mitad de la particula se encuentre decorada con RBITC, la fluorescencia emitida se
reflejara en todas las direcciones. Esto produce que las particulas se vean completamente
fluorescentes cuando el medio donde se encuentran dispersas tiene un indice de refrac-
cion, como el agua (n = 1.3325) [97], muy diferente al de las particulas que se estima es n
= 1.4585 [98].
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Figura 4.34: Imagenes MOF de particulas Janus de 3 pm decoradas con RBITC. Fase continua:
DBM/EtOH 50 %. Las barras de escala indican 6 um. El color de las imagenes fue cambiado a
amarillo para una mejor visualizacion.

Por lo tanto se realizé la busqueda de un disolvente o mezcla de disolventes que propor-
cionara un indice de refraccion cercano al de la silice. La mezcla de disolventes que ayuda
a resolver la visualizacion de las particulas Janus decoradas es dibromometano (DBM) (n
= 1.5420) [99] en etanol (n= 1.3591) [100] en una proporcion del 50 % con un indice de
refraccion de n= 1.4505. La Fig. 4.34 muestra la visualizacion de las particulas Janus uti-
lizando esta mezcla de disolventes. Gracias a ello, es posible observar sélo un hemisferio

de la particula, como si estuviera cortado aunque no es asi.
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La correcta visualizacion y caracterizacion de ambos hemisferios de las particulas Janus
mediante SEM y MOF permiten concluir que tanto el método utilizado para la sintesis, como

los métodos la futura conjugacion de AuNPs y RBITC son satisfactorios.
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Capitulo 5

Conclusiones y Perspectivas

Se desarrollé un método eficiente para la sintesis de hasta 50 mg de particulas Janus de
3 um y 500 nm a partir de particulas coloidales de silice. La insercidn selectiva de grupos
funcionales capaces de otorgar el caracter anisotrdpico a estas particulas presentd distintas

adversidades.

Primero, para la proteccion de un hemisferio de la particula se utilizé el método de emulsion
Pickering que permite la formacidn de coloidosomas. Varios parametros rigen la correcta for-
macion de coloidosomas en los cuales las particulas se encuentren inmersas a la mitad de
su volumen. Inicialmente, es necesario establecer una buena relacion de cantidad-tamarno
de particulas dispersas hacia la cantidad de cera para asegurar el recubrimiento total de la
interface agua-aceite, asi como una correcta estabilizacion de la emulsion. Posteriormente,
se ajusta la cantidad de tensoactivo necesario para hidrofobizar suficientemente la super-
ficie y sumergir las particulas a la mitad de su volumen. Los parametros establecidos para
preparar 50 mg de coloidosomas de particulas de 3 pm son: 50 mg de cera parafina, y 5
mL de una disolucion de bromuro de didodecildimetilamonio (DDAB) a 1/6 de su CMC. Asi-
mismo para preparar 50 mg de coloidosomas de particulas de 500 nm son: 1.5 g de cera

parafina'y 15 mL de una disoluciéon de DDAB con una relacion de CMC/3.4.

Segundo, es la silanizacién del hemisferio expuesto de las particulas en coloidosoma con

diclorodimetilsilano (DCDMS) para la insercion de grupos metilo y posteriormente modi-
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ficados con 3-aminopropiltrietoxisilano (APTES) para crear el hemisferio hidrofilico de la
particula. Los parametros de modificacion con APTES se optimizan previamente, ya que la
funcionalizacion de particulas de silice 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 pequefa cantidad es necesaria para iniciar la hidrolisis
del APTES, un exceso de la misma ocasiona una hidrdlisis del APTES en el volumen resul-
tando en una pobre modificacion superficial. Asimismo, altas temperaturas de silanizacion
favorecen la condensacion del APTES en la superficie de la particula. La mejor funciona-
lizacién obtenida fue manteniendo una relacién 0.44 gaptes/m? de particulas de silice en
una mezcla de disolventes etanol en tolueno en proporcion 9:1, respectivamente, a 50 °C
durante 5 h (SA4). Adicionalmente, un secado previo de las particulas a 140 °C, asi como
el secado de los disolventes (SA4 seco) mejora la funcionalizacién aunque es un método

mas laborioso y costoso.

Tercero, la cuantificacion de grupos amino superficiales requiere de técnicas altamente sen-
sibles debido a la minuscula cantidad de silano acoplado. Por ello, se utiliza espectroscopia
de fluorescencia. Mediante un ensayo fluorimétrico, que incluye la disolucion de las particu-
las en NaOH 1 M se encuentra que la muestra SA4 otorga una funcionalizacion del 50 %
mientras que la muestra SA4 bajo condiciones secas otorga una funcionalizacion del 69 %.
En general se alcanza la mayor funcionalizacion de particulas de silice estimada tedrica-
mente en 70 %. Utilizando esta misma técnica, la disponibilidad de reaccion de los grupos
amino con Rodamina B Isotiocianato se estima en 846 moléculas/particula. Esta cantidad,
aunque parece pequena es suficiente para la posterior visualizacion de las particulas en
microscopia optica de fluorescencia. Dado, que la disponibilidad depende del tamario de la
molécula que se desea conjugar y en busqueda de un método no destructivo de cuantifica-
cion; se realiza un estudio por espectroscopia UV-Visible con 4-nitrobenzaldehido (4-NBA),
una molécula relativamente pequefia con la cual se estima el enlace de 7.8 x 10° molécu-
las/particula. Sin embargo, el método utilizado para esta ultima técnica se deja abierto para
su mejora mediante futuros estudios ya que se observd un desplazamiento en el maximo de
absorbancia en los espectros. Es una técnica que requiere de mucho cuidado experimental,

asi como la verificacion de su reproducibilidad.
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Cuarto, la intensidad de fluorescencia de la RBITC en la superficie de las particulas pre-
sentd un interesante comportamiento, del cual se realizaron estudios mas profundos. El
tinte mostré un maximo de fluorescencia en 24 h utilizando 5 mg del mismo en 10 mg de
particulas modificadas dispersas en etanol. Se realizé un estudio exhaustivo con el fin de
explicar este fendémeno comenzando por la cuantificacidn de la concentracién de RBITC en
la superficie de las particulas. La tendencia de la concentracion de RBITC observada por
espectroscopia de fluorescencia y UV/Vis es similar a la observada por microscopia optica
confocal lo cual descartd la hipdtesis de desactivacion fluorescente debido a una alta con-
centracion del cromdforo. Posteriormente se sugirid una fotodescomposicion del cromaéforo
puesto que es conocido que las rodaminas son moléculas sensibles a la luz y oxigeno. Tras
monitorear la estabilidad de la RBITC en distintos medios y tiempos de almacenamiento; se
observé mediante resonancia magnética nuclear en disolucién que sdlo a largos tiempos,
la RBITC sufre una N-dealquilacién. Sin embargo, esto no afecta los espectros globales
de absorbancia y fluorescencia por lo que se sugiridé una ultima hipdtesis que incluye la
separacion del cromoforo de las particulas debido a la hidrdlisis del enlace tiourea entre la
RBITC y el grupo amino superficial. Esto ultimo explica el decaimiento en la intensidad de

fuorescencia de las muestras a largos tiempos de reaccion.

Quinto, la conjugacién de nanoparticulas de oro (AuNPs) y RBITC al hemisferio hidrofilico
de las particulas Janus es una tarea compleja debido al selecto acoplamiento de ambas
especies. La conjugacion de AuNPs en el volumen, por ejemplo, no es una opcion viable
debido a la alta densidad de grupos amino en la superficie de la particula que ocasiona la
rapida agregacion de las AuNPs mezclando ambos tipos de particulas. En el caso del tinte
fluorescente tampoco es una opcidn preferida ya que éste se adsorbe a ambos hemisfe-
rios. Para ello se utilizé el método de adsorcion en una interfase agua-aire durante 24 h
para el caso de las AuNPs y una reaccion de 6 h en etanol-aire para el caso de la RBITC.
Las particulas Janus de ambos tamanos decoradas con AuNPs son facilmente resueltas
mediante microcopia de barrido electrénico. Sin embargo la visualizacién en microscopia
Optica de fluorescencia para el caso de las particulas fluorescentes present6 un problema
de resolucidon debido al tamafo, por lo que unicamente las particulas de 3 um son visualiza-

das. Ademas fue necesario utilizar una mezcla de disolventes que coincidiera con el indice
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de refraccion de las particulas de silice para evitar la refraccién de la luz de fluorescen-
cia emitida en todas direcciones. La mezcla utilizada con un indice de refraccién 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 particulas ya que se establece un método sistemati-
co y reproducible para la sintesis de dichas particulas. Por mencionar algunas; este trabajo
sirve como base para la mejora de la sintesis de particulas Janus. Por ejemplo, es deseable
continuar el escalamiento de preparacion de coloidosomas, con el fin de obtener tanto una
mayor cantidad de particulas en un solo lote como diferentes tamarnos y tipos de particulas

Janus.

También, la buena funcionalizacidn de particulas de silice abre la posibilidad de conjuga-
cion de una infinidad de compuestos gracias a la insercidon del grupo amino. Asimismo, los
parametros de modificacion utilizados pueden servir como punto de partida para la introduc-
cion de otros grupos funcionales e incluso para otra base, como la magnetita que también

es ampliamente utilizada para modificacion superficial.

La dependencia de intensidad de fluorescencia de la RBITC puede extenderse a otros
cromoforos de la misma familia. Adicionalmente, la alta estabilidad de la RBITC ofrece la
posibilidad del reciclado de la misma ya que sdélo una minima cantidad reacciona con la
particula. Esto reduciria costos y optimizaria el uso de la misma. Este tinte puede también
ser utilizado en la sintesis de particulas de silice no sélo superficialmente fluorescentes, si

no desde el nucleo durante la sintesis de las mismas.
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(3-aminopropil)trietoxisilano (99 %) Acido acético glacial (99.85 %)
(APTES) CgHo3NO3Si CH3COOH

Sigma Aldrich Sigma Aldrich

densidad: 0.946 g/mL masa molar: 151.12 g/mol

masa molar: 221.37 g/mol

Acido Sulfurico (97.9 %)
(3-etoxidimetilsilil)propilamina (97 %) HoSO4
(APDES) C5H150N J.T. Baker
Sigma Aldrich masa molar: 98.08 g/mol
densidad: 1.057 g/mL

masa molar: 161.32 g/mol Alcohol etilico absoluto (99.95 %)
temperatura de ebullicion: 80 °C CH3CH,OH
J.T. Baker
(3-Mercaptopropil)trimetoxisilano (95%) densidad: 0.789 g/mL
(MPTMS) CgH1603Si masa molar: 46.06 g/mol
Sigma Aldrich
densidad: 1.057 g/mL Benzofenona
masa molar: 196.34 g/mol Ci3H100
Sigma Aldrich
4-nitrobenzaldehido (98 %) masa molar: 182.22 g/mol
(4-NBA) 4 — (NO,)CgH4CHO
Sigma Aldrich Bromuro de didodecidimetil amonio
(DDAB)
Acetona (99.6 %) Sigma Aldrich
C3HgO
J.T. Baker Cera parafina (99.8 %)
densidad: 0.791 g/mL C13H100
masa molar: 58.08 g/mol Sigma Aldrich
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Citrato de sodio (98.0 %)
Na3CGH5O7
Sigma Aldrich

masa molar: 258.06 g/mol

Cloroformo (99.9 %)

CHCls

Productos Quimicos Monterrey
densidad: 1.47 g/mL

masa molar: 119.38 g/mol

Cloruro de oro (lll) trihidrato (99.9 %)
HAUC|4 . 3H20
Sigma Aldrich

masa molar: 393.83 g/mol

Dibromometano (99.0 %)
(DBM) CH5Br,

Sigma Aldrich

densidad: 2.477 g/mL
masa molar: 173.83 g/mol

temperatura de ebullicién: 96-98 °C

Diclorodimetilsilano (99.5 %)
(DCDMS) Si(CH3)Cly

Sigma Aldrich

densidad: 1.07 g/mL

masa molar: 129.06 g/mol

temperatura de ebullicién: 70 °C
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Dicromato de potasio (99.8 %)
K2CI’207
Fermont

masa molar: 294.18 g/mol

Fluorescamina (98 %)
C17H1004
Sigma Aldrich

masa molar: 278.26 g/mol

Fosfato de sodio dibasico heptahidratado

Na2HP04 . HQO
Sigma Aldrich

masa molar: 268.07 g/mol

Hidréxido de potasio (98.0 %)
KOH
Sigma Aldrich

masa molar: 56.1 g/mol

Hidréxido de sodio (Perlas) (98.3 %)
NaOH
J.T. Baker

masa molar: 40.0 g/mol

Metanol (99.97 %)
CH3;0H

J.T. Baker

densidad: 0.792 g/mL

masa molar: 32.04 g/mol
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Monofosfato de sodio anhidro
NaH2 PO4
J.T. Baker

masa molar: 119.98 g/mol

Particulas de silice de 320 nm (SiPs)
SiO,
Lote S6, R=310 nm PD: 5.6 %

Particulas de silice de 3 um (SiPs)
SiO5
Bangs Laboratories (Fishers, USA)

Particulas de silice de 500 nm (SiPs)
SiO,
Lote S % PD:

Particulas de silice de ~ 1 um (SiPs)
SiO,
Lote S47, R=482 nm, PD: 2.0%

Perdxido de hidrégeno (30 %)
H2O,
J.T. Baker

masa molar: 34.01 g/mol

Rodamina B Isotiocianato mezcla de isdmeros

(RBITC) CogH3pCIN3O3S
Sigma Aldrich

masa molar: 536.08 g/mol

solubilidad: 10 mg/mL (metanol A 20 °CC)
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Sodio metalico
Na
Sigma Aldrich

masa molar: 22.98 g/mol

Tolueno (99.5%)
CgHsCHj3

J.T. Baker

densidad: 0.867 g/mL

masa molar: 92.14 g/mol

Triton X100 (99.5 %)
Sigma Aldrich
densidad: 1.07 g/mL

masa molar promedio: 625 g/mol



Anexo B

Calculo de moléculas de
conjugacion presentes en la
superficie de particulas de silice

modificadas

Se describe a detalle la estimacion del numero de moléculas de RBITC y de 4-NBA enla-
zadas a las particulas de silice modificadas descritas en la seccion de resultados y analisis
4.5.2.

Se desea obtener el nimero de moléculas de un compuesto en una particula de silice; por
ejemplo la RBITC cuyo valor de concentracion se obtiene a partir de la curva de calibracién

de la seccidn 4.5.2 convertida a g/mL:

nreitc _ Creitc Vais Na (B.1)
part  Npart PMpgc’

donde ngrpg|Tc/part es la cantidad de moléculas de RBITC por particula, Crgjtc es la con-

centracion experimental de RBITC en g/mL, V ;s es el volumen de disolucién medido en la
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SUPERFICIE DE PARTICULAS DE SILICE MODIFICADAS

celda de cuarzo utilizada en fluorimetria (5 mL para la RBITC), N es el numero de Avo-
gadro (6.023 x 1023 moléculas/mol), Npart €s el numero de particulas de silice disueltas, y

PMgRgiTc es el peso molecular de la RBITC (546.06 g/mol).

Se tiene que el numero de particulas en una masa total de particulas disueltas (mT) en
NaOH 1 M, es:

mT _ m-|-
M1p P1pV1p

Npart = (B.2)

donde m4, es la masa de una particula de silice dada por el producto de su densidad (p1p)

y su volumen (V1p).

Reescribiendo la ec. anterior B.2 en términos del volumen de una particula:

3mT

Npart = (B.3)

p1p 47’[R3 ,
donde R es el radio de la particula y se asume que la densidad de una particula es de
2 x 108g/m3.
Sustituyendo la ec. B.3 en la ec. B.1 se obtiene:

nreirc _ 4™ CraITC Vais NA R% p1p

part 3 mr PMggitc ’ (54

Por lo que mediante la ec. B.4 se puede estimar el nimero de moléculas de RBITC conju-

gado a 10 mg de particulas de silice de 1 um en 5 mL de disolucion.

4m (1.58 x 10793 (5mL) (6.023 x 1023 Moeulas) (5. 107 m)3 (2 x 108 -5;)

NRBITC _ mol
part 3 (0.01g) (536.06-2.) 85
resultando:
DIRBITC _ 846 moléculas de RBITC. (B.6)

part
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En el caso del 4-NBA, la concentracion dada en nmol de grupos amino se convierte a mol

y Unicamente se realiza la ecuacion siguiente:

ns-NBA _ Ca-nBaNA (B7)
pal’t Npart ’

Si se sustituye el numero de particulas el cual se calcula del mismo modo que en la ec. B.2

se obtiene:

N4 NBA _ 4n C4_nga Na R® pip
part 3mr

: (B.8)

El radio de particulas y la masa total de particulas tienen el mismo valor que el utilizado

para la RBITC, por lo que al sustituir los valores se obtiene:

47 (1.25 x 1078mol) (6.023 x 1023 moléculasy 5 5 10-7m)3 (2 x 1062,

N4-NBA _ mol =
part 3(0.01g) - B
resultando:
4-NBA _ 7 g« 105 moléculas de 4 — NBA. (B.10)

part
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Anexo C

Uso del software ImagedJ para el
analisis de particulas

fluorescentes

Para comparar la intensidad de fluorescencia entre los diferentes tiempos de reaccion de las
particulas de silice modificadas con APTEs y la RBITC se utilizd el programa Imaged. Las
imagenes fueron guardadas en formato .tiff para conservar la mayor informacién posible
tomada con el microscopio []. En esta seccion se hace una descripcidn paso a paso del uso

del programa y la forma en la que se llevd a cabo el andlisis.

1. Una vez instalado, abrir el programa ImageJ.

 Imagel = O X
File Edit Image Process Analyze Plugins Window Help
[=Keliai =P PAR I RN VN EN vl [ R C P o0 P T

Text tool (double-click to configure) |

Figura C.1: Ventana de inicio del programa ImageJ.
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2. Dar clic en la opcidn File-Open o teclear Ctrl + O al mismo tiempo.

Edit image Process Analyze Plugine Window Help |

Kew »blold] oafse| 2] 2] | |=)
Open Mext Ctri+Mayisculas+0 ==
Cpen Samples L
Open Recent 4
Impart +
Close Cirl+W
Close Al
| Save Ctri+S
Save As 2
Revert Crl+R
Fage Setup...
Frint. . Ctiri+F
Quit

Figura C.2: Abrir imagen.

3. Se selecciona la imagen a analizar dando doble clic sobre ella o sobre el botén Abrir.

Bizcaren: | €1 ' = ® e B~
“n mldﬂ - - - -
Eacmxmo
Snag-134 Snap-135 Snap-136 Snap-137
Bbidma
Esle equipn
Red
Snap-138 w
Narbre:  [Enap38 o [ e |
Tipa [Todes los arcives (-9 | Concglar

Figura C.3: Abrir imagen.
4. En algunas ocasiones el fondo de la imagen no es completamente negro, por lo que,

para un buen analisis es necesario sustraerlo. La forma de hacer esto en ImageJ es

dar clic en la opcidon Process-Substract Background.
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£ gl == g

File Edrt Imagé Frocess Anaryie Flugins Window Hélp .
Egggi Smooth Ctri+Mayisculas+5 jﬂJJ_
Freshand selections | Sharpen

Find Edges f :
Find Maxima...

Enhance Contrast ..

Moize

Shadows

Binary

Iath
FFT

Filters

Batch »
Image Calculator....
Repeat Command Cirl+Mayisculas+R

Figura C.4: Sustraccion del fondo fluorescente.

5. Al abrir la opcidn de sustraccion del fondo aparece la siguiente ventana. El rolling ball
radius corresponde a la cantidad de pixeles que se desea tomar para la sustraccion.
Las demas opciones sirven para elegir el tipo de sustraccion. En el caso de imagenes
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 opcién Light back-
ground. Cuando el fondo en general tiene cierta fluorescencia se selecciona la opcion
Separate colors. Para ver los cambios antes de elegir el tipo de sustraccion, se puede

seleccionar la opcion de Preview. Una vez seleccionada la opcién se da clic en OK.

© Subtract Background... X

Rolling ball radius: m pixels

™ Light background

v Separate colors

™ Create background (don't subtract)
™ Sliding paraboloid

™ Disable smoothing

I Preview

OK Cancel | Help

Figura C.5: Seleccién de opcién para sustraccién del fondo fluorescente.
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Figura C.6: Sustraccion del fondo fluorescente (a) Imagen original (b) Imagen con fondo modificado.

6. Para analizar cada una de las particulas podemos ampliar y mover la imagen: la am-
pliamos, dando clic en la lupa y la acercamos dando clic izquierdo o utilizando el
simbolo de ‘+’ en el teclado y la alejamos dando clic derecho o apretando el simbolo
‘-’. Para mover la imagen, se da clic en el simbolo 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 posicion.

* Image - O X
File Edit Image Process Analyz Window Help
SISEISEPTINA o =t R
Magnifying glass (or use "+" and "-" keys)

Figura C.7: Simbolo lupa para acercarse o alejarse y simbolo mano para mover la posicion de la

imagen.

7. Una vez localizada la particula, se da clic en la opcidn de dvalo. La particula se rodea

sosteniendo el clic izquierdo (quedara identificada por un marco color amarillo).

117



ANEX0 C: Uso DEL SOFTWARE IMAGEJ PARA EL ANALISIS DE PARTICULAS
FLUORESCENTES

File Edt Image Process Analyze Plugins Window Heip '
O 2 |o| <4 +s]Ala|n|O) olsw| 48] 2] | > |

Polygon zelections

Snag- 1384 — o x
20 1751 5.21 inchzs (1936¢1 460) ROE: 11MB

Figura C.8: Seleccion de una particula.

8. Para obtener informacidn sobre la particula seleccionada se escogen los paramétros

de analisis en la opcidn Analyze-Set Measurements.

Image! = E| b
File Edit Image Process | Flugins Window Help
|E {@] B| E‘_‘,"I /{i A| -+_| Measure Ctri+M ?‘,| A | & | Vi |
Text tool (doublz-click to configure  Analyze Paricles
Summarize
Cistribution...
Label

Calibrate
Histogram Ctri+H
Plot Profile Cirl+k

Surface Plot
Gels E

Tools ¥

Figura C.9: Opcidn establecer parametros.

9. Al seleccionar la opcion Set Measurements se abre una ventana. Los parametros que
deseamos guardar son Area 'y Mean gray value. El primero analiza el niumero de pixe-
les y el segundo el valor de escala de grises promedio de los pixeles seleccionados.

Para enumerar las particulas que se han analizado se selecciona la opcién Display
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label y para mantener todas las particulas seleccionadas que se analicen se activa la

opcidn Add to overlay. Se da clic en el botén OK para continuar.

© Set Measurements X

W iireai W Wean gray value
[~ Standard deviation [ Modal gray value
™ Win & max grayvalue [ Centroid

[ Center of mass [ Perimeter

[” Bounding rectangle [ Fitellipse

[ Shape descriptors [ Ferets diameter
[ Integrated density [ Median

" Skewness [ Kurtosis

[ Areafraction [ Stack position

[~ Limitto threshold v Display label

[ Invert Y coordinates [ Scientific notation
v Add to overlay

Redirect to: ,m

Decimal places (0-8): |3

oK Cancel | Help

Figura C.10: Seleccidn de parametros de analisis.

10. Una vez seleccionada la particula se aprietan en conjunto las teclas Ctrl + M para
comenzar el analisis. Automaticamente se asignara un niumero a la particula rodeada

y se mostraran los parametros analizados que se escogieron en la ventana anterior

Mot - o

Figura C.11: Andlisis de una particula.

11. Alfinalizar el andlisis de las particulas se guardan los datos analizados dando clic en

la opcién File-Save As o Ctrl + S.
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Rename...

Duplicate
. _]—Lt

Figura C.12: Guardado de analisis.

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 opcidn File-Save As o Ctrl +

S. Se selecciona el formato .tiff

= o x

magel
Edi Image Process Analyze Plugins Window Help
New v J{«? Q Deulsu | 4 | & | ):‘| | | >
Open... Ctri+Q | to swiich)
Open Mext CtritMayisculas+0 e . T

Open Samples
Open Recent
Import

Close Cir+W
Close All

Ctrl+S
]
i

Jpeg...
Ct+R :
Text Image...
Page Setup... ZIP
Print CtriitF | Raw Data...

Image Sequence...
AV

orD

Quit

Figura C.13: Guardado de imagen analizada.

13. De este modo se mantienen ambos archivos: el original y la imagen analizada.

(b)

Figura C.14: Imagenes de particulas (a) archivo original (b) imagen analizada.
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