UPV/EHU OCW-2016: Nanotecnologia en Alimentos

Idoia Ruiz de Larramendi

Practica 1. Influencia del
tamano de particula en las
propiedades fisicas de

nanoparticulas de Au

Esta actividad introduce a los estudiantes en el estudio de las
propiedades tnicas de los materiales en escala nanométrica a
través de la exploracion de las propiedades Opticas
dependientes del tamano que exhiben las nanoparticulas de

oro.

1.1 Introduccion

Un nanémetro es 10.000 veces mas pequeno que el didmetro de un pelo humano. ;Te
imaginas lo que significa el producir y emplear materiales a escala nanométrica? La
nanociencia investiga las propiedades tan especiales que presentan estos materiales.
Entendiendo estas propiedades y aprendiendo cémo emplearlas en diferentes
aplicaciones, los cientificos e ingenieros pueden desarrollar nuevos tipos de sensores y
dispositivos. Esta tecnologia esta teniendo un enorme impacto en el diagnéstico de

enfermedades, en el procesado y almacenamiento de informacién, etc.

Las propiedades fisicas y quimicas son dependientes del tamano dentro de un cierto
intervalo de tamanos especificos para cada material y propiedad. Cuando una
particula de oro metalico presenta un tamaifio similar a la longitud de onda de la luz
visible (400 — 750 nm), interactia con la luz de forma muy interesante. El color de

una solucion de nanoparticulas de oro depende del tamano y forma de las
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nanoparticulas. Consideremos una analogia: el golpe de una cuchara sobre una
botella de cristal parcialmente llena de agua genera un sonido. Variando el volumen
de agua en la botella, el tono del sonido cambiard. Por lo tanto, el tono del sonido
depende del volumen de agua. De manera similar, el volumen y la forma de la
nanoparticula determinan cémo va a interactuar con la luz. En consecuencia,
determinaran también el color de la solucion de nanoparticulas. Por ejemplo,
mientras que una gran muestra de oro (como las empleadas en joyeria) es de color
amarillo, una solucién de particulas nanométricas de oro puede presentar un amplio

abanico de colores, dependiendo del tamafio de las nanoparticulas.

sPor qué las manoparticulas de oro mo son amarillas y pueden ser

verdes, rojas o azules?

Los metales no absorben la luz visible; en cambio, pueden devolver casi toda la luz
que les llega gracias a que algunos de sus electrones no estidn unidos a atomos
individuales, sino que estan 'libres' para moverse. Estos electrones méviles hacen de
'coraza' para la luz visible que llega, impidiendo que penetre. Bueno, estrictamente
hablando, la luz es capaz de penetrar en el metal unos pocos nanémetros,
pero, a efectos préacticos, toda la luz se refleja en el metal llegando a nuestros ojos y

por eso los vemos brillantes.

En el caso del oro, no todos los electrones son libres y aquellos que se encuentran
ligados a los atomos son los responsables de la tonalidad dorada de este elemento. Al
reducir el tamafno de las particulas a escala nanométrica, la luz ya es capaz de
penetrar el metal. La pequena penetracion de la luz en los metales es suficiente para
que llegue a toda la nanoparticula y todos los electrones empiezan a moverse
colectivamente por efecto de esta luz. Se desplazan juntos de un lado a otro de

la nanoparticula de forma oscilatoria al 'ritmo' que les marque la onda de la luz.

La nanoparticulas de oro, cuanto mas pequefias presentardn un color mas rojizo. Las
nanoparticulas de tamafio mediano (~ 90 nm) absorben luz de longitud de onda
grande (rojo) pero dejan pasar el resto (azul) y por eso se ven azuladas. Las
nanoparticulas muy pequenas absorben luz de longitud de onda pequena (azul),
llegando a nuestros ojos el resto (roja) y por eso se ven rojizas. Por esto, cuanto mas
pequenas sean las nanoparticulas, més rojizas las veremos (siempre y cuando veamos

la nanoparticula desde el lado opuesto al lado desde el que se ilumina).
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FEspectroscopia y el tamarno de las nanoparticulas

El espectro visible de una solucién de oro coloidal aporta informaciéon acerca del

tamano y la uniformidad de sus particulas:

FEl tamafio de particula estd relacionado con la posicion del pico, Amax. Para las

nanoparticulas de Au de 12-13 nm de didmetro, el pico correspondiente al maximo
aparece a una longitud de onda de 520 nm. De todas formas, la posicion de Amax
puede variar de una muestra a otra en funcién del tamano de las nanoparticulas, tal

como se muestra en la siguiente tabla:

Tabla 1.1 Relacion entre el tamano de particula y la posicion del pico

de mazxima absorbancia.

Tamaio de particula / nm  Anax / nm

<12 < 520
12 520
> 12 > 520

La anchura del pico a media altura (peak width at half mdzimum — PWHM) indica

cémo es la distribuciéon de los tamafios de particula. Cuanto mas estrecho sea el

pico, mayor sera el tamano de particula. En esta préctica, el intervalo en el que nos
moveremos sera + 1.5 nm, y la anchura de pico (PWHM) debe encontrarse entre 80

v 90 nm.

En esta practica, se exploraran estas propiedades dependientes del tamano de las
nanoparticulas de oro y se investigara el efecto de anadir diferentes sustancias a una

solucién de nanoparticulas de oro.

1.2 Reactivos

HAuCl, - 3 H2O, NazC¢Hs07 - 2 H,O, NaCl, azicar, vinagre y agua destilada

1.3 Materiales

Vaso de precipitados de 50 ml (2), vidrio de reloj (2), tubos de ensayo (4), gradilla
para tubos de ensayo (1), probeta (1), pipeta de 20 ml (1), pipetas Pasteur (3),

placa calefactora (1) y agitador magnético (1), bote guardamuestras (1).

w
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1.4 Procedimiento

Disoluciones de partida (estan preparadas):

Disolucién 1.0 mM de HAuCl, - 3 H,O: Disolver 0.1 g del sélido en 500 ml de agua
destilada

Disolucién 38.8 mM de NazCsHs07 -2 H,O: Disolver 0.5 g del sélido en 50 ml de

agua destilada

Apartado A  Sintesis de nanoparticulas de Au de 13 nm de didmetro

por el método Turkevich!>.

_ 1. Anadir 20 ml de la disolucién del 4cido tetraclorodurico (HAuClL) en un vaso
de precipitados de 50 ml. Poner la mosca (0 iméan) en su interior y calentar
en la placa calefactora hasta ebullicién con agitacién constante.

_ 2.Una vez que empieza la ebullicién, afiadir mediante una pipeta Pasteur 2 ml
de la disolucién de trisodio;2-hidroxipropano-1,2,3-tricarboxilato;dihidratado
(NasCsH507). Mantener la mezcla en ebullicién y con agitacién hasta que la
solucién  adquiera un color rojizo profundo (tras 10 minutos
aproximadamente). Mientras la solucién esté en agitacién, anadir agua
destilada segtin sea conveniente, para mantener el volumen total de la mezcla
cercano a los 22 ml. ;Observas algiin cambio en la soluciéon?

_3.Cuando la solucién presente un color rojizo profundo, apagar la placa
calefactora y el agitador.

_4.Dejar enfriar la mezcla hasta temperatura ambiente y transvasa la disoluciéon
a un bote porta-muestras para emplearla en el siguiente apartado de la

practica.

Antes de la adicion del agente reductor, en la disolucién tendremos cationes de oro,
Au*?. Cuando anadimos el NasCsH;O7 (agente reductor) se forman los 4tomos de oro
metalico y su concentracion aumenta rapidamente hasta llegar al punto de
saturacion de la disoluciéon. A partir de este punto, las particulas se van formando en

el proceso conocido como nucleacion. De esta forma, los atomos de oro que estan

! Purkevich, J., Stevenson, P.C. and Hillier, J. “A study of the nucleation and growth processes in the
synthesis of colloidal gold.” Discuss Faraday Soc., 11 (1951) 55-75.
? Kimling, J.; Maier, M.; Okenve, B.; Kotaidis, V.; Ballot, H.; Plech, A. “Turkevich Method

for Gold Nanoparticle Synthesis Revisited” J. Phys. Chem. B 110 (2006) 15700-15707.
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presentes en la disolucién se unen a los centros de nucleacién dando lugar a un

crecimiento de las particulas, tal como se explica en la figura 1.1.

Nucleacion
o O o

Supersaturacion

Crecimiento

Tiempo
Adicion de reductor

Figura 1.1 (a) Proceso de crecimiento de las particulas de oro a partir de

una disolucién de cationes de Au*’.

Figura 1.2 Disolucion inicial de oro (a) y aspecto final de la misma tras la

formacion de las nanoparticulas.
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En funcién del control del proceso de crecimiento podremos obtener nanoparticulas

de diferentes tamanos que podréan ser visualizadas mediante microscopia electrénica

de transmision — TEM (figura 1.3).
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Figura 1.8 (a) Imdgenes de microscopia TEM obtenidas para nanoparticulas

de Au con diferentes tamanos y (b) distribucion de tamanos.

El NasC¢Hs07 al ser adicionado a la disolucion de acido tetracloroatirico también
actia como amortiguador en funcién de su cantidad y concentracién. El proceso de
nucleacién y la posterior cristalizaciéon ocurre muy rapido a temperaturas elevadas.
Sin embargo, la presencia del amortiguador fomenta el crecimiento de las particulas,
por lo que es importante controlar ambos factores (temperatura y amortiguador),
que actian independientemente, a fin de regular el tamafio de las nanoparticulas. El
proceso de formacion de las nanoparticulas de oro conlleva una serie de pasos que se

detallan a continuacién:
a) Hidrolisis del HAuCly y el anién citrato.

C;H;07* + H.O « C3HsO* + OH
AuCly + OH < AuCl3(OH) + CI
AuCl3(OH) + OH < AuCly,(OH)y + CI
AuCly(OH)s + OH" < AuCl(OH)s + CI
AuCl(OH)s + OH < Au(OH)s; + CI

b) Reaccién redox entre el HAuCl, y el anién citrato

Ox0r- B
%?7}),_0 — 0{.@ L CO,+H +2¢
O o O

O
AuCl; 4+ 2¢ —AuCl + 2CI
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¢) Complejacién del anién acetato dicarboxilato (AAD) y el AuCl

\
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d) Descomposicién del AAD en acetona
O

T~

O

e) Reaccién redox entre el AuCl; y la acetona

+ 4AuCly — 4AuCl
_‘g ,

f) Desproporcionacién del AuCl.
3AuCl — 2Au’ + AuCl;

Apartado B Empleo de nanoparticulas como sensores quimicos

selectivos.

_1.En un vaso de precipitados de 50 ml disolver 0.5 g de NaCl en 10 ml de agua
destilada.

_2.En otro vaso de precipitados de 50 ml, disolver 2 g de azicar en 10 ml de
agua destilada.

_3.En 4 tubos de ensayo, verter 3 ml (con pipeta Pasteur) de la solucién de
nanoparticulas de oro preparada en el apartado A. Anadir, de nuevo
mediante una pipeta Pasteur, 3 ml de agua destilada en cada uno de los 4
tubos de ensayo. Guardar uno de los tubos de ensayo con nanoparticulas de
Au y agua destilada como control para comparar con los tubos de ensayo de
los siguientes experimentos.

_4.Con una pipeta Pasteur, anadir 5 — 10 gotas (de una en una y poco a poco)
de la solucién de NaCl en uno de los tubos de ensayo que contienen 3ml de
nanoparticulas de Au y agua destilada. Apunta lo que observas. ;Qué ha

ocurrido en la solucién de nanoparticulas?
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_5.Con otra pipeta Pasteur, anadir 5 — 10 gotas (de una en una y poco a poco)
de la solucién de aztcar en otro de los tubos de ensayo que contienen 3ml de
nanoparticulas de Au y agua destilada. Apunta lo que observas. ;Qué ha
ocurrido en la solucién de nanoparticulas?

_ 6.;Qué predices que ocurriria si se afiaden unas gotas de vinagre? ;Crees que

se producira algin cambio de color? Realiza el experimento afiadiendo 5 — 10

gotas de vinagre.

Figura 1.4 Efecto del aditivo sobre

las manoparticulas:

(a) muestra control;

(b) NaCl;

(c¢) azicar;

(d) vinagre;

(e) dcido acético (80 %);
(f) HCI (12 N).

Apartado C  FEstudio de las soluciones de nanoparticulas de Au

mediante espectroscopia UV-visible

En esta tercera parte de la practica, se estudiara la agregacién de las soluciones de
nanoparticulas preparadas en el apartado B a través de la absorcion UV-visible
mediante un espectrofotémetro. Esto va a permitir a los estudiantes asociar la
longitud de onda absorbida (medida del espectro) con el color observado en la

solucion.
1.4.C.1 Precauciones a tener en cuenta

e Tome las cubetas por la parte superior evitando dejar restos de grasa o
suciedad en la cubeta que podrian afectar a la lectura de la absorbancia.

o Asegurese que antes de introducir las cubetas en el espectrofotémetro se
encuentran perfectamente limpias y secas ya que de lo contrario, al tratarse

de disoluciones que contienen acido, podrian danar el equipo.
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1.4.C.2  Determinacion del tamano de particula y su distribucion mediante

analisis colorimétrico

Se van a medir 5 muestras: agua destilada y alicuotas de las soluciones de los 4

tubos de ensayo preparados en el apartado B.

_1.Anadir unos ml de disolucién en la cubeta. Es importante que la
concentracién de la solucién sea tal que el maximo del pico de absorbancia se
encuentre entre 0.3 y 1. Comprobar que trabajamos con la concentracién
adecuada haciendo una medida a situando la longitud de onda a 520 nm, que
estard proxima al maximo de absorbancia. Si la absorbancia es demasiado
elevada, diluir con agua destilada.

_ 2.Medir la absorbancia cada 5 nm entre 400 y 700 nm para las 5 muestras.

_3.Dibujar la evolucién de la absorbancia frente a la longitud de onda. Compara
la posicion del pico de méxima absorbancia con los datos de las figuras 1.6 y
1.7.

_4.Rellena la siguiente tabla y extrae tus propias conclusiones, comentando
como es el tamafio de particula y su distribucién para cada una de las

muestras.

T _ Anchura a Distribucid
amarfo istribucién
Medida Amax (nm) (nm) media altura (nm)

nm (nm) nm

Agua destilada

Tubo 1
NPs Au

Tubo 2
NPs Au + NaCl

Tubo 3
NPs Au + azicar

Tubo 4
NPs Au + vinagre
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s Como calcular el tamano de particula a partir de la longitud de onda

mdzxima registrada en el espectro de UV /visible?

En el caso de las nanoparticulas de oro, a medida que el tamano de particula
aumenta, la longitud de onda del maximo se traslada a mayores valores, tal como se

aprecia en la figura 1.4.
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Figura 1.5 Movimiento del pico de mdxima absorbancia en funcion del

tamano de particula de las nanoparticulas de Au.

Para poder relacionar mas facilmente el tamafio de particula con la longitud de onda

del maximo que has obtenido puedes usar el siguiente grafico (figura 1.5):
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Figura 1.6 Variacion de la longitud de onda del mdximo del pico

correspondiente a las nanoparticulas con el tamano de particula.

~10 ~
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sComo calcular la anchura a media altura a partir de un espectro

UV /visible?

A través de la anchura a media altura es posible conocer la distribucién de tamanos
de las nanoparticulas obtenidas. Cuanto mayor sea dicho parametro, mayor
distribucién de tamanos se habrd obtenido, es decir, a lo largo de la sintesis se
habran obtenido nanoparticulas de muchos tamafnos diferentes. Si el pico es mas

estrecho, los tamanos de las nanoparticulas sintetizadas seran mas homogéneos.

El procedimiento que se sigue para calcular la anchura a media altura es el que se

presenta en la figura 1.6.

1
1) Localizar el mdazimo del pico
08
- 2) Calcular el punto medio
. de la altura del pico
g 0§
ig Y 3) Trazar dos rectas
= verticales
S verticales
@
Q 04
< 4) Calcular la
diferencia de A.
02
; Yo y 540 - 495 = 45 nm

=
400 450 500 550 600 650 700
Longitud de onda / nm

Figura 1.7 Esquema para el cdlculo de la anchura a media altura.

Se localiza el maximo del pico a analizar y a partir de él se calcula la mitad del pico.
Una vez localizado dicho punto se traza una linea horizontal y se marcan los dos
pintos en los que dicha recta horizontal corta con el pico. A partir de ambos puntos
se trazan sendas rectas verticales y se leen las longitudes de onda de ambos puntos.
La anchura a media altura se corresponde con la resta de ambas longitudes de onda

(longitud de onda mayor menos la longitud de onda menor.

~ 11 ~
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1.5 Cuestiones

1. Basandote en el hecho de que los aniones citrato cubren la
superficie de cada nanoparticula, explica qué mantiene las

nanoparticulas aisladas en la solucién original.

2. jPor qué anadir la soluciéon de la sal produce diferente

efecto que anadir azticar?

3. Qué ocurre al anadir el vinagre?

4. Cémo se puede aplicar el efecto observado en el apartado
B para detectar los enlaces de biomoléculas como el ADN
o los anticuerpos que se unen entre ellas o con otras
moléculas? ;Cémo pueden emplearse estas moléculas para

producir la agregacién de las nanoparticulas?

5. En bibliografia se describe que una NP de oro de 14 nm
contiene alrededor de 49000 atomos de Au. Demuéstralo
asumiendo que cada atomo de oro es un cubo de 0.3 nm

de lado. (Volumen de una esfera = 4/3 o r¥)

- 12 ~
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