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RESUMEN

La deteccion de diferentes iones de metales pesados en las diversas fuentes de agua que
existen ha sido de gran interés para diversos investigadores y autoridades publicas por el riesgo
que estos suponen para la salud de los seres vivos. Debido a la elevada toxicidad que la sola
presencia de uno de ellos supone, se han establecido estandares nacionales e internacionales de la
cantidad maxima que los recursos hidricos deberian contener en su composicion. De toda la gama
de metales pesados existentes, el Hg** es uno de los mas contaminantesy, de acuerdo a la Agencia
de Proteccién Ambiental de EE. UU. (EPA), la cantidad maxima permisible en el agua potable es 10
nM. Pese a que existen técnicas y protocolos establecidos para detectar la presencia de Hg** en
agua, se ha visto la necesidad de encontrar métodos alternativos para su deteccién de una manera
mas rapida, barata y potencialmente portatil. Todo ello ha dado lugar al uso de sensores quimicos

de nanoparticulas, los cuales han mostrado tener una muy buena aplicabilidad para tal fin [1,2].

En este trabajo se ha optimizado un sensor colorimétrico de Hg** basado en la agregacion
de nanoparticulas de oro (AuNPs) inducida por lisina, previamente reportado en la literatura, y se
le ha adaptado a un esquema de deteccidn basado en dispersion Rayleigh de resonancia (DRR). En
primer lugar, se llevd a cabo la sintesis de AuNPs de diferentes tamanios utilizando la metodologia
planteada por Turkevich y Frens de reduccion de una sal de oro con citrato sddico, siguiendo el
proceso de sintesis directa y otro de nucleacién y crecimiento de nanoparticulas. Se obtuvieron
AuNPs de aproximadamente 14, 42 y 78 nm de didametro con las cuales se procedié a realizar los
estudios de deteccion de Hg”" por espectrofotometria UV-Visible. Se llevé a cabo la optimizacion
de varios parametros experimentales incluyendo concentracion de AuNPs, concentracién del
agente reductor de Hg”" (citrato de sodio), concentracién de lisina y tiempo de contacto entre

reactivos.

Una vez establecidas las condiciones dptimas aparentes en el ensayo de absorcién para
cada tamafio de AuNPs, se procedid a realizar las curvas de calibracién tanto por absorcién como
por DRR. Se encontré que para la mayoria de casos era posible detectar concentraciones de hasta
10 nM de Hg** en agua a nivel de estandares de laboratorio. Mediante una comparacién de los
resultados obtenidos, se determind que la mejor respuesta la brindaba el sensor de dispersidén con
AuNPs de 42 nm, siendo 10 nM de Hg**la concentracién mas baja que se ha conseguido detectar
con una muy buena relaciéon sefial/ruido. Posteriormente, se realizdé un estudio de interferencias
utilizando diversos aniones y cationes que pudiesen encontrarse en una matriz de agua potable
real, obteniéndose que estos iones no tenian una influencia apreciable en la variacién de la sefial
del sensor. Finalmente, se evalud con éxito la aplicabilidad del sensor en una muestra real de agua

potable contaminada con Hg”".
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1 Introduccidon

Por varios afios la contaminacién ambiental por iones de metales pesados ha sido de gran
interés en todo el mundo [3,4]. lones de metales pesados como Ni**, Cu®*', Fe**, Fe*', Cr®, Co™,
cd*, Pb*, Cr¥, Mn*" y Hg”", son considerados contaminantes ambientales y la mayoria de ellos
son tdxicos para los seres humanos incluso a bajas concentraciones [5,6]. El agua es uno de los
recursos naturales mas importantes que se ve afectado por los iones de metales pesados entre los
que se puede resaltar el mercurio, cadmio y plomo dado que estos pueden causar serios
problemas ambientales y de salud debido a sus altas toxicidades para con los organismos

biolégicos [7,8].

En particular, el Hg** es considerado como uno de los iones metélicos mas téxicos y
altamente nocivos [2,8,9], ya que al entrar en contacto con algln organismo es capaz de causarle
severos dafios. Tal es la toxicidad de este ion, que cuando se acumula en organismos vivos llega a
dafiar el ADN, inhibir las interacciones biomoleculares, generar un mal funcionamiento del higado
y los rifiones, ademas de enlazarse a la hemoglobina del organismo disminuyendo de esta manera
la cantidad de oxigeno que llega a los tejidos, lo que causa la muerte inminente del organismo
[4,7-11].

Adicionalmente, se debe resaltar que en las Ultimas décadas es de gran preocupacion la
gran cantidad de mercurio que se encuentra en la naturaleza, el cual proviene de actividades tales
como la mineria, quema de restos fosiles, actividades industriales, etc. Cada una de las fuentes
mencionadas por si sola no contribuye en gran medida a la contaminacién por mercurio en la

tierra, pero el efecto en conjunto es perjudicial para el medio ambiente [9,10,12].

Es asi que, debido a la elevada toxicidad del Hg*" y a su presencia en las fuentes de agua
por la contaminacidon ambiental, resulta importante poder llevar a cabo un monitoreo de los
niveles de este ion metalico en el agua (ya sea para consumo, en mares, lagos, etc.) con la
finalidad de utilizar tal informacién para desarrollar medidas de contencion y mitigacion de este

contaminante [4-10,13].

Hoy en dia existe una diversidad de métodos analiticos que involucran el uso de
instrumentos sofisticados para detectar el ion Hg** en los recursos hidricos. Entre estos métodos
analiticos se encuentran la espectroscopia de absorcién atdmica, espectroscopia de fluorescencia,
espectroscopia de emision dptica con plasma acoplado inductivamente y espectrometria de masas

con plasma acoplado inductivamente [4,7,10,14].
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Dichas técnicas analiticas, pese a que son efectivas para determinar el ion Hg** en medio
acuoso, tienen limitaciones que dificultan la aplicacion del proceso analitico. Entre estas
limitaciones se puede mencionar que se requiere una instrumentacién muy costosa, el tiempo de
analisis es largo y se necesita un tratamiento previo de la muestra que resulta ser laborioso y que
no puede ser aplicado en todos los casos [4,5,10]. Por las razones anteriormente mencionadas,
resulta de gran interés el poder desarrollar métodos de deteccidon de Hg”" que sean, ademas de

sensibles y selectivos, de bajo costo, rapidos y potencialmente portatiles.

En este contexto, la aplicacion de sensores quimicos a base de nanoparticulas aparece
como una gran promesa debido a la simplicidad con las que se les puede utilizar para detectar
diversos analitos, su bajo costo y los rédpidos tiempos de analisis que se pueden lograr [1,4,5,7,15—
22].

De entre la gama de sensores quimicos que existen, los sensores colorimétricos vienen
siendo empleados crecientemente debido a que pueden ser facilmente monitoreados a simple
vista o utilizando un espectrofotometro UV-visible sin necesidad de instrumentos mas
complicados [5,7,17,23-25]. En particular, los sensores colorimétricos basados en nanoparticulas
de metales nobles (oro y plata) son de gran interés debido a las buenas propiedades dpticas de
éstas, las cuales dependen del tamafio y la agregacién de las particulas, entre otros parametros
[1,4,5,15,23,26,27].

Las AuNPs pueden ser también buenas dispersoras de luz, por lo que han sido utilizadas
para el desarrollo de sensores de dispersidon. Se ha reportado que la luz dispersada por una
nanoparticula de oro puede ser igual a la dispersada por 10° moléculas fluorescentes [28].
Recientemente, las propiedades de dispersion de las AuNPs se han aprovechado en la deteccidn
de iones metalicos y moléculas organicas con limites de deteccién menores a los que se obtienen

por medidas de absorcién de luz [3,15,28—-35].

Por todo le expuesto anteriormente, en este trabajo se ha desarrollado un método de
deteccién de Hg®* rapido, sensible y selectivo basado en medidas de DRR aplicable al andlisis de

aguas contaminadas.

Tesis publicada con autorizacién del autor
No olvide citar esta tesis




S VENER,

T+l % | N s0AD
TESIS PUCP % Gh/sRsiD

DEL PERU

2 Objetivos

2.1 Objetivo general

e Desarrollar un sensor quimico de dispersién utilizando AuNPs recubiertas con citrato para

determinar Hg®* en muestras de agua de manera rapida, sensible y selectiva.

2.2 Objetivos especificos

e Sintetizar AuNPs estabilizadas con citrato de aproximadamente 15, 40 y 80 nandmetros
empleando el método directo y el de nucleacién y crecimiento, y caracterizarlas mediante
espectroscopia UV-visible.

e Optimizar el ensayo colorimétrico inducido por lisina para la deteccién de Hg* en
muestras acuosas (estandares de laboratorio y muestras reales) empleando las AuNPs
previamente preparadas.

e Adaptar el ensayo colorimétrico de deteccién de Hg** a un esquema de deteccién basado
en DRR.

3 Marco tedrico

3.1 Nanoparticulas de oro

Se define como nanoparticula a aquella particula que posee una o mas dimensiones del
orden de 100 nm o menos. Entre las caracteristicas que poseen las nanoparticulas se tiene que (i)
poseen una composicion bien definida que incluye un amplio rango de compuestos inorgdnicos
tales como metales, 6xidos, sulfuros, etc., (ii) poseen una gran relacién superficie/volumen vy (iii)
presentan propiedades cataliticas y electrdnicas reproducibles las cuales son dependientes del

tamanio, la formay la naturaleza de las particulas [36].

Debido a su tamafio nanométrico, las nanoparticulas exhiben propiedades fisicas y
guimicas Unicas, muy diferentes de las que presentan sus homodlogos a escala macroscdpica.
Dichas propiedades Unicas se explican como una consecuencia de los efectos cuanticos de

tamanio, los cuales son resultado de su estructura electrénica especifica [37].
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Las AuNPs han sido ampliamente estudiadas debido a las numerosas aplicaciones que
estas tienen en biotecnologia, nanomedicina, microelectrénica, catalisis, y en la dptica, siendo en
este Ultimo campo en donde las AuNPs han llamado la atencién debido a las propiedades Unicas
gue poseen y que las hacen excelentes candidatas para la fabricacién de novedosos sensores
guimicos y bioldgicos [1,3,5,15,23,26,29,37-43].

3.1.1 Propiedades de las nanoparticulas de oro

De entre las propiedades que poseen las nanoparticulas de metales nobles, el efecto que
se produce en sus espectros dpticos de absorciéon ha llamado la atencién de diversos cientificos
desde la edad media debido a los colores llamativos que presentan sus soluciones coloidales. Se
tiene informacion que debido a los colores llamativos de las AuNPs, estas fueron utilizadas en el
siglo XVII para dar un pigmento de color rubi a vitrales de iglesias y catedrales como la famosa
Catedral de Notre Dame (Figura 1) [11,44].

'll

Figura 1. Vitral de una catedral coloreado con AuNPs. Tomado de la referencia [45].

Entre las caracteristicas de las AuNPs obtenidas a través de diversos métodos, se ha
resaltado que son estables, poseen propiedades O&pticas Unicas, muestran una excelente
compatibilidad para asociarse con ligandos apropiados (tioles, aminas, piridinas, imidazoles, etc.)
y, finalmente, las propiedades de las AuNPs pueden ser modificadas variando su forma, tamafio y
el ambiente quimico. Las caracteristicas mencionadas hacen a las AuNPs de gran interés para el
desarrollo de novedosas rutas para el disefio de sensores con mejoras en la sensibilidad,
estabilidad y selectividad [1,29,46].
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Debido a la reduccidn de la dimensidon de los materiales a una escala nanométrica se
producen cambios drdsticos en sus propiedades electrdnicas puesto que dicha reduccién afecta la
densidad de los estados electrénicos asi como la escala espacial donde se llevan a cabo los
movimientos de los electrones. Cabe resaltar que a una escala nanométrica los efectos
superficiales tienden a ser mds importantes debido a que hay un aumento considerable en el area

superficial de las nanoparticulas [44].

Adicionalmente, se debe resaltar que el uso de nanoparticulas de oro como detectores de
biomoléculas especificas y de metales tdxicos pesados ha aparecido como una herramienta
colorimétrica importante debido a que las AuNPs brindan una plataforma adecuada para la
multifuncionalizacién con un amplio rango de ligandos organicos y bioldgicos que permiten un
enlace selectivo con diversos analitos, lograndose la deteccién de estos en diversas matrices
[1,23].

3.1.1.1 Resonancia del plasmén superficial localizado.

Los fendmenos dpticos que se producen cuando la luz interactia con las AuNPs fueron
reconocidos por primera vez por Faraday en 1857 [42,44]. La explicacién tedrica del porqué de
tales fenémenos, fue dada por Mie en 1908 utilizando para ello las ecuaciones de Maxwell para
particulas pequefias esféricas y homogéneas que interactian con un campo electromagnético.
Dichos fendmenos dpticos estan relacionados con la resonancia del plasmén superficial localizado
(LSPR) de las nanoparticulas. La LSPR tiene su origen en la oscilaciéon conjunta de los electrones
(oscilacidon coherente) de la banda de conduccién, inducida por un campo electromagnético en
resonancia con las oscilaciones (Figura 2). El campo electromagnético causa dicha excitacion
resonante debido a los fotones entrantes puesto que el didmetro de las nanoparticulas es mucho

menor que la de la longitud de onda de la luz visible [1].
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Figura 2. Esquema que ilustra la LSPR. Adaptada de Link y col. [44].

La longitud de onda del mdximo de absorciéon de la LSPR y el ancho de dicha banda
dependen del tamafio y la forma de las nanoparticulas metdlicas, asi como de las constantes
dieléctricas del propio metal y del medio que rodea a la particula (agua, solventes organicos,

sustancias adsorbidas, etc.) [44].

Los colores intensos de las AuNPs esféricas tienen su origen en la LSPR pues la banda
correspondiente cae en la region visible del espectro electromagnético y posee elevados
coeficientes de extincion, varios drdenes de magnitud mayores que los de fluoréforos organicos

comunes [42,44].

Una propiedad importante en el contexto de los sensores quimicos de AuNPs, es el
desplazamiento de la banda correspondiente a la LSPR, que puede ser causado por alteraciones en
las caracteristicas originales de las AuNPs tales como cambios en su tamafio, forma o entorno
qguimico, incluyendo especies quimicas adsorbidas y distancia entre nanoparticulas [32,33]. En
particular el desplazamiento de la banda LSPR por agregacion de AuNPs se debe a que esta
agregacion induce un acoplamiento plasmodnico, esto es, un acoplamiento entre los plasmones

superficiales entre particulas cercanas que da como resultado un tipico cambio de color [1].
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3.1.2 Sintesis de nanoparticulas de oro

Debido a la gran cantidad de aplicaciones de las AuNPs, se requieren de protocolos de
sintesis mediante los cuales se lleguen a obtener AuNPs con formas y tamafos definidos. Esto ha
traido como consecuencia que hoy en dia exista una gran variedad de rutas de sintesis las cuales

brindan productos finales con diferentes caracteristicas [40].

En general, las AuNPs pueden ser sintetizadas tanto por los procedimientos “top down” y
“bottom up” (Figura 3). El proceso “top down” consiste en obtener nanoparticulas partiendo del
material en estado macroscdpico, lo cual se logra mediante una ruptura sistematica hasta obtener
las nanoparticulas con las dimensiones deseadas. Sin embargo, los métodos “top down” no
permiten obtener todas las formas y tamafios deseados ya que el producto obtenido estd
determinado por el equipo utilizado. Entre los métodos de sintesis de nanoparticulas por medio de
procesos “top down” se tienen técnicas tales como la litografia, la molienda o el desgaste de
materiales [37,47,48].

Por otro lado, los procesos “bottom up” tienen como objetivo generar las nanoparticulas
deseadas a través de la unién de atomos individuales. Estos procesos permiten controlar mejor la
forma y el tamano de las nanoparticulas que se desean obtener, convirtiéndolo en la mejor
manera de obtener productos monodispersos para su uso en investigacién. Existe gran diversidad
de técnicas “bottom up”, entre las cuales se pueden mencionar la condensacidon por vapor

quimico, proceso sol-gel, microemulsion, proceso sonoquimico y reduccién quimica [49,50].
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Figura 3. Representacion esquematica de los procesos de sintesis de nanoparticulas por “bottom
up” y “top down”. Adaptada de Zhao y col. [37].
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3.1.2.1 Reduccién de oro

Se han dirigido esfuerzos continuos durante las ultimas décadas para controlar tanto la
forma como el tamafio de las nanoparticulas de oro [41]. Entre los métodos de obtencién de
dichas nanoparticulas, una gran variedad de sintesis se basan en el proceso de reduccién de sales
de oro [1,40].

El primer trabajo sobre sintesis de AUNPs mediante procesos “bottom up” fue el realizado
por Turkevich en el afio de 1951, el cual estaba basado en un proceso de reduccién quimica.
Turkevich reportd las bases experimentales para la obtencién de AuNPs mediante reduccién de
una sal de oro con citrato sddico, y estudié el efecto que tienen la temperatura y la concentracion
de los reactivos en el tamafio y la distribucidn de tamanos de las particulas. El procedimiento
propuesto por Turkevich es muy confiable y permite obtener AuNPs esféricas de 16 a 20 nm de
didmetro estabilizadas por iones citrato [1,38,41,43,51-53]. Frens, en el afo 1973, publicé un
articulo en el cual reportaba que, basdndose en el método propuesto por Turkevich, se podian
obtener diferentes tamanos de AuNPs cambiando la concentracion de citrato de sodio que se usa
en la reaccion, obteniéndose nanoparticulas esféricas de diferentes tamafios en un rango de 16 —
150 nm de didametro [43,52,54]. Segin Kimling y col., concentraciones elevadas de citrato
estabilizan las AuNPs produciendo tamafios mas pequefios, mientras que bajas concentraciones

de citrato producen AuNPs de tamafios mas grandes e, incluso, la formacién de agregados [37].

En general, la sintesis por reduccién considera como factores criticos dos elementos: la
fuerza del reductor utilizado y el agente estabilizador [40]. Para la preparacién de AuNPs por
medio de reducciéon quimica, los agentes reductores mas utilizados por diversos investigadores
son borohidruros, formaldehido, alcoholes insaturados, citrato de sodio, acido oxalico, azlcares,
perdxido de hidrégeno y acetileno, entre otros. En lo que se refiere a agentes estabilizadores, se
ha reportado el uso de citrato de sodio, ligandos tiolados, ligandos a base de nitrégeno,
surfactantes, etc. [37,52].

De entre todos los métodos existentes, uno de los mas extendidos es el que involucra la
reduccion de oro con citrato (método de Turkevich-Frens) debido a las diversas ventajas que este
presenta, tales como el bajo costo del agente reductor, el uso de agua como solvente, y que esta
reaccién no genera subproductos que puedan afectar al medio ambiente [29,40,43]. Esta sintesis
involucra acido tetracloroaudrico (HAuCl,) y citrato de sodio (Na;C¢Hs05), y este ultimo actia como

agente reductor y como agente estabilizador [37,38,41,52,53,55].
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El mecanismo de reaccion por el cual procede la sintesis de AuNPs utilizando el método de
Turkevich-Frens, ha sido objeto de varias investigaciones en los ultimos afos [38]. Kumar y col.
establecieron que se trata de un mecanismo basado en etapas multiples. En una etapa inicial se
encuentra que la oxidacion del citrato produce una dicarboxi acetona a través de una serie de
reacciones que ocurren tanto en serie como en paralelo. Simultdneamente a la oxidacion del anién
citrato, se produce la reduccién de los iones Au®** a Au(0) y, posteriormente, estos atomos se
rednen entre si para dar origen a las AuNPs ademds de formarse CO, como subproducto de la

reaccion (Figura 4) [37].

HAuCl, +

CH,—

Figura 4. Reduccion de oro con citrato de sodio. Adaptada de Zhao y col. [37].

Se debe tener en cuenta que el citrato de sodio aparte del rol de reductor que tiene en la
sintesis, también cumple la funcién de modular el pH del sistema, que tiene influencia en el
tamanfio vy la distribucidén de las nanoparticulas. En base a resultados experimentales, se puede
mencionar que cuando el tamafio de las AuNPs es pequefio se llega a obtener nanoparticulas mas
monodispersas. Lo contrario sucede cuando el tamafio de particula aumenta (especialmente por
encima de los 20 nm), pues en tales casos es mas probable que la polidispersidad del producto sea
elevada [37].
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3.1.2.2 Nucleacion y crecimiento de nanoparticulas

En la sintesis de nanoparticulas, se define como precursor quimico al reactante que
contiene al catidn metdlico presente en el producto final [56]. Cuando se produce la sintesis de
nanoparticulas, los precursores pasan por una primera etapa en la solucién en la que reaccionan
segln las condiciones brindadas dando lugar a la reduccion del catién metdlico y a la formacién de
complejos con los ligandos presentes en la solucidon. Conforme las condiciones del sistema
cambien, se producira en la solucién la formacién de nucleos que se generan por un aumento en la
concentracién del soluto favoreciendo de esta manera que aparezca una fase sdlida en el sistema.
El proceso de formacién de nucleos en la solucidon se denomina nucleacién. Sobre estos nucleos
comenzaran a incorporarse nuevos atomos que se generen, proceso conocido como crecimiento
[41,56].

Si no se controlan bien las condiciones de reaccién, la nucleacién y crecimiento pueden
ocurrir simultdneamente y esto traerd como consecuencia una poblacidon polidispersa de
particulas. La polidispersidad de las particulas obtenidas esta definida por una competencia entre
la velocidad de crecimiento y la de nucleacién, descrita por el modelo de La Mer [56]. Esta relacidn
de velocidades se puede controlar en base a las condiciones experimentales. Si la velocidad de
crecimiento supera por mucho a la velocidad de nucleacién, se obtienen nanoparticulas de mayor
tamafio; mientras que si la velocidad de nucleacién supera la de crecimiento, se produce la

formacién de nuevos nucleos y se obtienen nanoparticulas mas pequefias [56].

Cuando las etapas de nucleacidon y crecimiento se completan en un Unico paso, se trata de
una sintesis in situ y esta dirigida a la obtencidn de nanoparticulas de un tamafio especifico. Por
otro lado, si se llevan a cabo una o mas etapas de crecimiento, el proceso recibe el nombre de

nucleacidn-crecimiento y tiene como objetivo obtener nanoparticulas mas grandes [37].
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3.1.2.3 Estabilizacion de nanoparticulas

Para comprender la estabilidad de las nanoparticulas es necesario entender las fuerzas de
interaccion principales que hacen posible dicha estabilidad. La teoria DLVO, desarrollada por
Derjaguin, Landau, Verwey y Overbeek, hace posible que se pueda conocer la energia total de
interaccion entre dos particulas bajo la consideracién de que sélo las interacciones de Van der
Waals y las interacciones electrostaticas son importantes [56]. Las interacciones de Van der Waals
tienen su origen en la naturaleza dipolar de las moléculas y esta fuerza de interaccion es
generalmente atractiva. La interaccion electrostatica entre dos particulas se debe a las cargas
eléctricas adsorbidas sobre la superficie de estas, las cuales pueden ser atenuadas en un grado
variable por la doble capa eléctrica que estas poseen. Cuando dos particulas estan alejadas, las
capas de contraiones que se encuentran alrededor de cada particula no se solapan y no hay efecto
en ellas de interaccion electrostatica. Por otro lado, si se llegan a acercar lo suficiente, sus capas
de contraiones empiezan a solaparse causando la aparicién de una energia de interaccion positiva
por el efecto de una mayor concentraciéon de contraiones sobre cada particula. El poder controlar
la estabilidad de las nanoparticulas en base a la modificacidon de estas variables es la raiz del éxito
de la teoria de DLVO [56].

3.1.3 Caracterizacion de nanoparticulas de oro
3.1.3.1 Caracterizacion por espectrofotometria UV-Visible

Las propiedades dpticas que poseen las AuNPs estan relacionadas con el proceso de
sintesis mediante el cual se han obtenido porque este ultimo determina su distribucién de
tamanfios. Los colores que exhiben las AuNPs esféricas se pueden relacionar de una manera rapida
y simple con el tamafo de éstas. Se observa que a mayor longitud de onda de la banda LSPR, el

tamanio de las AuNPs obtenidas sera mayor (Figura 5) [1].

Haiss y col. realizaron un analisis tedrico para estudiar la dependencia de las propiedades
Opticas de las AuNPs esféricas (longitud de onda del maximo de absorcién y el coeficiente de
extincion molar) con su tamafio. Estos resultados muestran que existe una relacion cuantificable
entre la longitud de onda de la banda LSPR y el diametro de las AuNPs esféricas. El resultado
brindado por el estudio de Haiss ha permitido determinar de manera aproximada el tamafio de las
AuNPs obtenidas en este trabajo mediante espectrofotometria UV-Visible. Adicionalmente, el
estudio de Haiss ha permitido determinar la concentracién de AuNPs obtenidas en base a una

tabla que relaciona el diametro de particula con su coeficiente de absortividad molar [57].
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Figura 5. Espectros UV-Vis e imagenes por microscopia electrénica de transmisién de AuNPs
esféricas de diferente tamafio. La figura muestra un proceso de crecimiento de AuNPs por etapas.
La ubicacién de la banda LSPR (A.) en el espectro UV-Visible aumenta con el tamafio de particula.
Adaptada de Bastus y col. [41].

3.2 Sensores quimicos de nanoparticulas metalicas

Un sensor se define como un dispositivo capaz de detectar y responder a un estimulo
fisico tal como temperatura, presion, etc., y transformar la correspondiente seial adecuadamente.
Los sensores quimicos en general se caracterizan por constar de dos componentes fundamentales
(Figura 6). Un sensor debe contener un elemento reconocedor, que debe ser capaz de enlazarse a
determinados analitos de tal manera que dicho enlace se produzca preferentemente de manera
especifica y selectiva. Otro de los requisitos fundamentales en un sensor quimico es que sea capaz
de hacer evidente mediante alguna sefial el enlace con los analitos que se estdn detectando

(elemento transductor) [1].

La eficiencia de un sensor quimico, la cual estd determinada por los dos componentes
funcionales de todo sensor, esta relacionada con el tiempo de respuesta de deteccidn, la relacion
sefial/ruido (S/N), la selectividad hacia los analitos a detectar, y los limites de deteccion que se

pueden obtener [1].

Por lo mencionado anteriormente, el disefio de sensores depende en gran medida del
desarrollo de materiales novedosos para mejorar tanto el proceso de reconocimiento del analito
como el proceso de transduccion. El desarrollo de sensores altamente sensibles y de bajo costo
requiere de tecnologia avanzada junto con un conocimiento fundamental en quimica, biologia y
ciencia de materiales. Es en este contexto que debido a las propiedades fisicoquimicas Unicas de
las nanoparticulas metalicas, se ha considerado que éstas puedan ser de gran utilidad en la
creacion de nuevos procesos de reconocimiento y transduccidn para sensores quimicos vy

bioldgicos [1].
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Figura 6. Elementos de un sensor quimico de AuNPs y una representacion del proceso de
deteccion. Adaptado de Sahay col. [1].

Cuando ocurre el enlace entre el elemento reconocedor y un analito, puede inducirse una
alteracion en las propiedades fisicoquimicas de las AuNPs tales como la LSPR, la conductividad, el

comportamiento redox, etc. Esta alteracién genera una sefial o respuesta detectable (Figura 7) [1].

Fluorescencia

-G_V

Figura 7. Propiedades fisicoquimicas de las AuNPs que pueden aprovecharse en el disefio de
sensores quimicos. Adaptada de Saha y col. [1].

Propiedades

Redox

Por lo mencionado antes, en las Ultimas décadas las AUNPs se han empleado ampliamente

para el disefio de sensores épticos aplicados a una variedad de sustancias [1,3,15,28—34].

3.2.1 Sensores Opticos

El hecho de que la LSPR de las nanoparticulas sea sensible al entorno local de éstas
(moléculas adsorbidas en su superficie, separacién entre particulas, etc.) ha generado que se
preste  mucha atencion al uso de AuNPs en el disefio de sensores O&pticos
[1,4,5,7,11,23,29,32,40,44,58]. A continuacidn, se mencionan los principios de los sensores dpticos
de interés para este trabajo: los sensores de absorcién o colorimétricos y los sensores de
dispersién Rayleigh, asi como algunos ejemplos de los muchos usos que se les han dado para la

deteccidn de analitos.
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3.2.1.1 Sensores colorimétricos

Se han desarrollado una gran variedad de sensores colorimétricos para detectar diversos
tipos de analitos tales como moléculas orgdnicas, iones de metales alcalinos y alcalinos térreos,
iones de metales pesados, aniones y proteinas, entre otros [1,5,23,59]. La gran mayoria de ellos se
basan en la agregacién o redispersién de AuNPs y su influencia en los cambios en el plasmén de
resonancia superficial. Dichos cambios inducen variaciones en el color de las muestras durante la
agregacion de las AuNPs (o la redispersidon de un agregado de éstas), lo cual brinda una plataforma
practica para la deteccidon visual o espectrofotométrica de cualquier analito que genere una

agregacion o redispersion de las AuNPs [1].

La deteccidn colorimétrica de cualquier analito con AuNPs puede realizarse ya sea por
interaccion directa con éste o mediante la incorporacién de agentes reconocedores sobre la
superficie de las nanoparticulas. El proceso de deteccién se da cuando se llega a producir la
agregacion de las nanoparticulas, inducida por la presencia del analito, formandose complejos

multidentados entre particulas con los ligandos estabilizadores [1].

3.2.1.1.1 Sensores colorimétricos para la deteccion de Hg

Como se menciond anteriormente, la detecciéon de Hg®* en medio acuoso es de gran
interés debido a la toxicidad de este ion para los seres vivos. A continuacidon se mencionan algunos

sensores colorimétricos reportados en la literatura para la deteccién de Hg”" en agua.

Yang-Rae y col. reportaron una metodologia para detectar Hg”" en medio acuoso en base a
la interaccién del analito con tioles. Utilizando AuNPs recubiertas con citrato, se realizd la
funcionalizacién de la superficie con ditioeritritol (C4H140,S,). De esta manera, utilizando las AuNPs
funcionalizadas con ditioeritritol (DTET-AuNPs) se logré detectar Hg** en muestras acuosas a

través de la interaccidn sulfuro — Hg** — sulfuro [2].

Dingbin y col. reportaron un método para detectar Hg** en medio acuoso utilizando AuNPs
recubiertas con grupos tiol que contienen un grupo amonio cuaternario terminal. Las AuNPs
utilizadas para la deteccidn se estabilizaron utilizando el (11-mercapto-undecil)-trimetil amonio
(MTA) como molécula con un grupo amonio cuaternario (QA) que termina en un grupo tiol. Las
AuNPs se recubren con MTA a través de un enlace Au — S para formar las QA-AuNPs. La adicién de
Hg”" a las QA-AuNPs ocasiona que ocurra una reaccion de desplazamiento de los iones Hg>* con los
tioles quimisorbidos en la superficie de las AuNPs, facilitando la abstraccidon de ligandos de la
superficie de las AuNPs. La falta de cargas suficientes o agentes estabilizadores en la superficie de
las AuNPs, induce la agregacién de las AuNPs. Este ensayo fue capaz de detectar hasta 30 nM de
Hg” [11].
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Sener y col. realizaron un ensayo para determinar Hg”* en muestras acuosas utilizando
lisina (CgH14N,0,) y AuNPs de 24 nm recubiertas con citrato. El procedimiento consiste en
adicionar Hg”" a las AuNPs de tal manera que los iones se depositen en la superficie de las AUNPs.
A continuacién, se adiciona lisina, la cual induce la agregacién por entrecruzamiento al enlazarse a
las AUNPs recubiertas con Hg** dando lugar a un rapido cambio de color de rojo a purpura o gris

debido al acortamiento de la distancia entre AuNPs. El ensayo permitié detectar hasta 2.9 nM de

AuNPs AuNPs + Hg?* AuNPs + Hg?* + Lisina

concentracién de Hg** [7].

s

Hg*

4
Figura 8. Representacion esquemética del sensor colorimétrico de Hg** reportado por Sener y col.

De izquierda a derecha se muestra la secuencia de etapas involucradas en el proceso de deteccidn
de Hg**. Adaptada de Senery col. [7].

3.2.1.2 Sensores de dispersion

Rayleigh, en 1899, explicd por primera vez el proceso de dispersion que hoy lleva su
nombre [26]. Cuando una muestra es irradiada por un haz de luz, la trayectoria de dicho haz puede
continuar en base a los distintos fendmenos que puede experimentar: transmisién, absorcidon o
dispersidn. La mayoria de los haces de luz que son dispersados poseen la misma longitud de onda
que el haz incidente; a dicha dispersion se le conoce como dispersion Rayleigh (DR) o dispersion
eldstica. La luz dispersada cuya frecuencia se ve desplazada debido a los movimientos de vibracion
y de rotacién de las moléculas, se denomina dispersion Raman o ineldstica, la cual posee una

intensidad mucho menor que la DR (Figura 9) [26].
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La dispersién Rayleigh de resonancia (DRR) es una dispersidn eldstica particular que se
produce cuando la longitud de onda de excitacidén coincide o es cercana a una banda de absorcion
molecular o a la banda LSPR, en el caso de nanoparticulas [3,60]. La técnica de DRR ha sido
utilizada para cuantificar moléculas de manera muy sensible debido a que el limite de deteccidn es
varios 6rdenes de magnitud mads bajo que el de otras técnicas espectroscdpicas. En los ultimos
anos, esta técnica ha sido aplicada para el estudio y determinacidn de compuestos organicos,
macromoléculas bioldgicas, iones inorganicos y surfactantes catidnicos debido a su simplicidad,

rapidez y sensibilidad empleando para ello fluorimetros [6,11,28,31,34,60-62].

Luz incidente
N

/-\./\_1

Luz dispersada

K
Luz ‘\\\\y Dispersion Raman (Stokes)
hvg v,
—) mmmmmmm) Dispersion Rayleigh
/7(1/\ Dispersion Raman (anti-Stokes)
Oi‘av)

Figura 9. Representacion esquematica de los diferentes tipos de dispersion de la luz incidente
sobre una nanoparticula metalica. Adaptada de Liangy col. [61].

Aunque compuestos orgdnicos se han utilizado cominmente en los ensayos con DRR,
también se han empleado diferentes nanomateriales tales como las AuNPs, nanoparticulas de
plata y los quantum dots [6]. En el caso particular de las nanoparticulas, es importante resaltar que
la magnitud de la DRR es varios ordenes de magnitud mayor que la fluorescencia emitida por
especies moleculares. Teniendo en cuenta lo mencionado antes, es logico plantear como hipdtesis
que la DRR que involucra el uso de nanoparticulas pueda ser una técnica muy sensible para la

deteccion y cuantificacion de analitos que se encuentren a concentraciones muy bajas (trazas)
[3,39,63].
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En un sensor DRR basado en la agregacién de AuNPs como el propuesto en este trabajo, se
emplea fotones de luz visible como fuente de excitacién y se colecta la luz dispersada a 90°. El
estado de agregacion de las AuNPs se caracteriza mediante el espectro DRR, de modo analogo al
espectro UV-visible de un sensor colorimétrico. A continuacidn, se mencionan algunos usos de la

DRR en la deteccién de diferentes analitos empleando nanoparticulas.

Yuangen y col. reportaron la deteccién de As®*" en solucidn acuosa mediante DRR utilizando
una variedad de nanoparticulas de diferentes tamafios acopladas con moléculas de un colorante
de trifenilmetano denominado cristal violeta y el aptdmero Ars-3. El limite de deteccién de este
método fue de 0.2 ppb de As** [31].

Guo y col. informaron del uso de AuNPs para la determinacién de la 8-hidroxi-2'-
deoxiguanosina (8-OHdG) en la orina humana. La 8-OHdG, al ser combinada con las AuNPs en
medio acuoso, produce un incremento en la intensidad de la DRR obteniéndose ademas una
correlacién lineal entre la intensidad de la DRR y la concentracién de 8-OHdG adicionada sobre un
rango de 1.0 x 10™ —2.0 x 10”° mol L™ [39].

4 Hipotesis

Un sensor de AuNPs permite, en presencia de lisina cuantificar Hg** en muestras acuosas

de manera selectiva, sensible y rapida mediante medidas de dispersién de luz (DRR).
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5 Parte experimental

5.1 Reactivos utilizados, materiales y equipos
5.1.1 Reactivos y materiales

Los reactivos utilizados tanto en la sintesis de AUNPs como en la deteccién de Hg** se listan
en la Tabla 1.

Tabla 1. Lista de los reactivos utilizados en el proceso de sintesis de AuNPs y deteccién de Hg**.

Nombre Formula Marca Grado de pureza
Citrato de sodio
dihidratado Na;C¢Hs07.2H,0 JT Baker P.A.
Acido tetraclorodurico HAUCI,.3H,0 Sigma-Aldrich >99.9 %
trihidratado s g =I5
L-Lisina CeH14N,0, Slgma-AIdrlCh >98 %
Solucion de nitrato tig Hg(NO), Sigma-Aldrich P.A.
mercurio (II)
Yoduro de sodio Nal Riedel-deHaen P.A.
Nitrito de sodio NaNO, Scharlau 98 %
Cloruro de magnesio 3
hexahidratado MgCl,.6H,0 Riedel-deHaen P.A.
Nitrato de sodio NaNO; Merck P.A.
Sulfato de sodio Na,SO, JT Baker P.A.
Cloruro de hierro (lll) .
hexahidratado FeCl;.6H,0 Riedel-deHaen P.A.
Cloruro de estroncio
hexahidratado SrCl,.6H,0 Merck P.A.
Sulfato de hierro (Il)
heptahidratado FeS0,.7H,0 Scharlau P.A.
Fluoruro de sodio NaF Merck P.A.
Bicarbonato de sodio NaHCO; Scharlau P.A.
Carbonato de sodio Na,COs3 JT Baker P.A.
Cloruro de potasio KCl Scharlau P.A.
Tiosulfato de sodio . .
pentahidratado Na,S,03.5H,0 Sigma-Aldrich P.A.
Fosfato de disodio Na,HPO, JT Baker P.A.
Cloruro de calcio
dihidratado CaCl,.2H,0 Merck P.A.
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El agua utilizada en todos los experimentos fue de grado Milli-Q obtenida de un sistema
conformado por dsmosis inversa y filtracion mediante filtro de fibra hueca con tamafio de poro 0.2

pum.

5.1.2 Equipos

Los equipos utilizados en la caracterizacion de las AuNPs y los estudios de deteccidn de
Hg”" se encuentran en el laboratorio de Andlisis Instrumental de la Seccién de Quimica de la

Pontificia Universidad Catélica del Peru y son los siguientes:

e Espectrofotometro UV-Visible Perkin EImer Lambda 850, el cual cuenta con dos fuentes de
radiacién, una ldampara de deuterio y una ldmpara de tungsteno-halégena, que cubren el

rango de longitudes de onda 175-900 nm.

e Espectrofluorimetro Perkin Elmer LS 55 que cuenta con una lampara de xendn que permite
cubrir un rango de 200 a 800 nm para medidas de excitacidn y de 200 a 900 nm en medidas de

emision.
5.2 Metodologias

5.2.1 Sintesis de nanoparticulas

La sintesis de AuNPs mas pequeias se realizé6 con una metodologia basada en el método
de Turkevich-Frens [51,54,64]. El proceso consiste en disolver 10 mg de HAuCl, en 23 mL de agua
Milli-Q en un baldn acoplado a un refrigerante y llevarlo a ebullicién. Una vez que la solucidn se
encuentra en ebullicion constante, se adiciona 1 mL de una solucidon acuosa de citrato de sodio
(NasCt) de 102 mM. La mezcla se deja reaccionar por un tiempo de 30 minutos en agitacion

constante hasta observar la formacién de un producto final rojo intenso.

Para la preparacion de AuNPs de aproximadamente 40 y 80 nm de didmetro, se usé una
técnica de nucleacion y crecimiento [41]. Esta técnica consiste en sintetizar AuNPs pequeiias, las
cuales son utilizadas como semillas para que, por adicién de diferentes cantidades de oro, su
tamafio aumente hasta obtener el tamafio deseado. La Figura 10 muestra el esquema del proceso
de nucleacién y crecimiento, en donde g, + 2Au, g, + 2Au, g3 + 2Au y g, + 2Au son denominadas
generaciones y hacen referencias a diferentes tamafios de AuNPs que son obtenidos al terminar

cada ciclo del proceso de sintesis.
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La metodologia de la sintesis de AuNPs por nucleacién y crecimiento consiste en colocar
50 mL de citrato de sodio 2.2 mM en un baldn de reaccién de 150 mL con refrigerante y llevarlo a
ebullicidn (aprox. 100°C). Una vez que la solucién se mantiene en ebullicidon constante, se adiciona
0.333 mL de solucion de HAuCl, 25 mM vy se deja reaccionar durante 30 minutos. Las
nanoparticulas obtenidas en esta primera etapa son denominadas como la generacidn cero, cuya

abreviatura es g,.

Una vez terminada esta etapa, se procede a bajar la temperatura del sistema desde
ebullicion hasta 90 °C. Cuando la temperatura estd a 90 °C, en el mismo baldn se procede a
adicionar 0.333 mL de solucidn de HAuCl, 25 mM para que prosiga la reaccion por un tiempo de 30
minutos. Es importante mantener la temperatura constante a 90 °C durante todo el proceso. El
producto obtenido en este proceso es denominado gy + 1Au. El procedimiento se repite una vez
mas con otra adicién de 0.333 mL de HAuCl, 25 mM, dando un tiempo de 30 minutos a la reaccion.
Al producto obtenido se le denomina gy + 2Au, por las dos adiciones de oro que se sumaron. Luego
de llegar a la etapa de dos adiciones de oro, se procede a extraer una porcién de las AuNPs
obtenidas dejando aproximadamente 18.3 mL del producto en el baldn de reaccién. El producto
extraido (g, + 2Au) se almacena en refrigeracién a 4 °C recubriendo el frasco con papel de aluminio

para evitar alteraciones en este por efecto de la luz.

HAUCI, HAUCI, HAUCI,

L8
[1—[1—]

\ |

Dilucién — — ~

- AuNPs | < f; .

+H,0 (/' "\\ / \ ’-\l

+ Na,Ct ' ' HAuC,

g,+ 2Audiluido £ g +1Au g+ 2Au 5

Dilucién o po—

- AuNPs D _,D

/ \ / \
H,
0 i i mmm g.+2Au
+Na,Ct
g + 2Audiluido &

Figura 10. Sintesis de nanoparticulas de diferentes tamafios mediante el proceso de nucleacién y
crecimiento. Adaptada de Bastus y col. [41].
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Una vez extraido el producto, se adiciona aproximadamente 17.6 mL de agua Milli-Q y
0.666 mL de solucidon de citrato de sodio 60 mM al baldn de reaccién y la mezcla se mantiene en
agitacién durante 15 minutos para su completa homogeneizacién. A esta etapa de dilucion del
producto por adicidon de agua y citrato se le denomina go + 2Au diluido. Los procesos de adicion
de HAuCl, 25 mM se repiten para obtener los productos g4, g1+ Au y g, + 2Au. El proceso se repite
ciclicamente hasta la generacién g, + 2Au en la cual se detiene por haber obtenido ya AuNPs del

tamanfio deseado (Figura 10).

5.2.2 Caracterizacidon de AuNPs mediante espectrofotometria UV-Visible

La determinacion del tamano aproximado y la concentracidén de las AuNPs sintetizadas se
ha realizado en base a la longitud de onda correspondiente al maximo de absorcion de la banda
LSPR (A.spr) €n el espectro UV-Visible tal como se ha reportado en la literatura [57]. Dicha longitud
de onda permite determinar el didametro promedio y el coeficiente de absortividad molar de las
AuNPs en base a una tabla en el que el autor resume la relacidn directa entre el didmetro de la
particula con el valor del Aspr para AuNPs con diametros entre 32 y 108 nm. Para la determinacidn
del tamafio de las AuNPs mas pequefias se tomd como base los resultados de caracterizacion que

se realizaron a estas particulas en el estudio reportado por Conde y col. [64].

El proceso experimental para la determinacion del maximo de absorcion de la banda LSPR
consistid en diluir las AuNPs obtenidas en una proporciéon 1:10 con agua Milli-Q y a medir el

espectro UV-visible en el rango de 450 - 800 nm.

5.2.3 Deteccién de Hg** con AuNPs

Para llevar a cabo la deteccién de Hg”" con AuNPs se hizo uso de tres protocolos de los
cuales en uno de ellos se utiliza la metodologia propuesta en la literatura [7] mientras que los
otros dos se han propuesto en este trabajo en base a experimentos realizados a lo largo del

estudio de deteccidn de Hg”". Los tres protocolos empleados se resumen en la Figura 11.
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5.2.3.1 Protocolo inicial

Este protocolo esta basado en el ensayo reportado por Sener y col. [7]. En este ensayo, el
espectro UV-Visible de las AuNPs cambia en presencia de Hg”" v lisina debido a la aglomeracién de
las AuNPs, lo cual permite la cuantificaciéon de Hg®*. La metodologia consiste en colocar en un vial
1.3 mL de AuNPs a una determinada concentracién apropiada para obtener una concentracion
final 0.43 0 1.38 nM para AuNPs de 14 nm, 12.9 pM para AuNPs de 42 nm y 1.88 pm para AuNPs
de 78 nm. Posteriormente, se adiciona 0.1 mL de Hg(NOs), a una concentracién apropiada para
obtener concentraciones finales en el rango 10 pM — 10 nM, manteniendo en contacto el Hg* v las
AuNPs por 0 - 30 min a ~21 °C. Finalmente, se adiciona 0.1 mL de lisina a una concentracién

apropiada para una concentracion final de 0.2 — 4.8 mM.

La Figura 11a muestra el protocolo inicial en la cual se resalta que la lisina es el reactivo
que se adiciona al final para dar inicio a la deteccién de Hg”. En el caso de los ensayos de
absorcién, se monitored el espectro UV-Visible de la muestra en el rango de 450 - 800 nm a
diferentes tiempos (0 - 30 min) luego de iniciada la reaccién con la adicion de lisina. En el caso de
los ensayos de dispersidn, se monitored el espectro de dispersién con un espectrofluorimetro en

el rango de 450 - 800 nm a diferentes tiempos de reaccién.

5.2.3.2 Protocolo propuesto: Cambio en el orden de adicién de los reactivos

Este protocolo es una variacion del protocolo inicial en el cual se ha modificado el orden
de adicién de los reactivos manteniéndose las concentraciones utilizadas en el protocolo inicial. La
metodologia consiste en colocar 1.25 mL de agua Milli-Q en un vial y adicionar 0.1 mL de lisina y
0.1 mL de Hg*" a las concentraciones seleccionadas. Finalmente, se adiciona 50 pL de AuNPs a la
concentracién seleccionada para dar inicio a la deteccion de Hg*. La Figura 11b muestra el
esquema del protocolo propuesto, donde las AuNPs son las que se adicionan al final para dar inicio
a la deteccién de Hg”. El espectro UV-Visible o de dispersion de la muestra se monitored tal como

se ha indicado en el protocolo inicial.
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5.2.3.3 Protocolo propuesto optimizado: Uso de citrato de sodio

Este protocolo es una modificacion del protocolo propuesto, en donde se han mantenido
las concentraciones de los reactivos utilizados pero se ha adicionado como nueva variable el uso
de citrato de sodio en solucién. La metodologia consiste en adicionar un volumen de 1 mL de
citrato de sodio a una concentracién adecuada para obtener una concentracion final en el rango
de 1 - 20 mM, 0.25 mL de agua Milli-Q, 0.1 mL de Hg* y 0.1 mL de lisina a las concentraciones
seleccionadas. Finalmente se adiciona 50 uL de AuNPs a la concentracién seleccionada para dar
inicio a la deteccién de Hg”". La Figura 11c representa el protocolo optimizado que permitié

detectar concentraciones de Hg** del orden nanomolar.

Ty Ty
A A
L L
| I ———|
Citrato de
Sodio

- Lisina

a) b) c)

Figura 11. Representacidén esquematica de los tres protocolos empleados para la cuantificacién de
Hg”".a) Esquema del protocolo inicial de deteccidn de Hg”". b) Esquema del protocolo propuesto
para la deteccidn de Hg”"en donde se ha variado el orden de adicidn de los reactivos. c) Esquema
del protocolo propuesto optimizado para la deteccién de Hg*" en donde se ha adicionado como
nueva variable el uso de citrato de sodio.

5.2.4 Estudio de interferentes

El protocolo planteado para el estudio de interferentes es una adaptacién del protocolo
propuesto optimizado que consiste en adicionar una concentracion determinada de un
interferente en la mezcla. El estudio de interferentes se ha llevado a cabo en presencia y ausencia
de Hg”" manteniéndose las concentraciones y volimenes de los otros reactivos utilizados en el

ensayo. Un esquema de los procedimientos empleados se muestra en la Figura 12.
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Figura 12. Representacidon esquematica del protocolo planteado para el estudio de interferentes

en ausencia y presencia de Hg*".

5.3 Resultados experimentales

5.3.1 Caracterizacion de nanoparticulas por espectrofotometria UV-Visible

La sintesis de las AUNPs mas pequenas se realizd por separado de los demas tamafios de

particula (seccion 5.2.1). Se determind el tamafio de éstas en base a la longitud de onda del

maximo correspondiente a la banda LSPR (Seccién 3.1.3.1) y a los resultados reportados por Conde

y Col. [64]. La Figura 13 y la Tabla 2 muestran el espectro UV-Visible y el tamafo estimado de estas

AuNPs.
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Figura 13. Espectro visible de las AuNPs obtenidas mediante el proceso de sintesis directa.
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Tabla 2. Longitud de onda de la banda LSPR y tamafio estimado de las AUNPs mds pequenas. Amax
se refiere a la longitud de onda del maximo de la banda LSPR.

)\max

Tamafio estimado a partir
del Aax

519 nm

14 nm

En lo que se refiere a las AUNPs de mayor tamafio, el proceso de nucleacién y crecimiento

permitid obtener cinco tamafios diferentes de AuNPs. Los diferentes tamafios obtenidos se

nombraron como gy + 2Au, g; + 2Au, g, + 2Au, g3 + 2Au y g, + 2Au, segun se ha descrito en la

seccion 5.2.1 las cuales estan ordenadas de menor a mayor tamano de particula respectivamente.

Los espectros UV-Visible se presentan en la Figura 14 y los tamafios estimados en la Tabla 3.

0.7
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A~ w

©
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o
w

o
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300

g0 + 2au

400 500 600 700 800 900
Longitud de onda (nm)
gl +2au g2 +2au g3 +2au g4 + 2au

Figura 14. Espectros visibles de las AuNPs sintetizadas mediante el proceso de nucleacién y

crecimiento.

Tabla 3. Longitud de onda de la banda LSPR y tamaio estimado de las AuNPs sintetizadas por el
proceso de nucleacidn y crecimiento.

Amax Diametro estimado a partir
AUNPs (nm) del Apax (NM) °
go + 2AU 521 18
g: + 2Au 523 24
g, + 2Au 528 42
gs + 2Au 536 60
g+ 2Au 547 78
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A partir de los resultados obtenidos, se decidié escoger las AuNPs de aproximadamente

14, 42 y 78 nm de diametro para estudiar el efecto del tamaiio de las AuNPs en la deteccion de

Hg™".

La determinacion de la concentracion de las AuNPs esféricas sintetizadas se realizé en

base a los coeficientes de absortividad molar a 450 nm reportados por Haiss y col. siendo estos

ultimos presentados en la Tabla 4.

Tabla 4. Coeficientes de absortividad molar de las AuNPs seleccionadas.

Coeficientes de absortividad
Tamafio de AuNPs (nm) molar €s5
(M*em™)
14 1.76 x 10"
42 5.74 x 10"
78 3.64 x 10""°

5.3.2 Estudio de deteccién de Hg** con AuNPs de 14 nm de didmetro

5.3.2.1 Pruebas preliminares de interaccion entre los reactivos utilizados

Teniendo en cuenta que la deteccidn de Hg** se realiza basandonos en la mezcla de AuNPs,
Hg”" vy lisina, resulta importante conocer cdmo influye cada uno de estos componentes por

separado en el espectro UV-Visible de las AuNPs.

Las condiciones de los experimentos disefiados para estudiar la interaccion entre reactivos
se resumen en la Tabla 5 y los espectros obtenidos tras 30 min de interaccidn se muestran en la

Figura 15.

Tabla 5. Pruebas preliminares de interaccion entre los reactivos utilizados.

Experimento Concentracién de Concerszracién de Coanntracién de
AuNPs (nM) Hg™ (uM) lisina (mM)
0.43 10 -
0.43 - 0.8
0.43 10 0.8
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Cambios en los espectros visibles de las AuNPs al
interactuar con los reactivos utilizados

0.16
0.14
0.12

0.1
0.08
0.06
0.04

0.02
R A e A ]

0 B
450 500 550 600 650 700 750 800

Longitud de onda (nm)

Absorbancia (u.a.)

AuNPs

AuNPs + Hg2+ AuNPs + Lis AuNPs + Hg2+ + Lis

Figura 15. Espectros visibles de los experimentos de interaccion entre los reactivos. La leyenda
AuNPs se refiere al espectro de las nanoparticulas antes de la adicidon de los otros reactivos. Los
espectros se midieron a los 30 minutos de interaccién entre los reactivos. La adicidon de los
reactivos se realizé en el orden establecido por el protocolo inicial.

Como se puede apreciar en los resultados obtenidos, la adicion de lisina a las AuNPs no
produce un cambio en el espectro UV-Visible de las AuNPs (la disminucidn de la absorbancia se
debe Unicamente al efecto de dilucidn). Por otro lado, cuando se hace interactuar las AuNPs con
Hg”" se llega a producir un cambio en el espectro UV-Visible de las AuNPs que se muestra como un
levantamiento del espectro y un desplazamiento ligero del LSPR hacia una longitud de onda mas
baja, lo cual se debe posiblemente a los cambios en la composicidn y el ambiente quimico de las
AuNPs que afectan el LSPR. Finalmente, la interaccién de las AuNPs con Hg”> v lisina induce la
agregacion de las nanoparticulas, lo cual se refleja en el desplazamiento del maximo del LSPR a

una longitud de onda mayor (640 nm).

5.3.2.2 Efecto de la concentracion de AuNPs en deteccién de Hg**

Con los resultados obtenidos, se comenzaron los experimentos de deteccion de Hg**

siguiendo el protocolo inicial (seccién 5.2.3.1). Partiendo de una concentracién fija de AuNPs y
lisina se llevaron a cabo experimentos variando la concentracion de Hg** (Tabla 6) en donde se ha
mantenido el tiempo de contacto AuNPs — Hg”* en 30 minutos. Los resultados obtenidos se

muestran en la Figura 16.
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Tabla 6. Experimentos iniciales para detectar Hg** con AuNPs de 14 nm.

Concentracion | Concentracion | Concentracion

Experimento de AUNPs (nM) de ng+ (M) de lisina (mM)

1 1.38 10 0.8
2 1.38 5 0.8
3 1.38 2.5 0.8
4 1.38 0 0.8

Variacion de la relacién de absorbancias en funcion del tiempo

1.6

1.4 / e ol Aol - O
1.2

1
0.8
0.6
0.4
0.2

0

A640/A520

@ — e e d e ®

0 5 10 15 20 25 30
Tiempo (minutos)

—0— Hg2+ 10 uM Hg2+5uM —@—Hg2+2.5uM —@—Hg2+0 uM

Figura 16. Relacidon de absorbancias Agionm/Asz0nm €N funcion del tiempo para los experimentos de
deteccién de diferentes concentraciones de Hg”" utilizando AuNPs de 14 nm a una concentracion
de 1.38 nM.

Como se puede apreciar con estas condiciones experimentales, al utilizar una
concentracion de AuNPs de 1.38 nM (la que designamos como alta), es posible distinguir

concentraciones de Hg2+ mayores o iguales a 5 uM.

Con los resultados obtenidos, se procedié a plantear una serie de experimentos
disminuyendo la concentracién de AuNPs para ver si mejoraba la sefial (Tabla 7) en donde se ha
mantenido el tiempo de contacto AuNPs — Hg”* en 30 minutos. Los resultados obtenidos se

muestran en la Figura 17.
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Tabla 7. Experimentos para detectar Hg** utilizando AuNPs de 14 nm 0.43 nM.

Experimento Concentracion Concer;[racién Coanntracién
de AuNPs (nM) de Hg"" (uM) de lisina (mM)

1 0.43 3 0.8

2 0.43 2.5 0.8

3 0.43 2 0.8

4 0.43 1.5 0.8

5 0.43 0.8

6 0.43 0 0.8

Variacién de la relacion de absorbancias en funcion del tiempo

1.6
14
o 1.2 e
N1
<
S 0.8
g 06
< 04
0.2 : : '
0
0 5 10 15
Tiempo (minutos)
Hg2+ 3 uM Hg2+ 2.5 uM
—@—Hg2+ 1.5 uM —@—Hg2+ 1 uM

—— —0
—o— = |
20 25

—@— Hg2+ 2 uM
—@— Hg2+ 0 uM

Figura 17. Relacion de absorbancias Agsonm/Aszonm €n funcién del tiempo para la deteccién de
diferentes concentraciones de Hg** utilizando AuNPs de 14 nm a una concentracién de 0.43 nM.

Como se puede apreciar en la Figura 17 al disminuir la concentracion de AuNPs, fue

posible determinar cantidades de Hg”* menores a las que se detectaron utilizando una

concentracidon de AuNPs 1.38 nM. A partir de este resultado se decidié mantener la concentracion

de AuNPs en 0.43 nM. En estas condiciones la absorbancia a 450 nm tenia un valor de 0.08, por lo

qgue no considerd conveniente disminuir mas la concentracidon para minimizar el efecto del ruido

instrumental.

Tesis publicada con autorizacién del autor
No olvide citar esta tesis




PONTIFICIA

TESIS PUCP 32-}‘65;_'}:‘;;'}3“"

DEL PERU

5.3.2.3 Efecto de la concentracién de lisina en la deteccién de Hg®'

Una vez establecido que es conveniente usar concentraciones bajas de AuNPs, se procedio
a realizar el estudio de deteccién de Hg®* variando la concentracidn de lisina mantenido el tiempo
de contacto AuNPs — Hg®* en 30 minutos. Los experimentos planteados para este estudio se

resumen en la Tabla 8 y los resultados obtenidos se presentan en la Figura 18.

Tabla 8. Experimentos para evaluar el efecto de la concentracién de lisina en la deteccién de Hg™".

Experimento Concentracién Concer;fracién Con;gntracién
de AuNPs (nM) de Hg™ (uUM) de lisina (mM)

1 0.43 2 4.8

2 0.43 2 3.6

3 0.43 2 2.4

4 0.43 2 1.2

5 0.43 2 0.8

6 0.43 2 0.4

7 0.43 2 0.2

Variacién de la relacién de absorbancias en funcién del tiempo

16
1.4
1.2
1
0.8 e—————*
0.6
0.4
0.2
0

A640/A520

0 5 10 15 20 25 30

Tiempo (minutos)

—@— Lis 4.8 mM —@— Lis 3.6 mM Lis 2.4 mM Lis 1.2 mM
—@— Lis 0.8 MM —@— Lis 0.4 mM —@—Lis 0.2 mM

Figura 18. Relacidn de absorbancias Agignm/As20nm €0 funcion del tiempo para la determinacién de
la concentracién éptima aparente de lisina que permitira detectar Hg** en agua.

A partir de los resultados mostrados en la Figura 18, se determind que la adicién de una
concentracién de lisina mayor a 0.8 mM no afecta de manera considerable la deteccién de Hg* 2
KM, mientras que cuando la concentracion de lisina disminuye por debajo de 0.8 mM, la respuesta
del sensor es mads lenta y la sefial obtenida es menor. Con lo mencionado anteriormente, se fijd la

concentracién de lisina dptima para los ensayos en 0.8 mM.

Tesis publicada con autorizacién del autor
No olvide citar esta tesis




_ "2 | PONTIFICIA
TESIS PUCP 32-}‘65;_'}:‘;;'}3“"

DEL PERU

5.3.2.4 Efecto del tiempo de contacto entre AuNPs y Hg®" previo a la adicidn de lisina

Dado que hasta este ultimo analisis los parametros de variacién de concentracion de
AuNPs y lisina se habian estudiado obteniendo muy buenos resultados, se procedié a realizar
estudios del tiempo de contacto AuNPs - Hg*', planteandose para ello una serie de experimentos

(Tabla 9). Los resultados se muestran en la Figura 19.

Tabla 9. Experimentos para evaluar el efecto del tiempo de contacto AuNPs - Hg** en la deteccidn

de Hg*".
Experimento Concentracion TlenAwL);sse Ca;gfdo Concentracion | Concentracion
- 2+ ..
de AuNPs (nM) (minutos) de Hg™ (UM) de lisina (mM)
1 0.43 30 1.5 0.8
2 0.43 10 1.5 0.8
3 0.43 5 1.5 0.8
4 0.43 1 1.5 0.8
Variacién de la relacién de absorbancias en funcién del tiempo
1.4
1.2
1

A640/A520

0.4 y
02 ¥ I " L )
o
0 5 10 15 20 25 30
Tiempo (minutos)
=30 min contacto —@®— 10 min contacto —l—5 min contacto

1 min contacto Blanco

Figura 19. Relacidn de absorbancias Agignm/As20nm €N funcion del tiempo para evaluar la influencia
del tiempo de contacto entre las AuNPs y el Hg**. Se empled Hg** 1.5 uM.

A partir de estos resultados, se puede precisar que el tiempo de contacto entre las AuNPs
y Hg®* tiene una gran influencia en la deteccién de este Ultimo, siendo preferible un tiempo de

contacto lo mas corto posible.
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Teniendo en cuenta los resultados anteriores, se procedio a realizar un experimento en el
cual se mezclaria inicialmente el Hg** con lisina y la reaccién se iniciaria cuando se adicionara las
AuNPs (protocolo propuesto, seccion 5.2.3.2). Los experimentos planteados se presentan en la

Tabla 10 y los resultados obtenidos se presentan en la Figura 20.

Tabla 10. Experimentos de comparacién entre los protocolos aplicados para la deteccién de Hg*".

Tiempo de
Concentracion contacto Concentracion | Concentracién

E i p [ + .
Xperimento rotocolo de AuNPs (nM) | AuNPs-Hg®" | de Hg*" (uM) de lisina (mM)

(minutos)
1 Protocolo 0.43 1 1.5 08
inicial
2 Protocolo 0.43 - 15 0.8
propuesto

Variacién de la relacién de absorbancias en funcién del tiempo

1.6

1.4 ——— — PN —e
1.2 —— e

0.8
0.6
0.4
0.2

A640/A520

0 5 10 15 20 25 30

Tiempo (minutos)

—@— Protocolo inicial —@— Protocolo propuesto

Figura 20. Relacion de absorbancias Asionm/As2onm €N funcidn del tiempo para ensayos realizados
siguiendo el protocolo inicial y el protocolo propuesto. Se empled Hg** 1.5 uM y lisina 0.8 nM.
Dada la mejora de los resultados obtenida al emplear el protocolo propuesto, se planted
una serie de experimentos de deteccién de Hg®* empleando dicho protocolo, en el cual no hay
tiempo de contacto entre AuNPs y Hg”". Los experimentos realizados se resumen en la Tabla 11y

los resultados obtenidos se muestran en la Figura 21.
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Tabla 11. Experimentos para detectar concentraciones menores que 1.5 pM de Hg** aplicando el
protocolo propuesto.

Experimento Concentracion de Concentraciéon de Concentracion de
P AuNPs (nM) Hg”" (LM) lisina (mM)
1 0.43 1.5 0.8
2 0.43 0.5 0.8
3 0.43 0.25 0.8
4 0.43 0 0.8
Variacién de la relacién de absorbancias en funcién del tiempo

1.6
1.4 ___— —— —0 ®
1.2
o
N 1
< os
3 06
<
0.4
02 |  —o— - —e *— —o— —e
0

0 5 10 15 20 25 30

Tiempo (minutos)

—@— Hg2+ 1.5 uM —@— Hg2+ 0.5 uM
Hg2+ 0.25 pM Hg2+ 0 uM

Figura 21. Relacion de absorbancias Agsonm/Aszonm €n funcién del tiempo para la deteccién de
concentraciones de Hg** menores que 1.5 uM aplicando el protocolo propuesto.

Los resultados obtenidos muestran que con el protocolo propuesto es posible detectar

una concentracién 0.5 pM de Hg”".

5.3.2.5 Efecto de la concentracidn de citrato de sodio

Teniendo en cuenta que con las modificaciones realizadas hasta el momento no se habian
podido detectar cantidades menores a 0.5 uM de Hg**, se procedié a realizar experimentos

adicionando citrato de sodio a la mezcla de reaccidn (protocolo propuesto optimizado).
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A partir de lo reportado por Ojea y col. se plantea como hipdtesis que la presencia de

mayor cantidad de citrato de sodio favorezca la reduccién de Hg*" debido a que las AuNPs que se

han usado hasta el momento podrian no tener la cantidad suficiente de citrato en su superficie

para reducir de manera efectiva al ion Hg** [65]. Los experimentos planteados para evaluar la

influencia del uso de citrato de sodio se resumen en la Tabla 12 y los resultados obtenidos se

muestran en la Figura 22.

Tabla 12. Experimentos comparativos para ver la influencia del citrato de sodio en la deteccién de

Hg”" 0.5 puM.

Experimento

Concentracion de
Citrato de sodio

Concentracion

Concentracién

Concentracién

2+ ..
(mM) de AuNPs (nM) de Hg™ (uM) de lisina (mM)
1 0 0.43 0.5 0.8
2 5 0.43 0.5 0.8

A640/A520

1.6
14
1.2

0.8
0.6
0.4
0.2

Variacion de la relacién de absorbancias en funcion del tiempo

A
=

»

—@— Hg2+ 0.5 uM en Cit 5 mM

10 15

20 25

Tiempo (minutos)

—&—Hg2+ 0.5 uM en Cit 0 mM

30

Figura 22. Relacién de absorbancias Asignm/Asa0nm €N funcion del tiempo de los experimentos para
evaluar la deteccién de Hg”* 0.5 uM con AuNPs de 14 nm utilizando citrato de sodio.

Dado los buenos resultados obtenidos utilizando citrato de sodio en la deteccion de Hg2+,

se realizaron experimentos disminuyendo la concentracién de Hg”*, mostrados en la Tabla 13. Los

resultados obtenidos se resumen en la Figura 23.

Tesis publicada con autorizacién del autor
No olvide citar esta tesis




_ "2 | PONTIFICIA
TESIS PUCP 32-}‘65;_'}:‘;;'}3“"

DEL PERU

Tabla 13. Deteccion de concentraciones de Hg”* menores a 500 nM utilizando citrato de sodio 5

mM.
Experimento Concentracion de Concer;;[racic'm de Con.C(.entracién de
AuNPs (nM) Hg™ (nM) lisina (mM)
1 0.43 500 0.8
2 0.43 250 0.8
3 0.43 100 0.8
4 0.43 0 0.8

Variacion de relacion de absortividades en el tiempo

1.6

L4  e————— —o
12

0.8
0.6
0.4 —e————o——————¢
0.2

A640/A520

0 5 10 15 20 25 30
Tiempo (minutos)
—@—Hg2+ 500 nM —@—Hg2+ 250 nM

Hg2+ 100 nM Hg2+ 0 nM

Figura 23. Relacion de absorbancias Agsonm/Aszonm €n funcién del tiempo para la deteccidén de
diferentes concentraciones de Hg** utilizando citrato de sodio 5 mM.

Dado que la respuesta al utilizar citrato de sodio resultd ser positiva para la deteccion de
cantidades mas bajas de Hg**, se procedié a realizar experimentos aumentando la concentracién
de citrato de sodio manteniendo una concentracién fija de Hg”* de 100 nM. Los experimentos

realizados se resumen en la Tabla 14 y los resultados obtenidos se muestran en la Figura 24.

Tabla 14. Experimentos para evaluar la concentracion de citrato de sodio dptima para la detecciéon
de concentraciones bajas de Hg** utilizando AuNPs de 14 nm.

Experimento .Concentraci.én de Concentracion Concer;itracic')n Coanntracién
Citrato de sodio (mM) | de AuNPs (nM) de Hg"" (nM) de lisina (mM)

1 5 0.43 100 0.8

2 10 0.43 100 0.8

3 20 0.43 100 08

Tesis publicada con autorizacién del autor
No olvide citar esta tesis




PONTIFICIA

TESIS PUCP g:_:)éﬁﬁggmo

DEL PERU

Variacion de relacion de absortividades en el tiempo

A640/A520
o
()]

0 5 10 15 20 25 30
Tiempo (minutos)

—— ——

Figura 24. Relacidn de absorbancias Agionm/Aszonm €n funcion del tiempo para la deteccién de Hg**

100 nM utilizando diferentes concentraciones de citrato de sodio.
Teniendo en cuenta que una concentraciéon de citrato de sodio de 20 mM permitid
detectar una concentraciéon de Hg2+ 100 nM, se decidié utilizar dicha concentracién de citrato de

sodio para obtener la curva de calibracién de Hg** tanto por absorcién como por dispersién de luz.

5.3.2.6 Curva de calibracion de Hg?* mediante medidas de absorcién

Para el caso de la curva de calibracion por espectrofotometria UV-Visible, se plantearon
los experimentos mostrados en la Tabla 15. Los experimentos se realizaron por triplicado y los
espectros se midieron cada minuto en un intervalo desde los 5 a los 15 minutos de reaccién. Los

resultados se muestran en las Figuras 25, 26 y 27.

Tabla 15. Experimentos para obtener la curva de calibracion de Hg”* por absorcién utilizando las
AuNPs de 14 nm y citrato de sodio 20 mM.

Experimento Concentracion de Concer;tracién de Coanntracién de
AuUNPs (nM) Hg™ (nM) lisina (MM)
1 0.43 0 0.8
2 0.43 10 0.8
3 0.43 25 0.8
4 0.43 50 0.8
5 0.43 75 0.8
6 0.43 100 0.8
7 0.43 150 0.8
8 0.43 200 0.8
9 0.43 500 0.8
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0.14 0.14
~ 012 0.12
(U. —_—
s ot T 0.1
2 0,08 2
e © 0.08
® 0.06 =
S 3 0.06
é 0.04 é
0.02 _<c)z: 0.04
0 0.02
450 550 650 750 0
Longitud de onda (nm) 450 550 650 750
——Hg2+ 0 nM ———Hg2+ 10 nM Longitud de onda (nm)
Hg2+ 25 nM Hg2+ 50 nM
= Hg2+ 75 nM = Hg2+ 100 NM . . .
=5 min 10 min =15 min
= Hg2+ 150 nM = Hg2+ 200 NM
= Hg2+ 500 nM

Figura 25. Espectros visibles para diferentes concentraciones de Hg”" utilizando AuNPs de 14 nm y
el protocolo propuesto optimizado. a) Espectros visibles a los 15 minutos de reaccién utilizando
AuNPs de 14 nm y b) Variacion en el tiempo del espectro visible de las AuNPs en la deteccion de

Hg”* 200 nM.
Variacién de la relacion de absorbancias en funcion del tiempo

16

1.4

1.2 L x = 3
o - T T ]
3 L— I

= T 4
§ 0.8 g :[ =+
£ T

2 0.6 = T T

5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15

Tiempo (minutos)

—@—Hg2+ 0 nM —@®—Hg2+10nM  —&—Hg2+25nM Hg2+50 nM  ==¥=—Hg2+ 75 nM

—@— Hg2+ 100 nM Hg2+ 150 nM Hg2+ 200 nM Hg2+ 500 nM

Figura 26. Relacién de absorbancias Agionm/As2onm €n funcidon del tiempo para diferentes
concentraciones de Hg”" utilizando AuNPs de 14 nm y el protocolo propuesto optimizado. Las
barras de error representan + el error estandar de la media.
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Figura 27. Curva de calibracién de Hg** por espectrofotometria UV-Visible a los 15 minutos de
reaccion utilizando AuNPs de 14 nm y el protocolo propuesto optimizado. Las barras de error
representan z el error estandar de la media.

5.3.2.7 Curva de calibracidon de Hg** mediante medidas de dispersién de luz

Con todos los pardmetros ya optimizados, se procedio a realizar la curva de calibracién de

Hg”* en base a medidas de DRR. Los experimentos realizados para detectar diferentes

concentraciones de Hg”?" se presentan en la Tabla 16. Los experimentos fueron realizados por

triplicado y las lecturas se realizaron cada minuto por 10 minutos de reaccidn. Los resultados se

muestran en las Figuras 28, 29 y 30.

Tabla 16. Experimentos para obtener las curvas de calibracién de Hg** por DRR utilizando AuNPs
de 14 nm y una concentracién de citrato de sodio 20 mM.

Experimento Concentracién de Concentricién de Coanntracién de
AUuNPs (nM) Hg lisina (mM)
1 0.43 0nM 0.8
2 0.43 10M 0.8
3 0.43 25 nM 0.8
4 0.43 50 nM 0.8
5 0.43 75 nM 0.8
6 0.43 100 nM 0.8
7 0.43 250 nM 0.8
8 0.43 500 nM 0.8
9 0.43 1um 0.8
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Hg2+ 25 nM Hg2+ 50 nM
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Figura 28. Espectros de dispersion para diferentes concentraciones de Hg”" utilizando AuNPs de 14
nm y el protocolo propuesto optimizado. a) Espectros de dispersion a los 10 minutos de reaccidony
b) variacién en el tiempo del espectro de dispersion de las AUNPs en la deteccién de Hg** 250 nM.

Variacién de la relacién de intensidades en funcion del tiempo

1685/1560

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
Tiempo (minutos)
—@—Hg2+0nM —@—Hg2+10nM —&—Hg2+25nM Hg2+50 nM == Hg2+ 75 nM
—@— Hg2+ 100 nM Hg2+ 250 nM Hg2+ 500 nM Hg2+ 1 uM

Figura 29. Relacién de intensidades lggsnm/lssonm €N funcion del tiempo de los experimentos para
diferentes concentraciones de Hg”" utilizando AuNPs de 14 nm vy el protocolo propuesto
optimizado. Las barras de error representan + el error estdndar de la media.
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Figura 30. Curva de calibracion de Hg”" por DRR a los 10 minutos de reaccién utilizando AuNPs de
14 nm vy el protocolo propuesto optimizado. El inset muestra la respuesta lineal del ensayo a bajas
concentraciones de Hg*'. Las barras de error representan * el error estandar de la media.

A partir de los resultados obtenidos para las curvas de calibracién Hg®* por absorcién y
dispersidon de luz, se puede notar que bajo las condiciones experimentales propuestas se ha

logrado determinar en ambos casos una concentracién de Hg** de hasta 10 nM.

5.3.3 Estudio de deteccién de Hg>* con AuNPs de 42 nm de didmetro

Se procedié a estudiar el efecto del tamafio de particula en el ensayo de deteccién de Hg**
utilizando el protocolo propuesto optimizado y condiciones similares a las empleadas

anteriormente con AuNPs de otros tamafios.

Cabe resaltar que se hicieron experimentos para determinar el efecto de la concentracién

de las AUNPs en la deteccion de Hg®* obteniéndose como resultado que menor concentracion de
. . 2 P .

AuNPs permite detectar menores concentraciones de Hg™ (resultado analogo al obtenido con las

AuNPs de 14 nm, los resultados no se muestran en este documento).
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5.3.3.1 Pruebas preliminares de interaccién entre los reactivos utilizados

Inicialmente se realizaron estudios de interaccidn similares a los realizados a las AuNPs de

14 nm utilizando en este caso una concentracion de 12.9 pM de AuNPs y estudiando la interaccion
. e 2+

tanto con lisina como con Hg™" por separado y cuando los tres componentes se encuentran

presentes. Los experimentos realizados se resumen en la Tabla 17 y los resultados obtenidos se

muestran en la Figura 31.

Tabla 17. Pruebas preliminares de interaccion entre los reactivos utilizados.

Experimento Concentracion de Concentracion de Concentracion de
P AuNPs (pM) Hg”" (LM) lisina (mM)
1 12.9 10 -
2 12.9 - 0.8
3 12.9 10 0.8
Cambios en los espectros visibles de las AuNPs al
interactuar con los reactivos utilizados

0.2

0.18

— 0.16

;i 0.14

@ 0.12

S 01
©

2 0.08
o

2 0.06

< 0.04

0.02

0

450 500 550 600 650 700 750 800
Longitud de onda (nm)

AuNPs + Lis

AuNPs

AuNPs + Hg2+ AuNPs + Hg2+ + Lis

Figura 31. Espectros visibles para el estudio de interaccién entre los reactivos utilizados. La
leyenda AuNPs se refiere al espectro de las nanoparticulas antes de la adicién de los otros
reactivos. La adicién de los reactivos se realizd segin el protocolo propuesto optimizado. Los
espectros se midieron a los 30 minutos de interaccidn entre los reactivos.
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Para este tamano de particula, los resultados mostraron que ni la adicion de lisina ni de
Hg”" (por separado) a las concentraciones utilizadas inducen un cambio en el espectro visible. Por
otra parte, la interaccién de las AuNPs con Hg®* vy lisina produce un cambio apreciable en el
espectro visible de las AuNPs produciéndose un desplazamiento de la LSPR a longitudes de onda

mayores.

5.3.3.2 Efecto de la concentracidn de citrato de sodio

Teniendo en cuenta que estas AuNPs son de un mayor tamafio, se procedid a realizar
experimentos que mostraran cdmo afecta el citrato de sodio a las AUNPs en ausencia de Hg*". Los
experimentos planteados se resumen en la Tabla 18 y los resultados obtenidos se muestran en la

Figura 32.

Tabla 18. Experimentos para evaluar la estabilidad de las AuNPs de 42 nm en presencia de
diferentes concentraciones de citrato de sodio.

£ ; ! Concentracién de | Concentracion de Citrato
U AuNPs (pM) de sodio (mM)
1 12.9 0
2 12.9 1
3 12.9 5
4 12.9 10
5 12.9 20
0.2
0.18
__ 016
g 0.14
- 012
S 01
é" 0.08
2  0.06
2 o004
0.02
0

450 500 550 600 650 700 750 800
Longitud de onda (nm)

= Cit 0 MM = Cit 1 mM = Cit 5 MM
Cit 10 mM e Cit 20 mM

Figura 32. Espectros visibles de las AuNPs de 42 nm con diferentes concentraciones de citrato de
sodio en ausencia de Hg”". Las mediciones se realizaron a los 10 minutos de contacto entre los

reactivos.
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Se observaron drasticos cambios en el espectro al usar citrato de sodio 20 mM, por lo que
resultdé necesario utilizar una concentracién menor de citrato de sodio para evitar un drastico
incremento de la sefial en ausencia de Hg”". En primera instancia, se realizaron las mediciones
utilizando citrato de sodio 5 mM pues los cambios en el espectro UV-Visible son casi

imperceptibles. Los experimentos planteados se muestran en la Tabla 19.

Tabla 19. Experimentos para detectar concentraciones de Hg®* menores a 500 nM utilizando
AuNPs de 42 nm y una concentracidn de citrato de sodio 5 mM.

Experimento Concentracién de Concer;:tracio'n de | Concentracion de
AuUNPs (pM) Hg™" (nM) lisina (mMM)
1 12.9 250 0.8
2 12.9 100 0.8
3 12.9 50 0.8
4 12.9 0 0.8

Variacién de la relacién de absorbancias en funcién del tiempo

1.4

1.2

1
0.8
0.6
0.4

o.z/ e — ° ° °

0 5 10 15 20 25 30

Tiempo (minutos)

A750/A530

—@—Hg2+250nM  —@—Hg2+ 100 nM Hg2+ 50 nM Hg2+ 0 nM

Figura 33. Relacién de absorbancias Assonm/Assonm €n funcion del tiempo para la deteccién de Hg**
con AuNPs de 42 nm y citrato de sodio 5 mM.

A continuacién, se procedié a realizar una comparacién de la deteccién de Hg** 100 nM
utilizando citrato de sodio 5 y 10 mM para evaluar si era posible aumentar la sefial incrementado

la concentracién del agente reductor. Los experimentos realizados se resumen en la Tabla 20.

Tesis publicada con autorizacién del autor
No olvide citar esta tesis




PONTIFICIA

TESIS PUCP g:_:)éﬁﬁggmo

DEL PERU

Tabla 20. Experimentos de deteccién de Hg?" 100 nM utilizando diferentes concentraciones de
citrato de sodio.

Concentracion de Concentracion Concentracion | Concentracién

Experimento | it ato de sodio (mM) | deAuNPs (pM) | deHg* (nM) | delisina (mM)

1 5 12.9 100 0.8
2 10 12.9 100 0.8

Variacién de la relacién de absorbancias en funcién del tiempo

1.4
1.2

0.8
0.6
0.4

A750/A530

0.2 —@ — O @  J

0 5 10 15 20 25 30
Tiempo (minutos)

—— —0—

Figura 34. Relacién de absorbancias A;sonm/Aszonm €0 funcion del tiempo para la deteccién de Hg2+
100 nM utilizando AuNPs de 42 nm y diferentes concentraciones de citrato de sodio.

Los resultados obtenidos indican que una concentracion de citrato de sodio 10 mM
incrementa notablemente la sefial. Esto corrobora lo obtenido en el estudio de AuNPs de 14 nm,
es decir, que una mayor concentracion de citrato de sodio permite detectar concentraciones mas
bajas de Hg”*. Sin embargo, cuando la cantidad de citrato de sodio sobrepasa un valor
determinado (en este caso 10 mM) se producen alteraciones importantes al espectro visible de las
AuNPs utilizadas incluso en ausencia de Hg”" (se agregan lentamente), lo cual alteraria nuestro

blanco de referencia drasticamente.

Con los resultados obtenidos hasta el momento, se procedié a realizar las curvas de
calibracion por absorcidn y dispersidn de luz utilizando las AuNPs de 42 nm vy citrato de sodio 10
mM.
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5.3.3.3 Curva de calibracién de Hg®" mediante medidas de absorcion

Para obtener la curva de calibracion por espectrofotometria UV-Visible se plantearon los
experimentos mostrados en la Tabla 21, los cuales se realizaron por triplicado y midieron cada

minuto por 10 minutos de reaccién. Los resultados se muestran en las Figuras 35, 36y 37.

Tabla 21. Experimentos para obtener la curva de calibracién de Hg”* por espectrofotometria UV-
Visible utilizando AuNPs de 42 nm y una concentracion de citrato de sodio 10 mM.

Experimento Concentracién de Concentrzgcic')n Concentracion de
AuNPs (pM) de Hg™" lisina (mM)
1 12.9 0nM 0.8
2 12.9 10 nM 0.8
3 12.9 25 nM 0.8
4 12.9 50 nM 0.8
5 12.9 75 nM 0.8
6 12.9 100 nM 0.8
7 12.9 250 nM 0.8
8 12.9 1uM 0.8
9 12.9 2 uM 0.8
a) b)
0.14 0.14
0.12 0.12
o1 © 0.1
© 2
S 0.08 2 0.08
‘,g“ 0.06 g 006
2 0.04 S
< 0.02 2 004
0 0.02
450 550 650 750 0
Longitud de onda (nm) 450 550 650 750
Longitud de onda (nm)
———Hg2+ 0 nM ———Hg2+ 10 nM
Hg2+ 25 nM Hg2+ 50 nM
—Hg2+75nM —Hg2+100 nM =1 min 5 min 10 min
= Hg2+ 250 nM —Hg2+ 1 uM
——Hg2+2 uM

Figura 35. Espectros visibles para diferentes concentraciones de Hg”" utilizando AuNPs de 42 nm'y
el protocolo propuesto optimizado. a) Espectros visibles a los 5 minutos de reaccion utilizando
AuNPs de 42 nm y b) variacion en el tiempo del espectro visible de las AuNPs en la deteccidon de
Hg”" 75 nM.
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Figura 36. Relaciéon de absorbancias Assonm/Assonm €n funcidon del tiempo para diferentes
concentraciones de Hg”** utilizando AuNPs de 42 nm y el protocolo propuesto optimizado. Las
barras de error representan + el error estandar de la media.
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Figura 37. Curva de calibracién de Hg”* por espectrofotometria UV-Visible a los 5 minutos de
reaccién utilizando AuNPs de 42 nm y el protocolo propuesto optimizado. Las barras de error
representan * el error estandar de la media.

Como se puede apreciar en los resultados obtenidos, las condiciones experimentales

establecidas han permitido detectar concentraciones de Hg** de hasta 25 nM.
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5.3.3.4 Curva de calibracién de Hg”" mediante medidas de dispersion de luz

De manera similar a la curva de absorcidn, se procedid a realizar la curva de calibracién de
Hg”" en base a medidas de DRR. Los experimentos realizados para detectar diferentes
concentraciones de Hg”* se presentan en la Tabla 22. Cada experimento fue realizado por
triplicado y las lecturas se realizaron cada minuto por 10 minutos de reaccién. Los resultados se

muestran en las Figuras 38, 39 y 40.

Tabla 22. Experimentos para obtener las curvas de calibracién de Hg®* por DRR utilizando AuNPs
de 42 nm y una concentracién de citrato de sodio 10 mM.

Experimento Concentraciéon de Concentracion de | Concentracion de
P AuNPs (pM) Hg”" lisina (mM)
1 129 0nM 0.8
2 12.9 10 nM 0.8
3 12.9 25 nM 0.8
4 12.9 50 nM 0.8
5 12.9 75 nM 0.8
6 12.9 100 nM 0.8
7 12.9 250 nM 0.8
8 12.9 1um 0.8
9 12.9 2 UM 0.8
a) b)
2000 1600
1400
= I
) 3 1000
8 1000 -
2 8800
() )
£ 500 G 600
€
= 400
0 200
450 550 650 750
. 0
Longitud de onda (nm) 450 550 650 750

Longitud de onda (nm)

———Hg2+ 0 nM ———Hg2+ 10 nM

Hg2+ 25 nM Hg2+ 50 nM
= Hg2+ 75 nM = Hg2+ 100 nM . ) )
——Hg2+ 250 nM ——Hg2+ 1 uM 1 min 5 min 10 min
—Hg2+ 2 uM

Figura 38. Espectros de dispersion para diferentes concentraciones de Hg”" utilizando AuNPs de 42
nm y el protocolo propuesto optimizado. a) Espectros de dispersidn a los 5 minutos de reaccién y
b) variacidn en el tiempo del espectro de dispersién de las AUNPs en la deteccién de Hg** 75 nM.
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Variacién de la relacién de intensidades en funcion del tiempo
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Figura 39. Relacidn de intensidades lggonm/lsssnm €N funcion del tiempo de los experimentos para
diferentes concentraciones de Hg®' utilizando AuNPs de 42 nm y el protocolo propuesto
optimizado. Las barras de error representan + el error estandar de la media.
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Figura 40. Curva de calibracién de Hg”* por DRR a los 5 minutos de reaccién utilizando AuNPs de
42 nmy el protocolo propuesto optimizado. El inset muestra la respuesta lineal del ensayo a bajas
concentraciones de Hg”". Las barras de error representan * el error estandar de la media.
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Como se puede apreciar en los resultados obtenidos, las condiciones experimentales

establecidas han permitido detectar concentraciones de Hg®* de hasta 10 nM para el caso de DRR.

5.3.4 Estudio de deteccién de Hg** con AuNPs de 78 nm de didmetro

Para llevar a cabo los estudios de deteccidon con las AuNPs de 78 nm se mantuvieron las
condiciones experimentales dptimas que se encontraron en los estudios realizados con las AuNPs
de 14 y 42 nm de didmetro utilizando para ello el protocolo propuesto optimizado. En lo que se
refiere a la concentracion de las AuNPs a utilizarse se planted hacer uso de una concentracion baja
de AuNPs. Adicionalmente, se mantuvo la condicién de utilizar la concentracién mds alta posible
de citrato de sodio que no produzca una agregacion drastica de las AuNPs de 78 nm asi como

mantener la concentracién de lisina en 0.8 mM en todo el estudio.

Cabe mencionarse que de manera similar a los otros dos tamafios de AuNPs, se realizaron
experimentos para corroborar el efecto de la concentracion de AuNPs en la deteccion de Hg*,
obteniéndose la misma tendencia que en los otros dos tamafios de AuNPs (bajas concentraciones
de AuNPs permiten detectar cantidades mas bajas de Hg”'). Estos resultados obtenidos no se

presentan en este documento.

Dado que los estudios de deteccién que se realizaron con los dos tamafios anteriores de
AuNPs permitieron obtener como conclusiones que para detectar cantidades bajas de Hg2+ se
requiere utilizar citrato de sodio y que esta cantidad a usar debe ser la mayor que no afecte
drasticamente la estabilidad de las AuNPs (lo cual se aprecia como cambios en el espectro UV-
Visible de éstas), se procedié a realizar inicialmente el estudio de estabilidad de las AuNPs de 78
nm en diferentes concentraciones de citrato de sodio realizando para ello los experimentos

mostrados en la Tabla 23.

Tabla 23. Evaluacién de la concentracidn éptima de citrato de sodio a usar en la deteccién de Hg**
utilizando AuNPs de 78 nm.

Experimento .Concentraci.c'm de Concentracion Concer;Eracién Con;gntracién
Citrato de sodio (mM) | de AuNPs (pM) de Hg™ (nM) de lisina (mM)

1 0 1.88 0 0.8

2 5 1.88 0 0.8

3 10 1.88 0 0.8

4 15 1.88 0 0.8
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Figura 41. Espectros visibles de las AuNPs de 78 nm al interactuar con diferentes concentraciones
de citrato de sodio. Las mediciones se realizaron a los 20 minutos de contacto entre los reactivos.

Como se puede apreciar, una cantidad de citrato de sodio mayor a 5 mM desestabiliza
notablemente a las AuNPs de 78 nm por lo cual habria que fijar esta concentracién de citrato de
sodio como maximo para llevar acabo los estudios de deteccion de Hg”'. Finalmente, utilizando las
condiciones de citrato de sodio 5 mM, lisina 0.8 mM, una concentracion de AuNPs 1.88 pM y
utilizando el protocolo optimizado, se procedié a realizar la curva de calibracién de Hg** con este

tamanfio de particulas en base a medidas de dispersién y de absorcion.

5.3.4.1 Curva de calibracion de Hg? mediante medidas de absorcién

Los experimentos realizados se muestran en la Tabla 24. Cada ensayo se realizd por
triplicado y su espectro se midié cada minuto por 10 minutos de reaccién. Los resultados se

muestran en las Figuras 42, 43 y 44.
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Tabla 24. Experimentos para obtener la curva de calibracién de Hg”" por absorcién utilizando las
AuNPs de 78 nm y una concentracidn de citrato de sodio 5 mM.

Experimento Concentraciéon de Concentracién de Concentracién de
P AUNPs (pM) Hg?" lisina (mM)
1 1.88 0nM 0.8
2 1.88 10 nM 0.8
3 1.88 25 nM 0.8
4 1.88 50 nM 0.8
5 1.88 75 nM 0.8
6 1.88 100 nM 0.8
7 1.88 250 nM 0.8
8 1.88 1uMm 0.8
9 1.88 2 UM 0.8
a) b)
0.16 0.16
0.14 0.14
S 0.12
3 —~ 012
= 01 i
2 0.08 - ot
S 2 008
§ 0.06 § .
£ 0.04 ; § 0.06
0.02 \‘%nu < 0.04
0
450 550 650 750 0.02
Longitud de onda (nm) 0
450 550 650 750
——Hg2+0nM ——Hg2+ 10 nM Longitud de onda (nm)
Hg2+ 25 nM Hg2+ 50 nM
——Hg2+ 75 nM ———Hg2+ 100 nM 1 min 5 min 10 min
——Hg2+ 250 nM —Hg2+ 1 uM
——Hg2+ 2 pM

Figura 42. Espectros visibles para diferentes concentraciones de Hg”" utilizando AuNPs de 78 nm y
el protocolo propuesto optimizado. a) Espectros visibles a los 5 minutos de reaccion utilizando
AuNPs de 78 nm y b) variacion en el tiempo del espectro visible de las AuNPs en la deteccién de
Hg”* 50 nM.
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Figura 43. Relacién de absorbancias A;zonm/Asssnm €n funcion del tiempo para diferentes
concentraciones de Hg”" utilizando AuNPs de 78 nm vy el protocolo propuesto optimizado. Las
barras de error representan + el error estandar de la media.
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Figura 44. Curva de calibracién de Hg”" por espectrofotometria UV-Visible a los 5 minutos de
reaccion utilizando AuNPs de 78 nm y el protocolo propuesto optimizado. Las barras de error
representan el error estandar de la media.

Los resultados para este tamafio de particula permitieron detectar hasta 10 nM de Hg*'

por espectrofotometria UV-Visible.
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5.3.4.2 Curva de calibracién de Hg*" mediante medidas de dispersion de luz

Tomando como base las curvas de dispersién anteriores y los resultados obtenidos por
espectrofotometria UV-Visible, se realizé la curva de calibracion de Hg”* por DRR plantedndose
para ello los experimentos presentados en la Tabla 25. Estos experimentos fueron realizados por
triplicado y las lecturas se tomaron cada minuto por 10 minutos de reaccion. Los resultados

obtenidos se presentan en las Figuras 45, 46 y 47.

Tabla 25. Experimentos para obtener las curvas de calibracién de Hg”" por dispersién utilizando las
AuNPs de 78 nm y una concentracidn de citrato de sodio 5 mM.

Experimento Concentracién de Concentrgcién de | Concentracién de
AuNPs (pM) Hg™" lisina (mM)
1 1.88 0nM 0.8
2 1.88 10 nM 0.8
3 1.88 25 nM 0.8
4 1.88 50 nM 0.8
5 1.88 75 nM 0.8
6 1.88 100 nM 0.8
7 1.88 250 nM 0.8
8 1.88 1uM 0.8
9 1.88 2 uM 0.8
a) b)
2500 2000
1800
= 2000 1600
2 "= 1400
% 1500 \;;1200
2 1000 -8 1000
g 500 % 800
£ 600
0 . 400
450 550 650 750 200
Longitud de onda (nm) 0
450 550 650 750
——Hg2+0nM ——Hg2+ 10 nM Longitud de onda (nm)
Hg2+ 25 nM Hg2+ 50 nM
——Hg2+ 75 nM ———Hg2+ 100 nM
——Hg2+ 250 nM ——Hg2+ 1 pM ——1min 5 min 10 min
—Hg2+2 uM

Figura 45. Espectros de dispersion para diferentes concentraciones de Hg”" utilizando AuNPs de 78
nm y el protocolo propuesto optimizado. a) Espectros de dispersion a los 5 minutos de reaccién y
b) variacién en el tiempo del espectro de dispersidn de las AUNPs en la deteccidn de Hg** 75 nM.
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Figura 46. Relacidn de intensidades lggsnm/leosnm €N funcion del tiempo de los experimentos para
diferentes concentraciones de Hg”' utilizando AuNPs de 78 nm vy el protocolo propuesto
optimizado. Las barras de error representan * el error estandar de la media.
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Figura 47. Curva de calibracién de Hg”" por DRR a los 5 minutos de reaccién utilizando AuNPs de
78 nm y el protocolo propuesto optimizado. El inset muestra la respuesta lineal del ensayo a bajas
concentraciones de Hg*". Las barras de error representan + el error estandar de la media.

Los resultados para este tamafio de particula permitieron detectar hasta 50 nM de Hg”*

mediante DRR.

Tesis publicada con autorizacién del autor
No olvide citar esta tesis




PONTIFICIA

TESIS PUCP g:_:)éﬁﬁggmo

DEL PERU

5.3.5 Estudio de deteccion de Hg** en presencia de interferentes

Dados los buenos resultados que se obtuvieron en la deteccidn de cantidades bajas de
Hg”" con los distintos tamafios de AuNPs, se procedio a realizar los estudios de deteccién de Hg**
en presencia de interferentes. Los interferentes elegidos para llevar a cabo los experimentos se
seleccionaron en base a los cationes y aniones que pudieran estar presentes en muestras reales de

agua potable [66].

Teniendo en cuenta que los tres tamafos de AuNPs permitieron detectar concentraciones
menores a 50 nM de Hg*, se eligié para los estudios de interferencia a las AuNPs de 42 nm
realizandose la deteccién de Hg** por dispersion a los cinco minutos de interaccién (ver Discusidn
de resultados, seccién 6.2.7) . Se realizd el estudio de interferentes analizando cémo afecta la
presencia de estas especies al espectro UV-Visible, tanto en ausencia como en presencia de Hg**
75 nM. La concentracidon utilizada de interferentes fue de 50 uM con excepcién de las sales de
calcio y magnesio cuya concentracion fue de 250 uM dado que los limites maximos permisibles
para la dureza del agua de grifo en Lima es cercana a ese valor [66]. La lista de sales utilizadas en
los estudios de interferencia se presenta en la Tabla 26. Los resultados obtenidos se presentan en

la Figura 48.

Tabla 26. Sales utilizadas en el estudio de influencia de interferentes en la deteccién de Hg**.

NaNO, MgCl, NaNO; Na,S0,
FeCl; SrCl, FeSO, NaF

NaHCO; Na,CO; KCl Na,HPO,
CaCl, - = -

1690/1555

Figura 48. Efecto de los posibles interferentes en el método de deteccién en ausencia y en
presencia de Hg”. Se empleé 50 uM de interferente, con excepcién de las sales de calcio y
magnesio cuya concentracion fue de 250 uM.
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Finalmente, se procedié a realizar un experimento para detectar Hg** en el cual se analizé
agua potable obtenida del laboratorio de Andlisis Instrumental de la Secciéon de Quimica de la
Pontificia Universidad Catdlica del Pert (Figura 49) a la cual se le afiadié Hg> 75 nM vy se le

compard con una muestra de agua Milli-Q con la misma cantidad de Hg”".

1.8
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1.2

1690/1555
[

0.8
0.6
0.4
© . __
0

H20 Mili-Q H20 potable

W Hg2+0nM final MHg2+ 75 nM final

Figura 49. Comparacién de deteccién de Hg** en agua Milli-Q y en agua de cafio de la Pontificia
Universidad Catélica del Peru.

Como se observa, la sefial del sensor en agua Milli-Q y en agua potable son muy cercanas.
Por tanto, se puede concluir que los interferentes presentes en dicha matriz no dificultan la
aplicabilidad del sensor en el analisis de muestras reales. Adicionalmente, se observa que hay
diferencia entre la sefial obtenida en este ensayo en presencia de Hg** con la reportada en la curva
de calibracién para las AuNPs de 42 nm. Esto se debe a que los experimentos aqui descritos se
realizaron un mes después de realizada la curva de calibracién. Aunque los demas reactivos se
preparan frescos el dia de los experimentos, el lote de AuNPs empleado estuvo almacenado

durante ese tiempo y por tanto puede haber sufrido cambios que afecten la respuesta del sensor.
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6 Discusiones de resultados

6.1 Sintesis de AuNPs de diferente tamafo

Dado los objetivos planteados, este trabajo se basé en dos etapas principales: la sintesis
de AuNPs y la deteccidn de Hg. Inicialmente, se buscé obtener AuNPs de tres didmetros distintos
para evaluar el efecto del tamafio de particula en la deteccién de Hg**. Para este fin, se utilizaron
rutas de sintesis apropiadas. La sintesis de AuNPs involucra el uso de la sal de HAuCl, y el reductor
citrato de sodio (Cit) siendo las condiciones de reaccion tales como la temperatura y la proporcidn

Au:Cit las que definen el tamafio asi como la polidispersidad del producto obtenido.

En lo que se refiere a la sintesis de las AuNPs de 14 nm la proporcion Au:Cit es la que
define el tamafio teniendo la temperatura a su vez un rol muy importante puesto que esta sintesis

debe ser llevada a cabo a ebullicion.

Por otro lado, en lo que se refiere a la sintesis de AuNPs de diferentes tamanos por el
proceso de nucleacidén y crecimiento, se siguié el método propuesto por Bastus y col. [41]
reduciéndose los volimenes de todos los reactivos utilizados en la sintesis a la tercera parte pero
manteniendo las concentraciones especificadas en el protocolo de sintesis. Adicionalmente, se
realizd una modificacién en la metodologia propuesta por Bastus y col. [41] en el proceso de
extraccién de AuNPs al terminar cada generacion la cual consistié en reducir la cantidad de AuNPs
gue se dejaban de una generacién a otra para recrecer. En otras palabras de los 50 ml de AuNPs
gue se obtienen en la primera sintesis de AuNPs se dejo en el baldn de reaccidon 18.3 mL de las
AuNPs y los restantes 32.7 mL se almacenaron, a diferencia de lo especificado en el protocolo de
Batus y col. en el cual se deberia extraer 18.3 mL de las AuNPs y los restantes 32.7 mL se deberian

seguir usando en el proceso de nucleacidn y crecimiento.

La modificacidon realizada en el protocolo permitié obtener los tamafos deseados de
AuNPs en menos etapas, obteniéndose el tamafio mas grande de AuNPs buscado en la cuarta
generacidn, mientras que con el procedimiento original dicho tamafio se obtenia en la novena

generacion.
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El porqué de la diferencia de los tamafios de las AuNPs en las generaciones obtenidas al
variar el protocolo de sintesis podria explicarse en base a la cantidad de AuNPs que se utiliza para
llevar a cabo la obtencidon de las nuevas generaciones ya que tanto las adiciones posteriores de las
sales de oro y citrato de sodio asi como los tiempos de reaccidon se han mantenido acorde a lo
especificado por Bastus y col. En el protocolo utilizado, al haber una menor cantidad de AuNPs en
el baldn de reaccidn, habra un mayor nimero de atomos que se depositaran por nucleo de AuNPs
existentes de la generacion correspondiente dando lugar a AuNPs de mayor tamafio que las que se
obtendria si hubiese mayor cantidad de AuNPs, en las cuales los atomos se dispersarian en una
mayor cantidad de nucleos existentes y el aumento de tamano serd de menor magnitud (Figura
50).

Crecimiento

Figura 50. Proceso de crecimiento de nanoparticulas. a) Hay una mayor cantidad de AuNPs sobre
la cual recrecer y b) hay una menor cantidad de AuNPs sobre la cual recrecer. Los puntos
pequefios representan dtomos de oro.
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6.2 Estudios de deteccion de Hg** con AuNPs de diferente tamafio

El uso de AuNPs para detectar Hg”" en medio acuoso involucré una serie de etapas de
analisis para determinar las condiciones dptimas del ensayo utilizado. Los experimentos realizados
en la seccién 5.3 permitieron corroborar que son varias las variables que afectan la deteccion de

Hg”* en medio acuoso utilizando AuNPs.

Como se menciond en la seccidn 5.2.3, el ensayo utilizando AuNPs y lisina para la
deteccién de Hg*" en sistemas acuosos esta basado en el ensayo de Sener y col. el cual utiliza un
tamafio de particula de 24 nm obtenido mediante una sintesis basada en el método de Turkevich-
Frens. El estudio de deteccién con las AuNPs de 14 nm sentd las bases para la optimizaciéon de la
metodologia y las condiciones experimentales propicias para detectar concentraciones bajas de
Hg™.

6.2.1 Efecto de la concentracion de AuNPs

Los resultados obtenidos al variar la concentracién de AuNPs mostraron que al disminuir la
concentracién de AuNPs, en cualquiera de los tamafios utilizados se podia detectar de una manera
mas eficiente concentraciones bajas de Hg®*. Esto se puede explicar teniendo en cuenta la
cantidad de Hg®* y la distribucién de este en las AuNPs. Debemos tener en cuenta que el
mecanismo de reaccidn consiste en que el Hg** en solucidn se reduce en la superficie de las AuNPs
gracias al citrato de sodio que recubre las AuNPs [65]. Cuando se disminuye la concentracién de
AuNPs, disminuye el nimero de particulas por volumen de la solucién y por tanto, se reduce el
area donde se pueda reducirse el Hg”, que se depositara en mayor cantidad por cada AuNP, lo

que favorecera la deteccion como se puede apreciar en la Figura 51.

Cuando hay una mayor cantidad de Hg reducido por AuNP resulta mas facil que la lisina
pueda enlazar de una manera mas eficiente las AuNPs formando los agregados que causan el
cambio de la LSPR. Esto explicaria la tendencia observada segun la cual el limite de deteccidn

mejora mientras menor sea la concentracidon de AuNPs.
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Figura 51. Representacion de la reparticién de una misma cantidad Hg** en las AuNPs al reducirse
en su superficie cuando se utilizan a) altas concentraciones de AuNPs y b) bajas concentraciones
de AuNPs.

6.2.2 Efecto del tiempo AuNPs — Hg

Ojea y col. han reportado que las AuNPs funcionalizadas con citrato de sodio son capaces
de remover Hg** por acumulacién de este en su superficie, sin embargo; la acumulacién de Hg*'
provoca alteraciones en las AUNPs desestabilizandolas lo que da lugar a la agregacidn de éstas con

forme aumenta el tiempo de contacto AuNPs - Hg [65].
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Los mecanismos que se han reportado mediante los cuales se produce la interaccién de
Hg2+ con las AuNPs son dos: (i) el primero, en el cual se produce un recubrimiento superficial de
las AuNPs por una capa de mercurio (quimisorcién) y (ii) un proceso de amalgamacion entre las
AuNPs y Hg, que ocurre en diferente medida dependiendo del tiempo de reaccidn, la relacion
Au/Hg, y el area superficial disponible de las AuNPs, dando lugar a la aleacion AusHg.
Adicionalmente, la adsorcién de mercurio en la superficie de las AuNPs es un proceso rapido,
mientras que la difusién del metal al interior es lenta. Pese a esto ultimo, la unién de AuNPs
amalgamadas causa una reduccién drastica de la superficie disponible de estas e impide la
adsorciéon de mas mercurio [65]. La Figura 52 muestra un esquema de lo propuesto en dicha

investigacion

a)

LR R A 2

Tiempo

b)

| Tiempo

Figura 52. Interaccién de las AuNPs con el mercurio reducido sobre su superficie. a) Difusion del
mercurio al interior de las AuNPs y b) disminucion del area superficial disponible de las AuNPs
amalgamadas debido a la unién de estas.

La mejora de la sefial del sensor con la disminucidn del tiempo de contacto observada en
este trabajo, podria deberse al fendmeno de difusién de los 4&tomos de Hg al interior de las AuNPs.
No se ha observado evidencia de agregacién de AuNPs en ausencia de lisina por lo que el

mecanismo de amalgamacion y posterior agregacion de nanoparticulas seria improbable.
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6.2.3 Efecto de la concentracion de lisina

Con respecto a los resultados obtenidos al variar la concentracion de lisina, hay que tener
en cuenta que la optimizacién de parametros realizada en este trabajo no sdlo se limita a las
cantidades adecuadas de reactivos para la deteccién de Hg”*, sino también a disminuir en lo
posible las cantidades de reactivos utilizados en el proceso de deteccion. Es asi que segun los
resultados obtenidos en la Figura 18, la concentracidn de lisina para llevar a cabo la deteccion de
Hg”" se fijo en 0.8 mM. El cdmo afecta la cantidad de lisina a la deteccién de Hg** se puede
entender en base a que la lisina actia como el puente que une las AUNPs que contienen mercurio
en su superficie. Al disminuir la cantidad de lisina en la deteccién de Hg** se disminuye la cantidad
de aglomerados que se produciran al formarse el enlace Lis — AuNPs recubiertas con Hg tal como

se muestra en la Figura 53.

Figura 53. Efecto de la cantidad de lisina utilizada en la deteccidn de Hg?" en donde se muestra una
misma cantidad de AuNPs recubiertas con Hg”" adicionandole a) una alta concentracién de lisina y
b) una baja concentracién de lisina.
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Por lo mencionado anteriormente se eligié una concentracién 0.8 mM de lisina ya que
segun los resultados obtenidos una menor concentracién de ésta disminuia la sefial obtenida a un
mismo tiempo de contacto que la concentracién seleccionada y, por otro lado, si se aumentaba la
cantidad de lisina no se producian diferencias en la sefial al compararla con la concentracién
seleccionada, indicando que se tiene un exceso de lisina en la mezcla. Adicionalmente, dado que la
deteccion utilizando lisina esta relacionada con la cantidad de Hg®* a detectar y siendo las
cantidades a detectar, en los experimentos llevados a cabo, bastante bajas se opté por mantener
la concentracién de lisina constante en todos los andlisis de deteccién con los diferentes tamafios
de AuNPs.

6.2.4 Efecto de la adicidn de citrato de sodio

Como se menciond anteriormente, las AUNPs necesitan de la presencia de citrato de sodio
para poder llevar a cabo la deteccién de Hg”* segln lo reportado por Sener y col., ya que es éste el
encargado de reducir el Hg** a Hg que, posteriormente, se deposita en la superficie de las AuNPs.
Sin embargo, el citrato GUnicamente es capaz de reducir al Hg®* en solucién en presencia de las

AuNPs ya que son estas las que catalizan dicha reaccion [7,65].

Adicionalmente, se debe tener en cuenta que en el reporte del sensor original [7], las
AuNPs utilizadas se sintetizaron utilizando una concentracidn de citrato de sodio que es casi 18
veces la concentracion de HAuCl,;, mientras que para la sintesis de las nanoparticulas utilizadas en
este trabajo la proporcion de concentraciones de NasCit:HAuCl, fue de aproximadamente 4:1 para
obtener las AuNPs de 14 nm y de aproximadamente 5:1 para la sintesis de AuNPs mas grandes. Es
decir, debido a las condiciones definidas para obtener los tamafios deseados de AuNPs se aprecia
que habra una menor cantidad de citrato de sodio en el medio en el que las AuNPs estan

suspendidas en comparacién con el trabajo de Sener y col. (Figura 54) [7,41].

Dado que los resultados obtenidos utilizando el protocolo propuesto (seccion 5.2.3.2)
mostraban que solo se llegaba a detectar Hg** en cantidades del orden de micromolar, se decidié
analizar si adicionando citrato de sodio a la mezcla que contiene Hg>* en solucién seria posible
detectar concentraciones menores en base la hipdtesis planteada de que la relacion Na;Cit:HAuCl,
tenia un rol importante en la deteccién de Hg*". Tal como se muestra en la seccidn de resultados,
la presencia de citrato de sodio favorecié la deteccién de cantidades mas bajas de Hg®'

corroborando la hipodtesis planteada.
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Pese a los buenos resultados obtenidos adicionando citrato de sodio a la mezcla, se debe
tener en cuenta que la cantidad que se puede afadir de éste a la mezcla debe estar limitada,
puesto que la estabilidad de las AuNPs depende de la fuerza idnica a la cual se encuentran
sometidas. Es decir, si en el medio en el que se encuentran las AuNPs se adiciona cada vez una
mayor cantidad de citrato de sodio, la desestabilizacion se produce con mayor rapidez que a
concentraciones mads bajas debido a que el aumento de citrato de sodio favorece el aumento de la
fuerza idnica de la mezcla y el aumento de la fuerza idnica produce la desestabilizacion de las
AuNPs por el efecto que causa en la doble capa eléctrica de estas [56]. Adicionalmente, el tiempo
de contacto del citrato de sodio y las AuNPs tiene un rol fundamental en la deteccién de Hg*' ya
gue a mayor tiempo de contacto entre ellos, se produce una desestabilizacidon de las AuNPs tal y
como muestran los resultados de los blancos de deteccién para los diferentes tamafios de AuNPs

en los que se utilizé citrato de sodio en la metodologia.

Los resultados obtenidos también mostraron que hay una relacién entre la cantidad de
citrato de sodio que se podia adicionar sin que se produzca la agregacion de las AuNPs y el tamafio
de las AuNPs, siendo ésta que, a mayor tamano de AuNPs se podia adicionar menor cantidad de
citrato de sodio. Lo mencionado antes se puede explicar teniendo en cuenta la relacidon de
NasCit:HAuCI, utilizada para obtener las AuNPs siendo mayor esta relacion conforme se obtenian
las AuNPs de mayor tamafio. Es decir, conforme aumentaba el tamafio de las AuNPs habia una

mayor fuerza iénica en el medio en que se encontraban estas.

También se puede mencionar como otro factor que explique la relacién obtenida el hecho
de que, al aumentar el tamafio de las AuNPs la estabilidad de éstas puede verse afectada de una
manera mas apreciable ya que las nanoparticulas de mayor tamafio son menos estables que las
mas pequeiias, debido a la mayor fuerza de atraccién ejercida por las fuerzas de Van Der Waals
gue esta ligada al tamafio de estas la cual disminuye la energia total de interaccidon haciéndolas
menos estables y mas propensas a fendmenos y procesos de coagulacidn, por lo que son mas
sensibles a las alteraciones en el ambiente quimico de éstas, las cuales podrian dar lugar a su

inminente agregacion [56].
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Figura 54. Reduccion de Hg** en la superficie de las AuNPs por accién del citrato de sodio cuando
a) hay una cantidad adecuada de citrato de sodio en el medio para reducir el Hg** y cuando b) hay
deficiencia de citrato de sodio en el medio y no se reduce todo el Hg”".

6.2.5 Efecto del tamafio de particula

Para el estudio del efecto del tamafio de particula se debe tener en cuenta que para cada
tamafio de AuNPs estudiada en la deteccion de Hg** se ha realizado una optimizacién de los
parametros involucrados. Esta optimizacion ha resultado ser diferente para cada uno de los
tamafios de AuNPs debido a las condiciones de sintesis que involucraron la obtencién de los tres
tamafios de AuNPs. Adicionalmente, se ha de apreciar que los tamafios de particula tienen una
gran influencia en lo que se refiere a la ubicacidn del pico del plasmdn superficial de resonancia y
el pico correspondiente a la formacién de agregados al iniciarse la deteccién de Hg”" (entre otras
propiedades). Esto se resume en el hecho de que para cada tamarfio de particula se realizdé una
seleccidn de la relacion de longitudes de onda a la cual se podria apreciar una mayor sefial. Esta
seleccidn se realizd tanto en los estudios de absorcién como de dispersién de luz. Adicionalmente
se puede mencionar que la variacién del tamafio tiene un efecto en lo que es la sensibilidad de la

sefial de deteccidn lo cual se discutira con mas detalle en la siguiente seccién.
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6.2.6 Curvas de calibracion de Hg**

Las curvas de calibracién de Hg** obtenidas tanto por espectrofotometria UV-Visible como
por DRR son los resultados mas resaltantes de este trabajo. A partir de las curvas de calibraciéon
obtenidas se puede apreciar la capacidad del ensayo para detectar distintas concentraciones de
Hg”*. Ademds con ayuda de las curvas de calibracion es posible apreciar la influencia que tiene el
tamafio de particula en la deteccién de Hg”. La Tabla 27 resume los resultados obtenidos en las

curvas de calibracion de Hg** para los diferentes tamafios de AuNPs.

A partir de los resultados de la Tabla 27 se puede destacar que de los tres tamafos de
AuNPs, las de 42 nm brindaron la mejor deteccién de Hg* dando el rango mas amplio de

deteccion por dispersion de luz.

Las AuNPs de 78 nm permitieron detectar concentraciones bajas de Hg*" por absorcién,
pero, en los resultados por dispersidn la cantidad minima detectada fue de 50 nM. Este resultado
obtenido podria deberse a que por ser las AuNPs mas grandes que en los otros dos casos su
inestabilidad es mucho mayor en el medio en el que se encuentran, siendo mucho mas apreciable
esta inestabilidad en los estudios por dispersidn dificultando la distincidn entre cantidades bajas
de Hg** vy el blanco de deteccién. Adicionalmente el rango de deteccidn que abarcd este tamafio
de particula resultd ser el mas corto por medidas de absorcion, lo cual limita la aplicabilidad del

sensor.

En lo que corresponde a la deteccidn con las AuNPs de 14 nm se observd que la deteccion
debe llevarse a cabo por un tiempo mayor a los 5 minutos requeridos para las AuNPs de 42 y 78
nm. Dichos tiempos se determinaron buscando que la respuesta obtenida brindase una mejor
sensibilidad. Para este tamafio de AuNPs la deteccién por dispersidn resulté ser menos sensible
gue para la deteccidn por espectrofotometria UV-Visible. Esto puede explicarse en base a que las
AuNPs de 14 nm al ser tan pequefias no dispersan la luz ocasionando que la sefial obtenida sea

practicamente de muy baja sensibilidad [33].

Las AuNPs de 42 nm exhibieron los mejores resultados en lo que se refieren a la deteccion
de Hg” dado que los resultados obtenidos tanto por espectrofotometria UV-Visible como por
dispersidon mostraron curvas de calibracién con una alta sensibilidad a bajos tiempos de ensayo (5
minutos). Los resultados obtenidos también muestran que la deteccién por DRR resulta ser mas
sensible que la obtenida mediante espectrofotometria UV-Visible. El hecho de que los resultados
por DRR hayan sido mejores para este tamafio de AuNPs con respecto a los otros utilizados se le
puede atribuir a que las AuNPs de 42 nm son capaces de dispersar la luz con mas intensidad que
las de 14 nm y por otro lado, las AuNPs de 42 nm al ser mas estables que las de 78 nm podran
detectar mayores cantidades de Hg** sin aglomerar tan rapido en el proceso de deteccién como lo

harian las AuUNPs mas grandes [33].
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Tabla 27. Comparacion de los resultados obtenidos aplicando las dos técnicas de deteccidn de Hg**
y utilizando los tres tamafnos de AuNPs.

Técnica
Espectrofotometria UV-Visible Dispersion Rayleigh de Resonancia
Tamafio
de AuNPs

Es posible detectar concentraciones | Es posible detectar concentraciones
de hasta 10 nM de Hg*. El rango de | de hasta 10 nM de Hg*". El rango de

14 nm respuesta es 0.1 — 1.3 abarcando | respuesta es 0.7 - 1.9 abarcando
concentraciones de 0 a 200 nM. El | concentraciones de 0 a 250 nM. El
tiempo de respuesta del sensor fue de | tiempo de respuesta del sensor fue de
15 minutos. 10 minutos.
Es posible detectar concentraciones | Es posible detectar concentraciones
de hasta 25 nM de Hg*". El rango de | de hasta 10 nM de Hg**. El rango de

42 nm respuesta es de 0.1 — 1.0 abarcando | respuesta es de 0.5 — 1.7 abarcando
concentraciones de 25 a 100 nM. El | concentraciones de 0 a 100 nM. El
tiempo de respuesta del sensor fue de | tiempo de respuesta del sensor fue de
5 minutos. 5 minutos.
Es posible detectar concentraciones | Es posible detectar concentraciones
de hasta 10 nM de Hg*". El rango de | de hasta 50 nM de Hg**. El rango de

78 hm respuesta es de 0.1 — 0.6 abarcando | respuesta es de 0.4 — 1.2 abarcando
concentraciones de 0 a 100 nM. El | concentraciones de 50 a 100 nM. El
tiempo de respuesta del sensor fue de | tiempo de respuesta del sensor fue de
5 minutos. 5 minutos.

Por lo tanto, es posible detectar hasta 10 nM de Hg** aplicando la metodologia establecida
y realizando el analisis de deteccidn por DRR con AuNPs de 14 y 42 nm. Se eligié el sensor con
nanoparticulas de 42 nm para los estudios de interferencias y para las investigaciones futuras
debido a que estas AuNPs proveen una mucha mayor intensidad de luz dispersada. De hecho, bajo
las condiciones experimentales empleadas en este trabajo, la intensidad de luz dispersada por las
AuNPs de 42 nm es 8 veces superior a las de 14 nm. Esto representa una ventaja significativa en
cuanto a la relacién sefal/ruido del sensor, especialmente si se desea mejorar el limite de

detecciéon disminuyendo la concentracion de AuNPs [33].
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6.2.7 Estudio de interferencias

Las sales utilizadas en el andlisis de interferentes asi como las concentraciones que se han
utilizado estan basadas en las cantidades que se puede encontrar de estos iones en una muestra
de agua potable de la ciudad de Lima [66]. Tal como se muestra en la seccidon 5.3.5, se ha
determinado que las sales utilizadas en el estudio no afectan practicamente a la deteccién de Hg”".
Este resultado obtenido es muy favorable para el propésito de este trabajo dado que el sensor

disefiado estaria habilitado para cuantificar Hg** en una matriz de agua potable de Lima.

Dado los buenos resultados obtenidos en los estudios de interferencias se esperaba que se
podria detectar sin problemas una cantidad conocida de Hg** que se adicione a una muestra real,
por tal motivo se procedié a aplicar el ensayo a una muestra de agua potable tomada de la
Pontificia Universidad Catdlica del Peru. La grafica comparativa mostrada en la Figura 49 de la
seccion 5.3.5 resalta que la muestra de agua potable y la de agua Milli-Q presentan sefiales
similares cuando no se ha adicionado Hg** en el ensayo, mostrando que no hay un efecto

importante por parte de los interferentes en la senal del sensor.

Adicionalmente, cuando se contaminan ambas muestras de H,O con Hg2+ 75 nM, la sefial
de las respuestas obtenidas resultaron ser bastante cercanas. Es decir, el sensor disenado fue
capaz de determinar Hg*" en una matriz de agua mas compleja manteniendo la sefial de respuesta

practicamente igual que en la muestra que no contenia interferentes.

7 Conclusiones y recomendaciones

7.1 Conclusiones

e Se sintetizaron AuNPs de diferente tamafio aplicando metodologias basadas en procesos
de nucleacion y crecimiento obteniéndose AuNPs de aproximadamente 14, 42 y 78 nm de
didmetro, las cuales se caracterizaron por espectrofotometria UV-Visible.

e Los ensayos propuestos optimizados permitieron detectar concentraciones de Hg2+ de
hasta 10, 25 y 10 nM para los ensayos de absorcién con AuNPs de 14, 42 y 78 nm,
respectivamente; y hasta 10, 10 y 50 nM para los ensayos de dispersién con AuNPs de 14,
42 y 78 nm, respectivamente, con tiempo de deteccidn de entre 5-15 min.

e Llas condiciones establecidas en los estudios por espectrofotometria UV-Visible fueron
adaptadas a los analisis por dispersién de luz mostrando muy buenos resultados en la
deteccién de cantidades bajas de Hg** llegandose a determinar que las AuNPs de 42 nm
brindaban la mejor respuesta y una mejor sensibilidad siendo la menor cantidad detectada
10 nM de Hg*" vy el tiempo de respuesta del sensor de cinco minutos.

Tesis publicada con autorizacién del autor
No olvide citar esta tesis




PONTIFICIA

TESIS PUCP gz_:_\aELl}".;:I‘I\DAD

DEL PERU

e Se aplicd exitosamente el sensor DRR con AuNPs de 42 nm en la cuantificacién de Hg* en
una matriz de agua potable (contaminada artificialmente con Hg”"). La respuesta obtenida
fue similar a la obtenida en una matriz de agua Milli-Q sin interferentes, lo que muestra la
aplicabilidad de este sensor a matrices reales similares a la analizada.

7.2 Recomendaciones

e Se recomienda realizar estudios de reproducibilidad en el tiempo de la deteccién de Hg*'
con los diferentes tamafios de AuNPs con la finalidad de analizar si hay variaciones
apreciables en la seial de la deteccion entre distintos lotes de AuNPs.

e Se recomienda realizar un estudio de la respuesta del sensor en funcién al tiempo de
envejecimiento de las AuNPs ya que al pasar el tiempo puede producirse alteraciones en el
coloide que podrian generar cambios apreciables en la sefial obtenida.

e Se espera que el limite de deteccidon mejore disminuyendo la concentracion de AuNPs en
el ensayo. Se recomienda efectuar dichos experimentos con las AuNPs de mayor tamafio,
por proveer una sefial de dispersion mucho mas intensa que las pequenas.

e Seria conveniente realizar mas estudios de deteccidon con matrices de agua potable de
diferentes fuentes para ver las posibles limitaciones en la deteccidn de Hg*".
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