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Resumen

Resumen de la tesis que presenta Eduardo Hernandez Wagner como requisito

parcial para la obtencion del titulo de Ingeniero en Nanotecnologia.

En este trabajo se utilizo la sintesis de nanoparticulas de oro mediante la reduccion
guimica de acido clorodurico tetrahidratado (HAucCl, - 4H,0), se cambio el tamafio y
la morfologia con la variacion de pH mediante la modificacion de la inyeccion del
flujo del agente reductor en un dispositivo microfluidico, mismo se sintetizo con
polidimetilsiloxano (PDMS). Este dispositivo tiene canales con la funcion de mezclar
los reactivos en el volumen mas pequefio posible para obtener nanoparticulas de

oro al instante de una manera continua, disefiado con la impresién 3D.

El control del tamafio, morfologia y la interaccion entre especies de nanoparticulas
de oro (NPsAu) influyen fuertemente en las propiedades Opticas, electroquimicas y
bioquimicas Unicas de las nanoparticulas, caracteristicas de agentes reductores y
selladores, ademas de la temperatura de reaccion, presion, tiempo y pH son
pardmetros importantes que son indispensables para el control del tamafio y la
morfologia. La implementacion de un método de sintesis en dispositivos
microfluidicos tiene algunas ventajas tales como la portabilidad, la miniaturizacion,
el analisis de alta velocidad y el uso de bajos volumenes de reactivos. Las NPsAu
se caracterizaron por Espectroscopia UV-Vis y Microscopia Electrénica de

Transmision (TEM).

Palabras clave: microfluidica, nanoparticulas de oro (NPsAu), impresion 3D,

dispositivo microfluidico.



Abstract

Abstract of the thesis presented by Eduardo Hernandez Wagner as a partial

requirement to obtain the degree in Nanotechnology Engineering.

In this work, the synthesis of gold nanoparticles was used through the chemical
reduction of chlorouric acid tetrahydrate (HAuCl, - 4H,0), the size and morphology
were changed with the variation of pH by modifying the injection of the flow of the
reducing agent in a microfluidic device, same synthesized with polydimethylsiloxane
(PDMS). This device has channels with the function of mixing the reagents in the
smallest possible volume to obtain gold nanoparticles instantly in a continuous

manner, designed using 3D printing.

The control of particle size, morphology and interaction between gold nanoparticle
(NPsAu) influence the unique optical, electrochemical and biochemical properties of
the particles, characteristics of reducing agents and sealing agents, in addition to the
temperature of reaction, pressure, time and pH. Important parameters that are useful
for controlling particle size and morphology. The implementation of a synthesis
method in microfluidic devices brings some advantages such as portability,
miniaturization, high speed analysis and the use of low volumes of reagents. The
NPsAu were characterized by UV-Vis spectroscopy and Transmission Electronic
Microscopy (TEM).

Keywords: microfluidics, gold nanoparticles (NPsAu), 3D printing, microfluidic

device.
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Capitulo 1: Introduccioén

La nanotecnologia permite ver, manipular y estudiar el mundo de fenémenos
cuanticos a escalas nanométrica (es decir 1-100 nandmetros, siendo un nanémetro
1x1072 de un metro), o bien a niveles moleculares y en casos hasta atémicos, con
ello se pueden explorar nuevos fendmenos y propiedades que solo estan presentes
a esa escala. Existen multiples aplicaciones de dispositivos y materiales en los
cuales entra el uso de los nanomateriales entre las cuales se encuentran: el sector
de la produccién y conversion de energia, tratamiento de aguas contaminadas,
productividad agricola, liberacion controlada de farmacos, tratamiento de
conservacion de alimentos, etc., en cada uno de ellos los nanomateriales participan

activamente en la mejora de sus propiedades y aplicaciones (Salamanca 2005).

La fabricacion de nanoparticulas de oro no es algo nuevo. Antiguamente artesanos
las formaban sin saberlo al mezclar el vidrio con pequefias cantidades de oro
obtenido variaciones de colores de sus vidrios, que usaban en las iglesias como
vitrales. Analisis actuales revelan que el color de los vitrales es a consecuencia de

la formacion de nanoparticulas de oro en el orden de los 100 nm.

Por ello, se menciona que las propiedades fisicas y quimicas de los materiales en
los sistemas nanométricos difieren en muchas formas de los sistemas
macroscopicos. Asi mismo, la nanotecnologia estd encaminada a encontrar y
aplicar estas propiedades novedosas en la fabricacion de materiales y dispositivos
gue puedan mejorar las restricciones de los materiales actuales, variando sus

estructuras atdbmicas y composiciones quimicas (Takeuchi 2009).

Ademas, la investigacion y modificacion de la sintesis de nanoparticulas ha tenido
un impacto creciente en materiales y ciencias de la superficie. Ya que el
descubrimiento de nuevos fenbmenos, propiedades y procesos a hanoescala ha
llevado a una amplia gama de aplicaciones y oportunidades para materiales de
tamafio nanométrico. Particulas de metal coloidal presentan grandes mejoras
cataliticas (1-4), asi como en aplicaciones para la deteccion de genes colorimétricos

(6-7), nanoparticulas mejoradas en microchips para electroforesis capilar (8) y en

1



Optica para deteccion de interacciones moleculares (9-11). Por tanto, actualmente
las nanoparticulas han atraido considerable interés cientifico y comercial. Sin
embargo, las propiedades fisicas que presentan las nanoparticulas son
generalmente determinadas por efectos de tamafio, morfologia y sus caracteristicas
como la energia de banda de plasmén de particulas metélicas (22-23) y la banda
Optica de particulas semiconductoras (16) que poseen una gran dependencia de las
dimensiones de las particulas. Por lo que, el control de las dimensiones fisicas de
tales particulas, es decir, el control de la morfologia de la particula y la distribucién
del tamafio bien definido es uno de los problemas mas importantes en la sintesis de

nanomateriales (Wagner 2005).

Por ello, estas nuevas caracteristicas se han investigado ya que estos factores
influyen fuertemente en la Optica Unica de las particulas. Caracteristicas de agentes
reductores y agentes de proteccion, ademas de los tiempos de reaccion la
temperatura, la presion, el tiempo y el pH son parametros importantes que son utiles

para controlar la morfologia y el tamafio de la nanoparticula (Ishizaka 2012).

Existen algunas sintesis comunmente utilizadas dado a su féacil fabricacion y

simplicidad en el proceso, como lo son:

1) Meétodo Turkevich: Sintesis llevada a cabo por J. Turkevich en 1951 para
obtener nanoparticulas de oro redondas monodispersas suspendidas en
medio acuoso con diametros que oscilan entre 10 — 20 nm, este proceso
requiere del sacrificio de otros factores como la dispersion y la morfologia
de las particulas. EI método permite la reaccion del acido cloroaurico
caliente con una solucion de citrato de sodio. En un medio acuoso, donde
el coloide de oro se forma ya que los iones de citrato actian como agentes
reductores (Kimling 2006).

2) Brust: Sintesis para producir nanoparticulas de oro en soluciones
organicas gue usualmente no son miscibles en agua (tolueno), sintetizado
por Brust y Schiffrin en 1990. Se lleva a cabo de la reaccion de acido

cloroaurico y bromuro de tetra-octilamonio, asi como una solucion de



borohidruro de sodio en tolueno como anticoagulante y agente reductor
obteniendo nanoparticulas de oro entre 6 — 10 nm. (Rama 2013).

3) Método Martin: Sintetizado en el 2010, y genera nanoparticulas de oro “al
desnudo” en solucién acuosa, reduciendo al &cido clorodurico con
borohidruro de sodio. Alun sin estabilizadores como citrato de sodio,
logrando una dispersion constante de las nanoparticulas de oro, una
distribucién de tamafio monodispersa y reproducible. Sin embargo, puede
ser muy variable bajo condiciones externas, ya que la clave es estabilizar
la solucién acuosa de acido cloroaurico junto con el borohidruro de sodio
(Suchomel 2018).

Estos son algunos métodos de sintesis mas utilizados en el laboratorio, basados
comunmente en la reduccion quimica de un reactivo que contenga la sal metélica
en forma acuosa, utilizando por lo regular un agente reductor con contenido sodico.
Efectivamente, estos sistemas de sintesis obtienen poca cantidad de nanoparticulas
con una alta dispersion de tamafos, que a su vez generan una cantidad
considerable de residuos que en algunos casos son toxicos y poco ambientales. Por
lo general, estos métodos de sintesis no cuentan con un control muy preciso de la
reaccion. Debido al gran volumen de solucién empleado cuando la sintesis se lleva

a cabo.

Una alternativa es la sintesis realizada en canales a microescala por donde circulan
microfluidos de solucion que pueden controlar mejor la reaccion en comparacion a
los métodos convencionales y aun menor costo en el consumo de reactivos y
desechos, controlando mejor la homogeneidad del tamafio de nanoparticula y en

una reaccion rapida (Verma 2015).

Varias rutas sintéticas humedas han demostrado que implican un proceso de
transferencia de fase o una reduccion monofésica de una sola fase organica o
acuosa para reducir la sal precursora de oro a nanoparticulas de oro (Han 2012).
En escala macroscépica hablamos de algunos mililitros (mL) de solucidn precursora
de Oro y un agente reductor acompafiado por temperatura durante varios minutos

mientras todo se encuentra mezclandose, pero en escala de microfluidos hablamos



de una sintesis casi instantanea realizando el mezclado mediante la geometria del

canal y sin necesidad de un estimulo externo (Rahman 2014).

Por otra parte, la ruta microfluidica ha tenido un gran auge con el paso del tiempo,
en contexto es el conjunto de actividades en que se aprovechan las ventajas que
proporcionan la manipulacion y la utilizacion del fluido a escalas inferiores a la
milimétrica, donde las propiedades fisicas presentes, pueden ser distintas a la
escala convencional. Dado a que su gran versatilidad, tiene la particularidad de
reemplazar equipos y materiales de laboratorio para recrear técnicas de sintesis
convencionales a escalas menores, otorgando mejores resultados y un alto nimero
de aplicaciones para procesos en microescala y microdispositivos (Fernandez
2011).

Los reactores de microcanal utilizados para mostrar el fendmeno de microfluidica,
proporcionan un area de superficie de interaccion grande por unidad de volumen
gue conduce a una rapida transferencia de calor y masa, ademas la reaccion de
flujo continuo permite una productividad eficiente de los materiales con un minimo

de formacion de subproductos (Ishizaka 2012).

Asi mismo, los dispositivos microfluidicos han traido gran interés debido a su gran
potencial para la miniaturizacion de sintesis quimica, separacion, sintesis de
polimeros, andlisis de bioreactivos y administracion de farmacos. La miniaturizacion
provee resultados en respuesta rapida, menor consumo de muestras y reactivos,

menor costo, facilidad de integraciéon y precision.

Varios dispositivos microfluidicos han sido disefiados para el estudio de objetos
biolégicos y quimicos en los campos de diagndstico biomédicos, control de
seguridad alimentaria, proteccion del medio ambiente y eludir epidemias animales,
etc. Y han recibido una atencibn mayor dado a su reduccién de dimensiones,
operacion automatica, deteccion mas rapida, menos reactivo, mayor sensibilidad y
uso en el campo. En general, se pueden integrar multiples funciones, principalmente
existen los micromixers, los cuales impactan considerablemente en la eficiencia y

sensibilidad de los dispositivos microfluidicos (Gaozche 2017).



Existen dispositivos microfluidicos utilizados para realizar sintesis de
nanomateriales, su funcién principal es realizar un sistema donde la sintesis sea
totalmente controlada, dentro de ellos existen los reactores de microcanal para
sintesis de nanoparticulas metalicas. A continuacion, se mencionan algunas

metodologias para la sintesis de nanoparticulas de oro.

La historia sobre el desarrollo de dispositivos microfluidicos para sintesis la
comenz6 con J. Wagner y J. M. Kbhler, realizando un disefio de microcanal, el cual
contenia dos entradas, en una se inyectaba el acido cloroaurico con
polivinilpirrolidona (PVP) y en el otro &cido ascérbico, estos reactivos viajaban por
el reactor llegando a una salida donde se recolectaban las NPsAu ya sintetizadas
continuamente a distintos flujos de inyeccion (Figura 1) (Wagner 2005).
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Figura 1. Dibujo esquematico de la configuracion experimental, mostrando las conexiones y el
disefio del microcanal utilizado. Tomada del articulo por:(Wagner 2005).

Primordialmente la sintesis constaba en una reduccion quimica del &acido
cloroaurico mediante el cambio del pH de la solucion al afiadir acido ascérbico en
distintos flujos, obteniendo asi particulas de diferentes tamafios dependiente de la
proporcién entre ambas entradas, el PVP funcionaba como un agente estabilizador
de la reaccion. El dispositivo microfluidico cuenta con las dimensiones de 22 mm X
14 mm tamafio total y el ancho del canal se utilizé entre 160 y 700 pum. EIl dispositivo
microfluidico esta constituido por vidrio y silicio, obteniendo nanoparticulas de entre

5 — 50 nm con una desviacion estandar del 13% (Wagner 2005).



Posteriormente, se encontraron otros metodos de sintesis dentro de los reactores
de microcanal, utilizados con el mismo propdsito, como el propuesto por (Ishizaka
2012). La configuracién empleada para realizar la sintesis de nanoparticulas consto
de una configuracién de 3 entradas mismas que contienen acido clorodurico,
glucosa e hidréxido de sodio, un reactivo en cada entrada, estos reactivos viajan

por el microcanal hasta llegar a la salida, donde se recolectan las NPsAu (Figura 2).

Tuberia de
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aqg. NaOH = BombaB /15 g 2 mm > —-—
aq. Glucosa = Tuberia de 175 mm

Bomba C

Figura 2. Diagrama esquematico del sistema del microreactor usado para la sintesis continua de
nanoparticulas de oro. Tomada del articulo por: (Ishizaka 2012).

El fundamento sobre la reaccion quimica llevada a cabo consiste en reducir
guimicamente el acido cloroaurico mediante el cambio de pH con el hidroxido de
sodio y a su vez utilizar la glucosa como agente estabilizador y reductor, con ello es
posible sintetizar NPsAu en un dispositivo microfluidico de aproximadamente 27.8
cm x 4.5 cm, con dimensiones del microcanal de 500 um de ancho. En este
dispositivo se sintetizaron nanoparticulas de distintos tamafios continuamente al
cambiar la velocidad de inyeccion del acido cloroaurico y glucosa, los tamafios se

encuentran en el rango de 5 a 50 nm con una morfologia esférica (Ishizaka 2012).

Dicho lo anterior, en este trabajo se propone disefiar un sistema en base a
microcanales, capaz de sintetizar nanoparticulas de oro de manera continua en un
tamafio mas compacto, de manera controlada e instantanea y a su vez desarrollar

un dispositivo microfluidico a base de PDMS mediante la técnica de impresién 3D.



1.1Hipotesis

La cantidad de reactivo utilizado para la sintesis de nanoparticulas de oro puede ser
reducida mediante la utilizacion de un dispositivo microfluidico, asi como controlar
el tamafio, morfologia y dispersién de las mismas, variando el pH de la solucion
mediante la modificacion del flujo del agente reductor, por su versatilidad y
resolucion, laimpresora laser 3D puede ser utilizada para el proceso de elaboracién
de las moldes de los microcanales.

1.20Dbjetivo General

El objetivo principal de este proyecto es el disefio y fabricacion de un dispositivo
microfluidico para la sintesis de nanoparticulas de oro de diferentes tamafos por
medio del cambio de pH. La técnica de impresiéon 3D es utilizada para la fabricacion

del molde patrén con el disefio de los microcanales.

1.2.1 Objetivos Especificos

e Sintetizar nanoparticulas de oro coloidal de distintos tamafios variando el

flujo del agente reductor para cambiar el pH.
e Disefio de los patrones del microcanal por medio del software SolidWorks.
e Impresion del molde patrén por medio de impresion 3D.
e Fabricacion de microcanales con polidimetilsiloxano (PDMS).

e Pegar el PDMS a un sustrato de vidrio previamente tratado por el método de
Reactive-lon Etching (RIE), utilizando un plasma sobre las superficies para

limpieza y crear unién entre el PDMS vy el vidrio.
e Hacer pruebas funcionales de flujo y pegado del dispositivo microfluidico.

e Caracterizar las muestras obtenidas de las nanoparticulas de oro utilizando
la espectroscopia de absorbancia en el rango ultravioleta y visible (UV-Vis,
por sus siglas en ingles) y morfologia mediante imagenes obtenidas por

microscopia electrénica de transmisién (TEM).



e Comparar resultados obtenidos con resultados publicados.

Capitulo 2: Técnicas de caracterizacion

En este capitulo se describe el fundamento tedrico de las técnicas de
caracterizacion utilizadas en este trabajo para conocer las propiedades fisicas de la

sintesis realizada y la existencia del producto deseado.

2.1 Espectroscopia ultravioleta-visible (UV-Vis)

La radiacion ultravioleta (UV) y visible comprende solo un pequefio fragmento del
espectro electromagnético, que incluye otras formas de radiacién. Esta radiacion
puede considerarse un conjunto de campos tanto como magnéticos y eléctricos,
mismos que viajan de un medio con un movimiento ondulatorio con cierta longitud
de onda. Cuando la radiacion ataca a la materia, ocurren algunos fendbmenos tales
como reflexion, dispersion, absorbancia, transmitancia o una reaccion fotoquimica.
Como la luz es una forma de energia, la absorcion de la luz por la materia causa
gue aumente el contenido de energia de las moléculas, es por ello que a cierta
longitud de onda o bien cierta energia pueden existir distintas transiciones
electronicas dentro de las moléculas, lo que esto da lugar al trabajo efectuado por

un espectrofotometro (Owen 2000).

Un espectrofotdmetro es un instrumento para medir la transmitancia o absorbancia
de una muestra, dependiente de la longitud de onda de la radiacién
electromagnética. Este cuenta con un sistema que contiene los siguientes
componentes clave: 1) Una fuente que genera una banda ancha de radiacion, 2) Un
dispositivo dispersor que selecciona una sola longitud de onda en particular,
proveniente de la radiacion de la fuente, 3) Un area de examinacién para la muestra,
4) Uno o mas detectores para medir la intensidad de la radiacion y 5) componentes
Opticos como lentes o0 espejos que permiten la transmision de la luz por la muestra

y a través del instrumento (Figura 3).



Monocromador

Rendija de salida
Iposit/vo de

b dispersion
Fuente Rendija de

® entrada

Figura 3. Esquema de un espectrofotdmetro convencional (Owen 2000).

La Espectroscopia UV-visible se utiliza principalmente, para medir liquidos o
disoluciones. Esto es mas simple y permite un analisis cuantitativo mas exacto que
realizar medidas de reflectancia en soélidos. Para ello es necesario tener una celda
de cuarzo donde se encuentra la solucion a medir. Los graficos obtenidos
mencionan un pico de absorcion en el rango que la molécula lo permita, por ello
cada solucidn tiene una firma especifica correspondiente a un maximo de absorcion
a cierta longitud de onda que depende de la fuerza que los electrones se encuentran

en su estado basal (Owen 2000).

Esta técnica se utilizara para medir el espectro de absorcion de las nanoparticulas
de oro en suspension para determinar caracteristicas fisicas como su tamafio y por

consecuencia inferir en su morfologia.

2.2 Microscopio electrénico de transmision (TEM)

El Microscopio Electrénico de Transmision (TEM) es un dispositivo que permite
visualizar imagenes de alta resolucion, entre otras funciones. El sistema ilumina a
la muestra objetivo con un haz de electrones provenientes de un filamento metalico,
el cual se le aplica un voltaje para desprender dichos electrones y acelerarlos a lo
largo de su sistema éptico sujeto a un alto vacio. Estos electrones generan un
difractograma de interferencia mismo que es transformado en imagen utilizando
lentes magnéticos los cuales proyectan una estructura dependiente de la muestra a

lo largo de la direccion de los electrones.



Los niveles de energia que alcanzan los electrones son suficientemente altas que
permite obtener mejores resoluciones que dependen del arreglo Optico de cada
dispositivo (Promedio 1.4 A) (Venables 1973). El mecanismo de formacion de la
imagen en el TEM es complejo y no es el objeto de este trabajo, por lo que solo se
muestra una manera cualitativa a los fendmenos béasicos implicados en el
comportamiento de los electrones emitidos al interactuar con la muestra. Para ello,
los electrones no desviados y los elasticos o bien que no pierden energia son los
qgue forman la imagen (Guerra 1991).
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Figura 4. Esquema con partes que conforman el sistema de
funcién general de un TEM (Guerra 1991).
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Las interferencias que se producen son transmitidas por la muestra y que
consecuentemente se hace refractar por un lente objetivo, mismo que se origina en
un plano que hace referencia a la imagen de difraccion, a su vez, crea una segunda
imagen que representa al objeto y que determina la profundidad vista por el
observador. Con ello, el TEM permite visualizar cualquier imagen logrando realizar
de manera paralela un andlisis de difraccion de electrones observando la morfologia

de la muestra (Guerra 1991).
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Funcion de
transmision
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amorfa

N

Figura 5. Geometria conformacional definiendo la imagen de un objeto. O: objeto, L: lente objetivo,
D: plano focal posterior, I: plano de imagen (Guerra 1991).

Esta técnica sera utilizada para obtener imagenes de las nanoparticulas

sintetizadas lo que nos permite saber el tamafio y morfologia de cada una de ellas.
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Capitulo 3: Metodologia

En este capitulo se describe la metodologia utilizada para la fabricacion del
dispositivo microfluidico para la sintesis de NPsAu.

Metodologia General

El procedimiento para la fabricacion de dispositivos microfluidicos a base de
polidimetilsiloxano (PDMS) se describe de manera general en la Figura 6. El primer
paso es el disefio de las funciones de los microcanales, diametros, flujos, entradas
asi como las salidas, y plasmarlo por medio de un programa para el disefio asistido
por computadora (CAD); a continuacion se imprime en una impresora 3D. Dando
como resultado el molde patron que representa la estructura interna de los canales,
gue servira de molde para el PDMS, produciendo una copia exacta del molde en el
PDMS, pero de manera inversa contiene el disefio de los microcanales donde

viajaran los reactivos para llevar a cabo la sintesis de las nanoparticulas de oro.

Figura 6. Diagrama de flujo correspondiente al proceso de fabricacién de un dispositivo
microfluidico. 1) Disefio del microcanal realizado en SolidWorks, 2) Impresion 3D del molde patron
en resina fotosensible, 3) Fabricacion del dispositivo microfluidico en PDMS, 4) Pegado del
dispositivo PDMS al sustrato y 5) Pruebas al dispositivo microfluidico terminado.
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Este proceso se describird de manera detallada a continuacion:

3.1 Disefio del molde patrén

Inicialmente se pensd en las funciones necesarias para llevar a cabo nuestro
proposito, en este caso para la sintesis de nanoparticulas de oro es necesario
realizar un mezclado de los reactivos, dado a que se utilizaron 3 reactivos se disefié
un microcanal en dos secciones para mezclar por geometria, un mezclador que unia
2 reactivos por difusion (Verma 2015) y un mezclador por obstaculos (Han 2012) en
la salida para homogenizar en conjunto a los 3 reactivos y obtener la sintesis de las

nanoparticulas de oro en la salida (Figura 7).

Entrada de flujo 3 mm. ‘ | Salida de flujo 3 mm. ‘

.}
Zona de mezclado Zona de mezclado
inicial final
500 pm. :
100 pm.

Figura 7. Disefio del microcanal mostrando dimensiones y zonas de mezclado.

Para la creacion del disefio del molde patron a imprimir, se utilizé el programa
SolidWorks por su versatilidad y facilidad en su uso, este molde patron contendré el
disefio con las funciones antes mencionadas. Las dimensiones maximas manejadas
de todo el sistema microfluidico fueron de 2.54 cm x 7.62 cm x 0.4 cm que coincide
con las dimensiones de los vidrios portaobjetos que serviran de sustrato, en este
volumen se realiz6 el disefio del microcanal con dimensiones inferiores a 500 umy
200 um de alto (Figura 8.A). A su vez se le afiadieron al disefio superficial una serie
de ventosas cilindricas alrededor de los microcanales que ayudaron a soportar la
presién del flujo dentro de los microcanales reforzando el pegado del PDMS con el
sustrato de vidrio. Es importante mencionar que este disefio de ventosas es parte

de la innovacion del disefio en este trabajo (Figura 8.A, C). A su vez se realizo el
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mismo disefo de los microcanales sin ventosas en la parte interna del molde patrén
(Figura 8.B), con la finalidad de darle un segundo uso al utilizarlo para la sintesis de
NPsAu directamente, utilizando como entradas y salidas los orificios en la parte
trasera del molde patrén (Figura 8.B) que se probard en trabajos futuros con el

objetivo de eliminar el uso del PDMS.

Figura 8. Disefio de canal por medio de SolidWorks para ser impreso en 3D. A) Vista lateral
superior mostrando el canal sombreado y a su alrededor la configuracién utilizada de ventosas.
B) Vista atreves del solido mostrando el canal interior. C) Vista del solido con textura.

Los mezcladores y el disefio del canal en el molde patron fueron novedosos ya que
se buscé que la sintesis trabajara a flujos mucho mas bajos en comparacion con los
reportados por el trabajo de (Ishizaka 2012), donde en su sistema sintetiza NPsAu,
pero con diferentes reactivos y bajo condiciones de flujos y presiones mucho

mayores a las manejadas en este nuevo disefio propuesto en esta tesis.

El disefio propuesto consta de 3 entradas de aproximadamente 3 mm de diametro,
conectados con canales de 500 um de ancho x 200 um de alto, 2 de las entradas
estan conectadas con un disefio de mezclado por difusién en forma de Y, mismo
gue viaja una distancia especifica entrando en contacto en el centro con otra de las
entradas, después de este contacto se tiene un mezclado por obstaculos con un
tamafio de 200um de ancho aproximadamente. Todo el disefio estd montado sobre
la referencia de un portaobjetos y el tamafio final del microcanal es de 6.6 cm largo

x 1.5 cm de ancho con una altura de 200 pum en todo los microcanales (Figura 8).
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3.2 Fabricacién del molde en impresora 3D

Una vez obtenido y analizado el disefio del molde patrén se procede a exportar el
disefio de SolidWorks a un archivo STL ya que es necesario para ser reconocido
por la impresora 3D marca (Formlab 1 SDL 3D) y comenzar a realizar la impresion
capa por capa sobre la resina fotosensible.

El paso inicial para su fabricacién es cargar el archivo al software que utiliza la
impresora, en esta parte se dispone de diversas opciones de configuracién en la
gue solo se realiz6 un cambio en el grosor de la capa utilizando la mayor resolucion
posible para obtener una impresion de alta calidad y precision, seguidamente solo
se inici6 el proceso de sintesis del molde con fotorresina en un cuarto obscuro, el
tiempo de impresion dependié de la resolucion y los detalles del disefio, o que en

este caso dur6 aproximadamente 4 horas en terminar la impresion.

Cabe mencionar que el control de la luz durante este proceso es fundamental, por
lo que se debe realizar la sintesis en un cuarto obscuro o al menos con luz roja, ya
gue si la resina tiene contacto con la luz durante la sintesis puede polimerizar
algunos puntos de la impresion y arruinaria completamente el disefio final y por lo

tanto el molde patrén no cumpliria con las expectativas.

Una vez terminada la impresion, se procede a retirar lenta y cuidadosamente el
molde de la placa donde se crecid, al despegar el siguiente paso es meterlo a un
bafio con alcohol isopropilico y agitarlo lentamente durante 2 minutos, esto se hizo
para remover la resina sobrante la cual no fue polimerizada y obtener un molde
completamente limpio sin residuos. Para asegurar que no exista ningun residuo se
procedié a someter el molde a un bafio ultrasénico de alcohol isopropilico durante
5 minutos, este paso es importante para impresiones de dimensiones muy
pequefas. Finalmente se procede a un tallado suave con el mismo alcohol

asegurando no tener ningun borde fuera del canal y asi tenerlo listo para su uso.

Una vez limpio el molde patrén se observé en un microscopio asegurando que todo

el microcanal tuviera una misma altura, sin huecos y una unién en toda la impresion,
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también es importante probar la consistencia ya que no debe tener porosidades,

tanto el microcanal como el sélido en el que esta soportado el disefio (Figura 9).

Figura 9. Molde patrén impreso y limpio con el microcanal en la superficie. A) Sistema microfluidico
en tamario real fabricado por impresion 3D, B) Detalle de una seccién del molde vista en un
microscopio.

3.3 Fabricacién de microcanales en PDMS

Para la realizacién del dispositivo microfluidico en PDMS, se utilizo el kit de Corning
Sylgard 184 Silicone Elastomer (Figura 10), el cual consta de dos partes; la primera
gue contiene al prepolimero y la segunda es un curador o endurecedor. Las
especificaciones Optimas de uso del fabricante establecen que la mejor relacion a

manejar debe ser de 10 partes del prepolimero por 1 de curador (10:1).

Figura 10. Reactivos utilizados para la sintesis del PDMS. A) Prepolimero o Base del elastomero,
B) Curador del elastémero.
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Conociendo esta relacion, se llevd a cabo su preparacion utilizando 8 g del
prepolimero y 0.8 g de curador, esta medida es la Optima para obtener una altura
suficiente del PDMS ya endurecido, esto para evitar romper el microcanal al retirarlo
del molde. Enseguida, se procedié a homogenizar bien la mezcla agitandola por un
periodo de 1 a 2 minutos para tener una mezcla completamente homogénea. Al
mezclarlo, lo siguiente fue introducirla a una cAmara de vacio durante un periodo de
10 minutos haciendo una pausa cada minuto para reventar las burbujas que se
encuentren en la superficie (Figura 11). Esto se lleva a cabo dado a que al agitar la
mezcla se crean multiples burbujas de aire, mismas que influyen en la consistencia
y apariencia del PDMS.

Mezcla del prepolimero
con el curador en un vaso
de pléastico dentro de la
camara

Camara de vacio para
eliminacion de
burbujas de aire

Figura 11. Mezcla del prepolimero con el curador dentro de la cAmara de vacio para eliminacién de
burbujas de aire.

Posteriormente, se coloco el molde patron ya impreso dentro de un porta molde de
aluminio que tiene las medidas exactas para que el PDMS sea de las dimensiones
de un portaobjetos (Figura 12.A), una vez colocado el molde y teniendo la mezcla
de PDMS sin ninguna burbuja se vierte sobre el molde toda la solucién evitando

crear burbujas sobre el molde, en caso de crearlas se revientan con una aguja hasta
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tener el PDMS totalmente transparente y vertido homogéneamente sobre el molde.
Se precalienta el horno a 65 °C durante 10minutos para obtener una temperatura
estable, una vez pasado el tiempo se introduce el porta molde que contiene el molde
y el PDMS sobre el al horno y se deja durante 4 horas, este proceso acelera el
endurecimiento del PDMS ya que a temperatura ambiente tarda aproximadamente
24 horas en endurecer(Figura 12.B), también es importante mencionar que no debe
existir ninguna burbuja en este paso, ya que de ser asi la burbuja con la temperatura
tiende a atravesar todo el PDMS y arruina el microcanal, ademés es importante no
subir la temperatura del horno a mas de 70°C dado a que la resina, material con el
gue esta hecho el molde, no soporta altas temperaturas y se puede arruinar por
completo.

Figura 12. Partes indispensables para la curacién del PDMS. A) Porta molde de aluminio para
verter el PDMS sobre el molde patrén, B) Horno utilizado para el proceso de curacion.

Finalmente, al terminar el tiempo, se abri6 el horno dejando que bajara la
temperatura y se procedié a cortar por las orillas del PDMS para asi desprenderlo
del molde patrén y a su vez del porta molde, este procedimiento requirié de mucho
cuidado ya que es de suma importancia cuidar que no se dafie el microcanal al

retirar del molde.

Una vez obtenido el PDMS con el disefio grabado en él, lo siguiente fue hacerle
perforaciones en las entradas y salida con un sacabocados de 1.5 mm de diametro,

es importante hacerlo antes de pegar el PDMS al sustrato para evitar
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desprendimiento y ensuciar el canal, al terminar se cubre con cinta ambos lados del

PDMS para evitar suciedad en el microcanal.

3.4 Pegado del PDMS al sustrato

Esta parte es una de las mas importantes en el desarrollo de un dispositivo
microfluidico, dado que si el PDMS no se adhiere correctamente al sustrato de vidrio
(portaobjetos)se tendra que desechar ya que podria causar fugas de los fluidos, en
este caso sera necesario realizar de nuevo el apartado 2.3. Por ello, es fundamental
llevar a cabo una correcta limpieza del mismo, la metodologia utilizada para ello fue
la siguiente: poner el portaobjetos en bafio ultrasénico de acetona durante 5 minutos
(Figura 13.A), esto para eliminar completamente la grasa presente en él, después
se limpi6 con papel secante y se tratdé con detergente neutro para eliminar cualquier
otra basura, finalmente se rocié con nitrégeno para secar y desterrar residuos de
papel que hayan quedado sobre el sustrato (Figura 13.B).

wwwww

Figura 13. Limpieza del portaobjetos (Sustrato de vidrio). A) Bafio ultrasonico de acetona durante 5
minutos, B) Tanque con nitrdgeno para secado y eliminacién de residuos.
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A continuacion, se coloc6 el PDMS vy el portaobjetos sobre una superficie sélida no
conductora, para darles un tratamiento de plasma por 5 minutos a ambas
superficies, este proceso es conocido como “Reactive-ion Etching” (RIE), ya que
utiliza plasma quimicamente reactivo para eliminar todo el material depositado en el
vidrio, dejandolo totalmente limpio. El plasma se genera por un campo
electromagnético, en el cual los iones mas energéticos forman el plasma que ataca
directamente a las superficies y reacciona con él dejandolo ionizado. Dado a que el
PDMS es hidréfobo y la superficie no es reactiva, al exponerlos con plasma la
superficie se vuelve reactiva y el PDMS pasa a ser hidrofilo, haciendo una unién
guimica entre el sustrato y el PDMS mediante los grupos (-OH) en ambas

superficies atacadas por el plasma.

Después de tratamiento de plasma se introdujeron al horno a 150 °C durante 10
minutos, con la finalidad de obtener un pegado mas estable, al diseiio se le
adicionaron una serie de ventosas superficiales alrededor de los canales, que al
instante de salir del horno, se protege la superficie del PDMS con cinta para no
ensuciar las entradas del microcanal, a continuacion se retira y se sujeta
fuertemente el PDMS al sustrato y se le afiade algo de peso de manera homogénea,
ya que al estar el PDMS caliente y sobre el vidrio comenzard a enfriarse
gradualmente, creando poco a poco un vacio en cada ventosa que aumenta la
adherencia entre el PDMS al vidrio logrando un refuerzo al pegado convencional.

Se deja reposar por 24 horas y después de ello esta listo para usarse (Figura 14).

o terminado con el microcanal grabado en PDMS pegado a un
portaobjetos.

Figura 14. Dispositivo microfluidic
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3.5 Preparacién de reactivos para inyeccioén al dispositivo microfluidico

Para la sintesis de nanoparticulas de oro de diferentes tamafios mediante el cambio
de pH por medio de reduccion quimica se utilizé el método publicado por Ishizaka,
et al. (Ishizaka 2012), se tomo este método dado a que no involucraba temperatura
ni alta presién y solo utiliza el pH para el cambio del tamafio de la particula, por lo
gue se adapta a las necesidades de aplicacion para llevarlo a cabo en un dispositivo
microfluidico fabricado con PDMS. Los reactivos a utilizar fueron preparados a las

siguientes concentraciones:

1. Acido Cloroaurico tetrahidratado, Sigma-Aldrich, CAS: 16961-25-4,(HAuCl, -
4H,0) a: 9.2x1073 M.

2. Hidroxido de Sodio, Sigma-Aldrich, CAS: 1310-73-2,(NaOH) a: 0.1 M

3. D-(+)-Glucosa, Sigma-Aldrich, CAS: 50-99-7,(CcH,,04) a: 1.4 M

Se prepararon 25 ml de cada solucion en jeringas de 3 ml marca BD, posteriormente
se conectaron en las bombas de inyeccion, y después al dispositivo microfluidico
mediante mangueras de silicona de 2 mm de diametro. Finalmente, como medida
de seguridad se agrego otro sustrato de vidrio con perforaciones en las entradas de
las mangueras sujetando todo con clips para mantener la presion constante en el

dispositivo microfluidico (Figura 15).

Capa de oro
pegado al PDMS

Figura 15. Dispositivo microfluidico en funcionamiento conectado mediante mangueras de silicona,
tres de ellas conectadas a los reactivos y una hacia la salida para la recoleccion de los productos.
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Capitulo 4: Resultados y discusion

En esta seccion se exponen los resultados obtenidos de las sintesis y
caracterizacion de las nanoparticulas de oro obtenidas por medio del dispositivo
microfluidico, y que vario su tamafio mediante cambios de pH de la reaccion, debido

a los flujos correspondientes para cada bomba en la Tabla 1.

Una prueba visual de que se esta llevando a

Hidroxido de sodio

(vl cabo la sintesis de las NPsAu en la salida es el
Acido Cloroaurico i 4 . .
CHACL, 4H.0) cambio de coloracién con la variacion de los
flujos (Figura 16), a su vez, al inyectar los

reactivos existe una pequefia capa de oro

Bomba B

formandose en la salida del dispositivo

microfluidico (Figura 15). Siguiendo los flujos
Elucose de inyeccion mostrados en la tabla 1 y el

diagrama mostrado en la Figura 16, se

obtuvieron una serie de coloraciones variadas

mostradas en la Figura 17.

Figura 16. Diagrama esquematico del
dispositivo microfluidico con la
configuracién utilizada para su sintesis.

‘ Acercamiento en el area de mezclado

Figura 17. Muestras obtenidas en tubos eppendorf con los flujos correspondientes a la tabla 1, el
namero bajo los tubos corresponde al nUmero de muestra. A: 0.013 mL/min en todas, By C: 1)
0.008, 2) 0.006, 3) 0.016, 4) 0.002, 5) 0.004 y 6) 0.014, todo en unidades de mL/min.
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Para obtener resultados mas concisos, las muestras obtenidas fueron tratadas
mediante un ciclo de limpieza, el cual consisti6 en colocar 1 ml de la solucion
recolectada del dispositivo microfluidico en tubos eppendorf de 2 ml para después
centrifugarlas a 7,000 rpm durante 15 minutos, al terminar se retir6 el sobrenadante
y se recuperd en un tubo distinto, finalmente al precipitado que se obtuvo se le
afiadié 1 ml de alcohol isopropilico y se sometid a bafio ultrasénico durante 5

minutos.

Este proceso se realizé con la finalidad de obtener las NPsAu en una solucién

completamente limpia, donde solo existieran los productos de interés (Figura 18).

Figura 18. Muestras obtenidas después del ciclo de limpieza, conteniendo NPsAu suspendidas en
alcohol isopropilico. A: 0.013 mL/min en todas, B y C: 1) 0.008, 2) 0.006, 3) 0.016, 4) 0.002, 5)
0.004 y 6) 0.014, todo en unidades de mL/min.

Las nanoparticulas sintetizadas y sometidas a un ciclo de limpieza (Figura 18)
fueron identificadas por espectros de absorcion para determinar la presencia de

nanoparticulas estimando su tamafio y morfologia.

Para ello se utilizé un espectrofotémetro UV-VIS (IHR-320 Horiba) que provee de
dicha informacién a traveés de la ubicacion de los maximos de absorbancia. Las
muestras se analizaron en un barrido de 400 a 1200 nm sonicadas para su
dispersion en una solucién de alcohol isopropilico concentrado a 98% de pureza
usado como blanco. El gréfico esperado hace referencia a las NPsAu que muestra
distintos espectros con picos de absorcidén en distintas longitudes de onda, que

corresponden a un analisis caracteristico del tamafio y morfologia de la particula.
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Tabla 1. Espectros de absorcién correspondientes a cada una de las muestras analizadas
acompafiadas de sus principales caracteristicas segun la relacion de. Acido Cloroaurico: Bomba A,
Glucosa: Bomba B, Hidroxido de sodio: Bomba C

Relacion de Grafico del espectro de o o
Muestra ) ) . Caracteristicas principales
flujos (mL/min) absorcion
1 e Alto valor de absorbancia de 0.78
Bomba . : ™\ con su maximo en 603 nm.
A: 0.013 : B e No existen absorciones en el rango
B: 0.008 £, NG de 630 a 1150 nm.
0o . ‘\\‘“ o 1 A
C: 0.008 N e Tamafio de particula homogéneo y
Longitud de onda (nm) densidad alta_
2 e Alto valor de absorbancia de 0.80
. Bomba o N con su méximo en 609 nm.
< 08 / \\‘
A:0.013 1. e Existen absorciones en 630 nm en
B: 0.006 i, ;'/ " adelante, absorcion en 900 nm.
00 d \L\h""‘ A i
C: 0.006 S e Tamafio de particula poco
tongiud ge onsa () homogéneo y densidad alta.
3
Bomba . ’,r"’”“'\\ e Valor de absorbancia de 0.48 con un
A: 0.013 N rango de maximos de 600 a 690 nm.
£ 0z [ Ny
B: 0.016 2 .. yf \\\* e Tamafio de particula no homogéneo,
A . . , .
C:0.016 n S existencia de particulas irregulares.
4
Bomba os R Bhssira 4 e Valor de absorbancia de 0.38 con su
o1 [\ méaximo en 554 nm.
A: 0.013 1. L
B: 0.002 g ; \—«\ e Tamafio de particula altamente
T A \ homogéneo y con morfologia
C: 0.002 P AN predominante.
Longitud de onda {nm)
5
Bomba o AN Muosin 5 e Valor de absorbancia de 0.51 con su
] BN maximo en 567 nm.
A: 0.013 FR
B: 0.004 ; R \"\\ e Tamafio de particula altamente
T : \;_, homogéneo y con morfologia
C:. 0.004 a1

400 600 800 000 1200
Longitud de onda (nm)

predominante.
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Bomba I AN e Valor de absorbancia de 0.52 con un
A: 0.013 ; ol A' rango de maximos de 590 a 670 nm.
B: 0.014 ] \ e Tamafio de particula no homogéneo,
C: 0.014 b existencia de particulas irregulares.

400 600 BOD 1000 1200
Longitud de onda (nm)

En los analisis realizados mostrados en la tabla 1, estiman y predicen el tamafio y
morfologia de la particula apoyada en los espectros de absorcién, basandonos en
datos de articulos ya publicados y estudiados con detenimiento. Cabe mencionar
gue el comportamiento del gréafico en este caso es debido al cambio del flujo de la
Bomba B y C, donde se encuentran el acido cloroaurico y la glucosa
respectivamente, ya que con esta variacion de flujos se modifica el pH de la solucién
gue favorece el crecimiento y los graficos parecidos, daran particulas similares,

tanto en el tamafio como en morfologia y viceversa.

En el articulo publicado por Paclawski, et al. (Paclawski 2012) afirma: “La existencia
de NPsAu de alrededor de 28.2 nm en la longitud de onda de 565 nm con la relacion
de 1:5 en solucién, a su vez menciona que en las mismas condiciones a una longitud
de onda de 576 nm el tamafio es de 84.6 nm, el tamafio es muy homogéneo y
muestra una morfologia esférica”. Los graficos y colores de las muestras obtenidas
son muy similares por lo que se puede interpretar como datos de comparacion para
las muestras de la Figura 17 muestra 4 y muestra 5 correspondientes a sus colores
y en el caso del gréfico son los descritos en la tabla 1, muestra 4 y 5
respectivamente. Cabe resaltar que la comparacion no es exacta, sélo es una

similitud que conlleva una semejanza entre lo publicado y lo obtenido.

En el articulo publicado por Rodriguez, et al. (Rodriguez 2011) afirma: “El andlisis
de nanoparticulas metalicas de oro con morfologia de estrella, mencionando
distintos tipo de ellas que incluso definen un espectro de absorcion dependiente del
numérico de picos presentes en la particula, en este caso la de mayor interés es la
morfologia con 5 picos en el eje horizontal y 2 en el vertical, el cual tiene un pico de

absorcién en el rango de aproximadamente 600 a 690 nm siendo este un pico muy

25




bien definido, asimismo el tamafo promedio de la particula es de 26.35 nm”. En este
trabajo de tesis se obtiene un comportamiento similar a excepcién del grafico bien
definido. De igual manera en el articulo de Ishizaka, et al.(Ishizaka 2012) afirma:
“Que la coloracion azul-verde, misma que se analizé y obtuvo un espectro de
absorcion en el cual el rango de su maximo se encuentra entre 600 a 690 nm
teniendo su maximo en 634 nm, su tamafio se encuentra entre 30 a 40 nm con una
morfologia de estrella”. En comparacion, en este trabajo de tesis se obtuvieron
rangos en el cual existia el maximo de absorbancia que se encuentran entre 590 —
690 nm, a su vez los espectros de absorcidén obtenidos son muy semejantes a los

graficos mostrados en la tabla 1de las muestras 3y 6.

En el articulo por Ishizaka (Ishizaka 2012) afirma: “En la sintesis por reduccion
guimica, es posible controlar la morfologia y el tamafio de la particula mediante el
cambio del pH de la solucion, con ello se obtuvieron distintos espectros de absorcion
a distintos pH, entre ellos un grafico que muestra un pico de absorbancia en la
longitud de onda de 592 nm, el tamafio de la particula es de 18 — 25 nm con
morfologia esférica”. Estos datos son muy similares para este trabajo ya que los
resultados muestran un pico de absorbancia en 603 y 609 nm, siendo muy similares
al que se muestra en el articulo antes mencionado, la coloracién en este caso vario

un poco ya que puede deberse a la densidad de particulas presentes en la solucion.

Es de suma importancia tomar en cuenta que la solucién en la que se encuentran
suspendidas las nanoparticulas es alcohol isopropilico, por lo que es complicado
comparar los gréficos de los articulos al no mencionar cual es el medio de
suspension de sus muestras. Por otro lado, algo relevante de los espectros de
absorcién es que muestran un rango de absorbancia de 800 a 1400 nm en los
ultimos 4 graficos, con lo que se puede inferir en que la morfologia de la particula
aqui juega un papel importante, siendo que la estructura geométrica de los primeros
2 graficos de la tabla 1 referentes a la muestra 1 y 2, tienden a ser esféricas sin
picos propiciando a que varien los espectros. En comparacién a los ultimos 4
graficos mostrados en la tabla 1 con las muestras 3, 4, 5y 6, que exponen un alto

valor de absorbancia en ese rango, por lo que se puede inferir la existencia de
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estructuras geométricas con picos definidos de distintos tamafios y longitudes (Liu
2006).

Para dar certeza al tamafio y morfologia de las NPsAu fue necesario aplicar técnicas
de microscopia de alta resolucion, como es el TEM que posee una resolucion en el

rango de nanémetros requerida para las nanoparticulas.

Inicialmente se llevd a cabo la preparacion de las muestras para analizarlas, en este
caso se sonico la muestra 2 a 10,000 rpm durante 20 minutos y se sustituyé el medio
en el que estaba por uno mas limpio, esto para asegurar de que no existiera nada
mas que solo nanoparticulas, se tomo una gota y se procedi6 a observar su tamafio

y morfologia, de las muestras 2, 3y 4 (Figura 10).

S sl UTNNS
Figura 19. Imagenes TEM referentes a la muestra 2 mostrando en una escala de 50 nm alta

presencia de NPsAu cubiertas de una pequefia capa de glucosa para evitar la aglomeracion de
estas, el tamafio correspondiente es menor de 10 nm.

Al identificar las NPsAu de la muestra 2 se tomaron las imagenes mostradas en la
Figura 19, existiendo un poco de aglomeracién entre los recubrimientos obtenidos,
pero no entre las nanoparticulas esféricas producidas, dentro de las capas de

glucosa se encuentra una masa de color negro, la cual hace referencia alas NPsAu.

El tamafio promedio de las NPs de oro se encontré en el intervalo de 5 - 7 nm, con
un recubrimiento no mayor a 2 nm de glucosa (Figura 19), la dispersion de tamarfios
no es amplia y a su vez esta muestra demostr6 una gran concentracion, existiendo
una alta densidad de nanoparticulas en la solucién. Dentro de las morfologias se
encontraron algunas nanoparticulas con formas de pequefias estrellas de 4 picos
(Figura 20).
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e x 2 2 s 8 R : ] 3 . P
Figura 20. Imagenes TEM mostrando en una escala de 20 nm especies con formas no esféricas, lo
gque se asemeja a una estructura de estrella con 4 picos.

Se realizé un histograma de las imagenes en la Figura 19 con la finalidad de obtener
el promedio del tamafio de particula y dispersion de tamafios. El histograma en la
Figura 21 se basé en un muestreo de 35 mediciones por imagen siendo 105 el valor
poblacional total del grafico, las mediciones se realizaron con el programa de
ImageJ. Obteniendo el tamafio de particula minimo: 3.49 nm con un maximo: 8.305
y una amplitud: 4.82, razén por que se tom6 un numero de clase: 5, que permite
realizar una simple division entre la amplitud y el nUmero de clase para obtener el
tamafio de clase: 1 nm, con ello fue posible realizar el grafico de barras que

demuestra la distribucion de tamafios en la muestra 2 (Figura 21).

Histograma de muestra 2
35
30
25
20

15

Frecuencia

10

3-4 4-5 5-6 6-7 7-8
Tamafio de la particula (nm)

Figura 21. Histograma de la muestra 2 mostrando tamafio vs frecuencia, el tamafio que méas
predomina ronda alrededor de 5-6 nm con 33 especies de 105.
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Dado a que existid una alta presencia de glucosa rodeando a cada una de las
nanoparticulas, se le aplicé un tratamiento térmico a 80°C durante 20 minutos para
remover la parte organica de las nanoparticulas (Glucosa) en la mayor cantidad
posible, una vez calentadas las muestras, se centrifugaron a 10,000 rpm durante 20
minutos, posteriormente se retird el sobrenadante dejando las particulas en la parte
inferior, finalmente se afiadiolml de agua destilada como medio de dispersién,

repitiendo este proceso 2 veces a todas las muestras.

Figura 22. Imagenes TEM de la muestra 2 mostrando en una escala de 200 y 100 nm especies
con formas esféricas, la muestra se encuentra sobre una capa de glucosa la cual no fue removida
completamente.

Posteriormente, se obtuvieron imagenes en las cuales se muestran la morfologia y
el tamafio de la particula de la muestra 2 (Figura 22), en estas se puede observar
la presencia de nanoparticulas esféricas muy densas con un tamafio de 17 — 21 nm

demostrado en el histograma de la Figura 23.

En comparacion a las imagenes de la Figura 19, de la misma muestra tomada 45
dias después se observé un tamafio de 2 a 3 veces mayor, se presupone que el
tratamiento térmico y los reactivos que quedaron rodeando a las nanoparticulas
continuaron contribuyendo a su crecimiento, (Engelbrekt 2009) sugiere que la

temperatura podria favorecer el aumento en el tamafio de las NPsAu en solucion.

En la Figura 23 se encuentra el histograma que muestra la dispersion de tamafios
de la muestra 2 después del tratamiento térmico, los datos relevantes para la
obtencion de este grafico fue 105 de poblacion 35 mediciones por cada imagen,
tamafio minimo: 12.65, maximo: 43.48, amplitud: 30.83, numero de clase: 8 y
tamafo de clase: 4.
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Histograma de muestra 2 despues de tratamiento
termico
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Tamafio de la particula (nm)

Figura 23. Histograma de la muestra 2 después del tratamiento térmico mostrando tamafio vs
frecuencia, el tamafio que mas predomina ronda alrededor de 17-21 nm con 29 especies de 105.

Después se procediéo a analizar la muestra 3 obteniendo imagenes las cuales
muestran el tamafio y morfologia de las NPsAu sintetizadas, mismas que se
muestran en la Figura 18, estas definen una morfologia geométrica con picos
alrededor de la masa central semejante a una estrella, el tamafio medido fue de 14
— 17 nm demostrado en la Figura 19. Ademas, existe una alta aglomeracion vy el
tamafo no tiende a ser homogéneo, pues existen especies con tamafos pequefios

al antes mencionado.

Figura 24. Imagenes TEM de la muestra 3 mostrando en una escala de 50 nm especies con una
morfologia aproximada a una circunferencia no uniforme con pequefios picos, la muestra se
encuentra sobre una capa de glucosa la cual no fue removida completamente.
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Para mostrar con mas detenimiento la morfologia de la particula, se realizd6 un
acercamiento a una particula en la cual se observara con mayor claridad. En la
Figura 25 (A), se aprecian algunas particulas con forma esférica de al menos 4 picos
en el eje horizontal (Flechas rojas) y 2 en el vertical (Flechas azules), ademas, en
la Figura 25 (B), se muestra claramente una pequefa capa de Glucosa alrededor
de la particula, con lo que se puede asegurar que no se eliminé del todo de la
superficie de las NPsAu.

A) - B) By 2 »éapadé'
- Glucosa

\'

/V

R

Figura 25. Imagen TEM de la muestra 3 mostrando en una escala de 20 y 5 nm algunas de las
especies presentes. A) Estructura geométrica predominante en la muestra 3, en rojo se muestran
los 4 picos en el eje horizontal y en azul los 2 picos del eje vertical, B) NPsAu con una capa de
Glucosa en su superficie.

La Figura 26 determina la dispersion de tamafios correspondiente a la muestra 3,
para realizar el analisis estadistico se tomaron en cuenta los siguientes datos: 105
de poblacién con 35 mediciones por imagen, tamafio minimo: 8, maximo: 29.2,

amplitud: 20.91, numero de clase: 8 y tamario de clase 3.

Anteriormente se menciond que en la cita hecha por (Rodriguez 2011) demostraba
la existencia de nanoparticulas en forma de estrella con 5 picos en el eje horizontal
en con su maximo de absorbancia en la longitud de onda de 628 nm, misma que
corresponde al espectro de absorcidén obtenido en esta muestra, sin embargo, en la
Figura 25.A se observa una nanoparticula en forma de estrella pero con 4 picos en

el eje horizontal.
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Histograma de muestra 3
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Figura 26. Histograma de la muestra 3después del tratamiento térmico mostrando tamarfio vs
frecuencia, el tamafo que mas predomina ronda alrededor de 14-17 nm con 38 especies de 105.

Posteriormente se analizé la muestra 4, en la cual se encontraron especies con
distintas estructuras geométricas, pero de un tamafio mucho mayor a las anteriores,
mismas que se muestran la Figura 28. En las imagenes es posible observar
diferentes particulas con estructuras geométricas distintas, entre ellas se
encuentran pentagonos, hexagonos, esferas, hilos, triangulos y trapecios, dentro de
estos predomina la presencia de hexagonos y pentagonos. El tamafio de estas

estructuras se encuentra entre 29 — 34 nm como se muestra en el histograma de la

Figura 29.

Figura 27. Imagenes TEM de la muestra 4mostrando en una escala de 200 y 100 hm especies con
una morfologia de poligonos regulares entre ellos se encuentran: hexagonos, pentagonos,
triangulos, trapecios y algunas no muy definidas.
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Para demostrar con mas selectividad cada una de las figuras mencionadas
anteriormente se realiz6 una busqueda especifica de las mismas, las cuales pueden
ser observadas en la Figura 28.

) S
] ” 1‘00 nm 3%
Figura 28. Imagenes TEM mostrando distintas estructuras geométricas en escala de 100 y 200

nm, dentro de ellas existe la presencia de hexagonos, pentagonos, trapecios, nanorods, triangulos
y esferas.

Para el desarrollo del histograma de la Figura 29, se tomaron en cuenta solo las
estructuras en forma de hexagono y pentagono ya que son las que se encuentran
en mayor presencia. Los datos relevantes para su desarrollo fueron: 105 de
poblacion con 35 mediciones por imagen, tamafio minimo: 14.4, maximo: 53.6,
amplitud: 39.22, numero de clase: 8 y tamafio de clase 5.

Histograma de muestra 4
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Figura 29. Histograma de la muestra 4después del tratamiento térmico mostrando tamafio vs
frecuencia, el tamafio que mas predomina ronda alrededor de 29-34 nm con 22 especies de 105.
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Se realiz6 una comparacion y analisis completo sobre el cambio del flujo de los
reactivos (Tabla 1.) respecto a los espectros de absorcion y las imagenes obtenidas
de cada muestra respectiva y a su vez se puede mencionar una similitud con los

articulos citados en este trabajo.

Para la muestra 2, que fue analizada en dos ocasiones, se observo en las imagenes
TEM un cambio en el tamafio que va desde 5 - 6 nm hasta 17 - 21 nm y en la
densidad de la particula al someterla a un tratamiento térmico, esto debido a que la
glucosa que rodeaba a las NPsAu fue capaz de reaccionar al elevar la temperatura
del medio creando el crecimiento de la nanoparticula. Existe un método en el cual
se menciona el calentamiento del reactivo que contiene una sal precursora de oro
con glucosa, al realizar este proceso la reaccion tiende a acelerarse y se crean las
NPsAu, esto se menciona en el articulo por Engelbrekt, et al. (Engelbrekt 2009). Sin
embargo, la morfologia no tuvo un cambio significativo, por lo que las nanoparticulas
esféricas siguieron presentes, excepto por la gran capa de glucosa en su superficie
gue se convirtié en parte de la nanoparticula, cabe mencionar que la glucosa seguia
presente en las muestras, pero debajo de las nanoparticulas, por lo que, si fue
posible retirar y desprender masa de las NPsAu, pero no se logré retirar

completamente de la solucion.

El tratamiento térmico, se llevo a cabo en las 6 muestras obtenidas, por lo que se
obtuvo resultados similares, en cada una de ellas, se visualizan las nanoparticulas
muy densas con una tonalidad muy obscura y a su vez debajo de las mismas se
encuentra una capa de glucosa la cual se intenté remover de la solucién con este

tratamiento.

En la muestra 3, se encuentran estructuras geométricas en forma de estrellas, en
este caso la comparacibn mencionada respecto a los articulos citados
anteriormente, afirman la existencia de nanoparticulas con forma de estrellas con 5
picos en el eje horizontal y 2 en el eje vertical, las cuales tienen un espectro de

absorcién y morfologia muy similar a las obtenidas en este trabajo.
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En la muestra 4, se observan estructuras con distintas geometrias de las cuales se
visualizan: hexadgonos, pentagonos, nanorods, triangulos, trapecios y esferas, a su
vez se tiene un espectro de absorcién que corresponde a las figuras mencionadas
anteriormente, reafirmando la relacion del espectro obtenido con una morfologia
esférica, sin embargo al observar las imagenes TEM, no se encontraron geometrias
esféricas, por lo que Hu, et al. (Hu 2007), afirma: “la existencia de NPsAu en forma
hexagonal en un pico de absorcion de 550 nm”, muy similar a lo obtenido. Estos
cambios en el tamafio y la morfologia en las muestras obtenidas, es debido al
cambio del flujo de los reactivos, mismo que nos lleva a un cambio en el pH de la

solucion que se mezcla dentro del dispositivo microfluidico.

Como se menciona en la Tabla 1, existen distintas proporciones respecto a los flujos
manejados en cada una de las bombas, mismas que determinan el nimero de
muestra sintetizada. Por lo tanto, se puede observar que las muestras que se
asemejan en el espectro de absorcién obtienen una similitud en el rango de flujo en
el que fueron sintetizados, por lo que se esperaria obtener la misma morfologia y
un pequeiio cambio en el tamafio si hubiesen sido visualizadas por medio de la
técnica de TEM.

Finalmente se puede determinar que las muestras 1y 2, contienen NPsAu con un
tamafio entre 17 — 21 nm y una morfologia esférica, tomando la muestra 2 de
referencia, esto es posible afirmarlo dado a que contienen un flujo en la Bomba B y

C muy similares.

Las muestras 3 y 6, contienen NPsAu con un tamafio entre 14 — 17 nm y una
morfologia en forma de estrellas con tentativamente 4 picos en el eje horizontal y 2
en el eje vertical, tomando la muestra 3 de referencia, afirmando que contienen un
flujo en la Bomba B (Acido cloroaurico) y C (Glucosa) muy similar. Para terminar,
las muestras 4 y 5, contienen NPsAu con un tamafio entre 29 — 34 nm y una
morfologia predominante de hexagonos y pentagonos, pero a su vez existen
estructuras de nanorods, triangulos y trapecios, tomando la muestra 4 de referencia,

afirmando una similitud entre los flujos de la Bomba By C.
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El flujo de inyeccion de los reactivos hacia el dispositivo microfluidico es de suma

importancia ya que permite cambiar las propiedades en la sintesis de las

nanoparticulas, todo lo anterior es posible verlo desde una manera comparativa en

la Tabla 2.

Tabla 2. Relacion de cada muestra analizada respecto a su espectro de absorcion, imagen TEM y
sus flujos correspondientes. Bomba A: Hidroxido de sodio, Bomba B: Acido Clorodurico y Bomba

Imagen TEM
Tamafio y morfologia

Tamano: 17 - 21 nm

Morfologia: Esférica

Tamafio: 14 — 17 nm

Morfologia: Estrellas

C: Glucosa.
Muestra Relacion de »
_ _ Espectro de absorcion
flujos (mL/min)
2
Bomba A: 0.013 g ‘,/ \\.
Bomba B: 0.006 | |- [
Bomba C:0.006 | | / S
1 T
BombaA:0.013 | < [
: T .
Bomba B: 0.016 L \\
Bomba C: 0.016 1 A\,
‘UU ﬁngilud :euoonda (n::;m =
o
Bomba A:0.013 | <o |\
Bomba B: 0.002 | [ /
< o] J‘
Bomba C: 0.002 A \

dE'U 600 aoa 1[IIDD 12IEI[I
Longitud de onda (nm)

Tamafio: 29 — 34 nm
Morfologia: Hexagonos y
Pentagonos
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Capitulo 5: Conclusiones

En esta investigacion se puede concluir que el método de sintesis NPsAu en un
dispositivo microfluidico presenta ventajas en comparacion con el llevado a cabo
por el método de reduccion quimica convencional en el laboratorio, como son las

siguientes:

e La sintesis puede realizarse en condiciones termodindmicas estandar de
manera continua e instantaneamente, y en cantidades muy pequefas.

e Permite facilidad de redisefio y de incorporar nuevos procesos de manera
econdmica y mas rapidamente.

e El espacio de trabajo se reduce notablemente, al igual que los costos.

Se probo la viabilidad de la fabricacion de dispositivos microfluidicos en PDMS

mediante la técnica de impresion 3D de manera favorable.

La incorporacion de las ventosas es el resultado del disefio innovador de esta tesis,
gue favorecio de manera positiva el proceso de pegado con el vidrio, otorgandoles
mayor duracion y resistencia ante cambios de presion del flujo de los reactivos en

las paredes del microcanal.

La sintesis de las NPsAu mediante fluidica fue exitosa, permitiendo controlar la
morfologia y tamafio e incluso en algunos casos la densidad de las particulas, por
accion directa del flujo de los reactivos inyectados que modifican el pH de la mezcla,

haciendo este método de sintesis una alternativa viable y econémica.

Entre mayor sea la proporcion de NaOH o el ambiente basico sea mayor, mayor
sera el tamafio de la nanoparticula y mas diversas seran las morfologias
encontradas y viceversa, al disminuir esta proporcion el tamafio se reduce y la

morfologia tiende a tomar una morfologia predominante.

Se concluye que por este método las NPsAu con el tiempo podrian continuar

creciendo.
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5.1 Trabajo a futuro

Utilizando los métodos de desarrollo durante este proyecto y en base a los

resultados obtenidos, como trabajo a futuro se planea lo siguiente:

1.

6.

Realizar experimentacion con distintos rangos de flujos de inyeccion y
observar el tamafio y morfologias de las nanoparticulas obtenidas.
Incorporar un sistema de caracterizacién dentro del dispositivo microfluidico,
con la finalidad de obtener resultados en el momento de la sintesis.

Mejorar el pegado del dispositivo para evitar un cambio de dimension en el
microcanal y hacer un sistema mas controlado y Optimo para sus futuras
aplicaciones.

Probar con otras técnicas de sintesis de dispositivos microfluidicos y
comparar con la utilizada en este trabajo.

Optimizar el control del tamafio y morfologia de las nanoparticulas para llevar
el proceso a un sistema completamente automatizado.

Aplicar las nanoparticulas obtenidas con sus distintos tamafios y morfologias.

Finalmente se pretende utilizar este tipo de dispositivos para reemplazar procesos

gue conllevan equipos y materiales caros de laboratorio (Matraces, vasos de

precipitado, agitadores magnéticos, etc), con el fin de reducir el espacio y tiempo

invertido en los procesos de sintesis y a su vez obtener un sistema completamente

controlable.
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