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Resumen

Esta tesis presenta el desarrollo de un método para la deteccién del colorante
Allura mediante la técnica de espectroscopia de resonancia superficial de Raman (SERS)
empleando nanoparticulas de oro como sustratos. La deteccién del colorante fue
disefiada con el objetivo de aplicarse en la industria alimentaria, permitiendo identificar y
cuantificar de manera sensible y especifica la presencia de Allura en productos
alimenticios. La utilizacion de nanoparticulas de oro potencio la sefial Raman, logrando
una deteccién mas eficiente y con alta sensibilidad. Los resultados demuestran que esta
metodologia puede ser una herramienta efectiva para el control de calidad y la vigilancia
de aditivos en alimentos, contribuyendo a mejorar la seguridad alimentaria.

Introduccion

En la actualidad, la industria alimentaria tiene un gran impacto econdémico
mundialmente por lo que se enfrenta a una mayor inspeccion por parte de los
consumidores, quienes demandan productos mas seguros y saludables. Uno de los
aspectos mas analizados en este contexto es el uso de los colorantes artificiales, que se
han convertido en componentes esenciales en una amplia variedad de productos. Entre
estos, el colorante rojo 40, conocido quimicamente como Allura Red AC, destaca por su
amplia aplicacion en la industria desde bebidas, caramelos, botanas, productos lacteos y
procesados. Su capacidad para proporcionar un color brillante y atractivo ha llevado a su
uso, sin embargo, ha desarrollado preocupaciones sobre su seguridad y efectos en la
salud.

En este sentido, la deteccion del colorante en alimentos es importante, empleando
las técnicas espectroscopicas como la espectroscopia Raman brindando una alternativa
para la identificacion y cuantificacion de colorantes con matrices complejas. Ademas, la
espectroscopia Raman es una técnica no destructiva, puede ser aplicada en muestras
en estado sdlido o liquido convirtiendose en una herramienta versatil contribuyendo a
garantizar la calidad y seguridad de los productos alimenticios.

La espectroscopia Raman permite la deteccion de moléculas a bajas
concentraciones, pero en algunos casos la identificacion de éstas es compleja debido a
una sefial pobre, sin embargo, el efecto SERS permite un incremento en la intensidad de
las bandas caracteristicas de las moléculas a identificar. Para generar el efecto SERS es
necesario una superficie metalica, por lo que la aplicacion de nanoparticulas metalicas
ha sido reportada como una alternativa viable.

Por lo tanto, en este trabajo de investigacidn se sintetizaron nanoparticulas de oro
(AuNp’s) mediante el método quimico asistido por semilla con control de tamafo y
morfologia de estrella, denominadas como nanoestrellas de oro (AuNs). La
caracterizacion de las nanoparticulas se realizé mediante técnicas como la microscopia
electrénica de barrido (SEM), microscopia electronica de transmision (TEM),
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espectroscopia UV-Vis, espectroscopia micro-Raman y la espectroscopia de infrarrojo
por transformada de Fourier (FTIR), lo que permitié obtener informacion detallada sobre
su morfologia, tamafo, propiedades Opticas e identificar los grupos funcionales
presentes.

Las nanoparticulas de oro sintetizadas a diferentes concentraciones M1(45 pM de
AgNO:s3), M3(60 uM de AgNO3) y M4 (100 uM de AgNO3) presentan un tamafo promedio
de 43 nm, lo cual es esencial para la deteccion de compuestos organicos debido a su
capacidad de interaccion con la luz. El analisis por espectroscopia UV-Vis de las
nanoparticulas revela bandas alrededor de 600 y 1000 nm y para el colorante allura revela
una fuerte resonancia plasmonica en el rango de 534 nm.

En la espectroscopia de infrarrojo por transformada de Fourier (FTIR) se
identificaron bandas caracteristicas del rojo allura en las diferentes zonas de vibraciones
3500 a 3000, 1620 a 1400, 1300 a 1000 cm-" asignan a los grupos funcionales sulfatos (-
S0Ozs-), Las bandas presentes en los 900 a 500 cm™' correspondientes a la flexion de
grupos aromaticos (C-H). También, se observan bandas caracteristicas de los
precursores utilizados en la sintesis de las nanoestrellas de oro (AuNs) en un rango
vibracional de los 3000 a 2800 cm' representando bandas de estiramiento de (C-H), en
los 3600 cm' representa grupos hidroxilos (O-H), en los 1200 a 1000 cm-? representando
grupos (C-O) caracteristicos del Triton x-100 y una banda vibracional en 1700 cm-’
representando el grupo (C=0) del acido ascérbico.

La interaccién entre las nanoparticulas de oro analizada mediante espectroscopia
Raman mostré6 un aumento significativo en la sensibilidad gracias al efecto SERS,
mostrando bandas vibraciones mas claras e intensificadas que indican la presencia del
colorante en 1226, 1410, 1496, 1126, 1580, 472 y 1182 cm™ y grupos funcionales
especificos como enlaces, (-CHs), (C-H), (S-O) respectivamente. Ademas, también fue
posible identificar la presencia de clorofenol a baja concentracion.
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Objetivo general

Detectar el colorante rojo allura Red AC mediante la espectroscopia Raman y el
efecto SERS utilizando nanoestrellas de oro.

Objetivos especificos

Sintetizar nanoparticulas de oro con control de morfologia por el método
quimico.

Caracterizacion morfolégica de las nanoparticulas de oro por
microscopia electrénica de barrido (SEM, por sus siglas en ingles)
Aplicar las nanoparticulas de oro previamente sintetizadas en la
deteccion del rojo allura.

Hipoétesis

La sintesis de nanoestrellas de oro (AuNs) depositadas en una superficie generara efecto
SERS con un alto factor de realce, permitiendo la deteccion del colorante Rojo
Allura AC en matrices alimentarias, debido a la localizacién del campo
electromagnético en las puntas de las nanoestrellas y su alta afinidad por el
grupo azo (-N=N-) de la molécula.
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Capitulo |

Antecedentes



1.1Industria alimentaria

La industria alimentaria es un sector con gran importancia a nivel mundial. Su
evolucion ha ido influyendo en los habitos de consumo humano transformando
sociedades, culturas y economia. Desde la recoleccion y caza en épocas prehistoricas
hasta innovadores tecnoldgicos del siglo XXI, este sector ha experimentado cambios
significativos permitiendo desde la produccion hasta la distribucion y consumo de
alimentos de una manera mas eficiente y accesible.

El siglo XIX, marcado por la llegada de la Revolucion Industrial, representé un
cambio significativo en la industria alimentaria. La introduccion de nuevas maquinarias y
avances tecnoldgicos permitié un incremento exponencial en la produccion de alimentos.
Innovaciones como las maquinas de vapor facilitaron la distribucion de productos a
distintas regiones, ampliando el acceso de una mayor variedad de alimentos en distintas
partes del mundo [1].

El siglo XX, hubo un aumento en las cadenas de suministro internacionales
facilitando el acceso a una amplia variedad de alimentos a nivel global. Los consumidores
ahora podian disfrutar de frutas, verduras y otros productos contribuyendo al proceso de
globalizacion alimentaria [2,3]. Paralelamente, surgieron preocupaciones respecto a la
calidad de los alimentos y la conservacion de ellos lo que condujo a la utilizacion de los
aditivos alimentarios [4].

En la actualidad, la industria alimentaria enfrenta retos significativos. La poblacién
mundialmente se proyecta que alcanzara 9.7 mil millones para el 2050, lo que requiere
de un aumento del 70% en la produccion de alimentos para satisfacer las necesidades.
Este crecimiento poblacional se produce en un contexto de cambio climatico, donde la
agricultura se ve afecta por diversos fenomenos y la disponibilidad de que sean utilizados
los recursos naturales cada vez se reduce [5].

A su vez, los consumidores son cada vez mas conscientes de la importancia de la
sostenibilidad y la salud en sus elecciones alimentarias, lo que se enfrenta a una serie de
retos en la produccién de alimentos saludables que satisfagan las necesidades de la
poblacion.

La innovacion tecnoldgica juega un papel crucial. Estan comenzando a transformar
la forma en la que se produce, procesa y distribuyen los alimentos. Estos avances ofrecen
oportunidades para mejorar la seguridad alimentaria, minimizar el desperdicio de
alimentos y adaptar la produccion a las necesidades de los consumidores [6].

En nuestro pais, el panorama del consumo de alimentos ha evolucionado llevando
a un mayor consumo de alimentos procesados, en lo que los colorantes tienen un rol
esencial, desempefiando la atraccion de consumidores gracias al color y atractivo visual
que brindan. Estos colorantes, tanto naturales como artificiales se han vuelto
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omnipresente en una amplia variedad de alimentos que va desde cereales, botanas,
bebidas, postres, productos lacteos, derivados carnicos [7].

En México, a inicios de la década de los noventa, se detectd la presencia de
alimentos industrializados. Hoy en dia el consumo de estos alimentos no solo refleja
gustos y preferencias si no también el acceso a unos alimentos saludables. Sin embargo,
el uso de los colorantes en estos alimentos ha generado preocupaciones relacionadas
con posibles riesgos para la salud [8].

1.2Colorantes

Los aditivos alimentarios son aquellas sustancias que se agregan a un producto
para mejorar sus propiedades, rendimiento y funcionalidad. Pueden ser saborizantes,
colorantes, aromatizantes o conservadores. Estas sustancias pueden ser quimicas,
biolégicas o fisicas y son utilizadas en una amplia variedad de industrias, como
alimentaria, textil, farmacéutica, cosmética, plastica entre otras [9,10].

Los colorantes son fundamentales en la industria alimenticia, se afiaden a los
alimentos con el propdsito de reforzar las caracteristicas de los productos. Entre estas
propiedades se encuentra que pueden optimizar el sabor, textura, color y apariencia lo
que permite que sean agradables para el consumidor. Ademas, estos aditivos ayudan
en la conservacion de los alimentos, prolongando su vida util y asegurando que se
mantengan frescos y seguros para su consumo. [11]

El uso de colorantes viene desde las primeras civilizaciones, cuando los humanos
comenzaron a utilizar plantas y minerales para tefir ropa, pieles y objetos, como la planta
indigo para producir un intenso color azul. En la antigua Grecia y Roma, se utilizaban
plantas como la rubia para producir un rojo intenso [12].

Los colorantes alimentarios son clasificados en naturales, derivados de fuentes
vegetales o pueden ser de naturaleza sintética, creados a través de procesos quimicos
en laboratorios. [13]

En la edad media, la produccidn de colorantes se convirti6 en una pauta
importante, donde se utilizaban plantas como la purpura para producir un color purpura.
En un inicio, los colores elegidos eran el amarillo y el verde, pero en los siglos posteriores
la gama de colores era bastante extensa, especialmente para aquellos que podian
permitirse especies elegantes, extrayendo los colorantes de origen vegetal, frutas o
flores. Sin embargo, la demanda de colorantes era tan alta que se necesitaba una gran
cantidad de plantas y minerales, lo que llevo a la explotacion de las fuentes naturales
[14].

A principios del siglo XIX, con el avance de la quimica, los alimentos eran
pigmentados con cromato de plomo, sulfito de mercurio, arseniato de cobre. Algunos
fueron prohibidos en 1887 con la primera ley de los colorantes [15]. La primera ley
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alemana de 1887 estipula la ausencia de minerales peligrosos como el arsénico, cobre,
plomo, mercurio, zinc en los alimentos, mejorando los analisis quimicos en el siglo XX
para identificar las caracteristicas toxicas de las sustancias anadidas a los alimentos [16].

A mediados del siglo XX, surgieron los colorantes sintéticos descubiertos por
quimicos ingleses y franceses producto de un accidente de sinterizacion [17].

1.2.1 Colorantes naturales

Los primeros rastros de colorantes naturales se encontraron en China en el afo
2600 A.C., Egipto en la tumba del Rey Tutankhamon se encontraron pigmentos de
colores. Estos colorantes eran extraidos de minerales y plantas como valor estético
inclusive para rituales y ceremonias. Derivado de Plantas de partes como las raices,
hojas, flores y frutos. En los organismos de animales se extraen de insectos, moluscos y
en los minerales como el 6xido de hierro obteniendo colores rojizos, amarillos y negros
[18,19].

1.2.2 Colorantes artificiales

Los colorantes artificiales son sustancias sintetizadas de manera quimica para dar
color a alimentos, bebidas y otros productos, obtenidos de una manera rapida y
economica, sin embargo, su uso puede generar preocupaciones sobre la salud.

Estos colorantes generalmente poseen una estructura quimica que incluye grupos
funcionales denominados “cromoforos”, responsables de la absorcidn de la luz visibles y
por lo tanto del color de la sustancia. Este grupo funcional se puede clasificar en: dobles
y triples enlaces C-C, anillos aromaticos, grupos carbonilos. El sustituyente de este grupo
son los auxocromos encargados de alterar los valores de las longitudes de onda en las
que se lleva la absorcion de luz [20].

El primer colorante sintético surgid en 1856 por el britanico William Henry Perkin,
de una manera accidental, tratando de sintetizar la quinina, consiguiendo un color purpura
claro que lleva por nombre mauveina, marcando un inicio para la preparacion de los
colorantes. En 1859, fue descubierto la fuchsina dando un color rojizo, por Emmanuel
Verguin [21].

Durante el siglo XIX, surgieron nuevos colorantes sintéticos, entre ellos la anilina
amarrilla, introducido en 1869. En el siglo XX se introdujeron los que se unen
quimicamente a las fibras, brindando una mayor durabilidad y resistencia [22].

En 1863, se sintetizo el primer tinte rojo conocido como alizarina por el quimico
francés Francois-Emmanuel Verguin, a finales del siglo XIX se establecieron tintes en
industria nivel mundial, sus investigaciones llevaron a un desarrollo sistematico de tintes
con mayor estabilidad, solidez del color y variedad [23].
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En 1880, se comenzaron a utilizar colorantes sintéticos en industria alimentaria,
especialmente con colorantes amarillos en la elaboracidon de mantequilla y productos
lacteos [24].

A partir de entonces, el uso de los colorantes sintéticos en la industria tuvo un
impacto significativo extendiéndose rapidamente y en la actualidad se utilizan en una
amplia gama de productos desde bebidas, reposterias hasta productos carnicos y lacteos
[25].

1.2.3 Colorantes azoicos y no azoicos

En la segunda mitad del siglo XIX, fueron descubiertos los colorantes azoicos
utilizados para dar coloracién mostrando un aspecto apetecible y de calidad a productos
alimenticios y textiles [26].

Los colorantes azoicos son colorantes sintéticos caracterizados por un grupo
funcional azo (-N=N-) en su estructura molecular (Figura 1). Utilizados ampliamente en
industria alimentaria, textil y cosmética, caracteristicos por brindar una intensidad de color
a una variedad de productos, estabilidad, solubilidad y bajo costo [27].

La mayoria de estos colorantes son sintetizados por una reacciéon de diazotizacion
de una amina primaria aromatica con nucledfilos ricos en electrones como amino e
hidroxi. Esta reaccion es la conversion de una amina mediante la reaccion con nitrito de
sodio en presencia de un acido, por lo general HCI [28].

Alrededor del 70% de la produccion de colorantes sintéticos corresponde a los
colorantes azoicos, utilizados en diversas industrias debido a sus propiedades
interesantes como la tonalidad brillante, costo bajo y fabricacion facil. Sin embargo, ha
generado una creciente preocupacion por el impacto a la salud en concentraciones
elevadas, dependiendo del colorante la ingesta diaria permitida va desde 0.1mg/kg de
peso hasta 7.5 mg/kg de peso sin ninguna afectacion a la salud [29].

CH

3

H,C

SO

3

Figura 1. Estructura molecular colorante azoico naranja de metilo [30].
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En la figura 1 podemos observar la ejemplificacién de un colorante azoico “naranja
de metilo”, su formula quimica es C14H14N3NaO3S, la molécula contiene un grupo azo (-
N=N-) encargado de brindarle un color naranja que conecta a dos anillos bencénicos, con
un grupo sulfonato (-SOsNa) este grupo confiere la solubilidad en agua.

1.2.3.1 Colorante Allura Red AC

El rojo 40, colorante E-129 o conocido quimicamente como rojo allura con formula
quimica C1sH14N2Na20sS2, tiene propiedades acidas y una estructura aromatica
constituida por tres anillos bencénicos (Figura 2).

NaO3S

_N
HsC N ‘

SO;Na
Figura 2. Estructura molecular colorante E-129 [31].
Es un colorante sintético clasificado como azoico, soluble en agua y con una

excelente estabilidad, autorizado para industrias alimentarias, cosméticos y farmacos
[32]. Introducido en 1970, derivado del petrdleo, ha sido ampliamente utilizado en la
industria alimentaria en producciones que van desde reposteria, dulces, bebidas,

cereales y productos lacteos [33].

A lo largo de su uso a presentado diversas controversias relacionadas con su
seguridad y los efectos en la salud como alergias, intolerancias, posibles efectos
cancerigenos, disminucion en el microbiota intestinal, hipersensibilidad y trastorno por

déficit de atencion con hiperactividad [34,35].

El rojo 40 ha sido aprobado en diversos usos industriales, con una ingesta diaria
de 7mg/kg de peso, por la Administracion de Alimentos y Medicamentos (FDA, por sus
siglas en inglés), Autoridad Europea de Seguridad Alimentaria (EFSA, por sus siglas en
inglés) y la Comisién Federal para la Proteccion contra Riesgos Sanitarios (COFEPRIS)
[36].

18



Tabla 1.  Acuerdo del aditivo rojo 40 en alimentos por COFEPRIS [37].

Categoria de alimento Limite maximo Observaciones
Dulces a base de 300 mg/kg Sin comentarios
leche.

Leche saborizada 140 mg/kg Sin comentarios
Producto lacteo 140 mg/kg Sin comentarios
combinado saborizado

Leche Condensada 300 mg/kg Sin comentarios
Azucarada.

Formula lactea 140 mg/kg Sin comentarios
saborizada

Productos carnicos 100 mg/kg Sin comentarios
secos, desecados

Licores 200 mg/L Sin comentarios
Bebidas alcohdlicas 200 mg/L Sin comentarios
preparadas y cocteles

Bebidas saborizadas 300 mg/L Sin comentarios
no alcohdlicas

congeladas.

Alimentos preparados 500 mg/kg Sin comentarios
a base de cereales, de

semillas

comestibles, de

harinas sémolas o

semolinas, O sus

mezclas.

Suplementos 300 mg/kg En producto listo para
alimenticios consumo

1.3Regulacién y Normativas
Los aditivos estan aprobados y regulados por diferentes administraciones, dentro
de estas se encuentra la FDA, EFSA, COFEPRIS, FAO / OMS y el CODEX alimentarius.

CODEX ALIMENTARIUS (Normas internacionales de los alimentos FAO / OMS).
Adoptado en 1963, establecida por la Organizacién Mundial de la Salud (OMS) vy la
Organizacion de las naciones unidas para la Alimentacion y la Agricultura, es un conjunto
de normas encargada de proteger y asegurar la salud de los consumidores,
contemplando los aditivos alimentarios permitidos y mencionando la ingesta diaria de
estos (IDA) [38].

En Meéxico, el uso de aditivos en la industria alimentaria esta regulado por
COFEPRIS (Comision Federal para la Proteccion contra Riesgos Sanitarios). Todos los
aditivos deben someterse a procesos de analisis, inspeccidon y aprobacion antes de su
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utilizacion en los productos. Ademas, advierte que el consumo excesivo de ciertos
aditivos puede provocar reacciones alérgicas y otros efectos adversos en la salud [39].

La FDA (Administracion de Alimentos y Medicamentos), creada en 1906 en
Estados Unidos, es responsable de garantizar la proteccion y seguridad de una amplia
variedad de productos. Entre sus funciones, regula y aprueba los aditivos alimentarios,
para lo cual debe realizar estudios exhaustivos sobre su composicién quimica,
propiedades fisicoquimicas, toxicidad y los posibles efectos biologicos que puedan tener
en la salud. Cada colorante tiene un numero y nombre que son asignados para la
identificacion de la industria en la cual es aplicada, alimentos, farmacos y cosméticos
(FD&C, por sus siglas en inglés) [40].

La FDA a aprobado nueve colorantes certificados como seguros para la industria
alimenticia.

Tabla 2. Colorantes certificados por la FDA [41].

Colorante Cédigo FD&C Ingesta diaria aceptable
Azul n°2 FD&C Azul n°2 0.5 mg/kg de peso corporal
Verde n°3 FD&C verde n°3 0.5 mg/kg de peso corporal
Naranja B Naranja B 4 mg/kg de peso corporal
Rojo citrico n°2 Rojo citrico n°2 No establecido

Rojo n°40 FD&C Rojo n°40 7 mg/kg de peso corporal
Amarillo n°5 FD&C Amarillo n°5 5 mg/kg de peso corporal
Amarillo n°6 FD&C Amarillo n°6 3 mg/kg de peso corporal

La EFSA (Autoridad Europea de Seguridad Alimentaria), es la encargada de
proporcionar evaluaciones sobre los riesgos asociados a la salud garantizando que la
normativa alimentaria se cumpla en Europa. Determina la seguridad de los colorantes
alimentarios, realizando estudios toxicoldgicos y una evaluacién para la ingesta diaria que
podria consumirse sin presentar efectos adversos para la salud [42].

La unién europea les ha asignado a los aditivos un numero de 3 a 4 cifras
acompanado de la letra E (de Europa) para su identificacion [43].
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Tabla 3.  Colorantes certificados por la EFSA [44].

Colorante Codigo E Ingesta diaria aceptable
Amarillo Tartrazina E-102 7.5 mg/Kg de peso corporal
Rojo Allura E-129 7.5 mg/Kg de peso corporal
Naranja B E-110 1 mg/Kg de peso corporal
Marrén E-154 300 mg/Kg de peso corporal
Negro brillante E-151 No especificada

Rojo Ponceau 4R E-124 3 mg/Kg de peso corporal
Carmin de Alazor E-122 4 mg/Kg de peso corporal
Acido Carminico E-120 0.7 mg/Kg de peso corporal

1.4Nanomateriales

El prefijo “nano” provienen del latin nanus y significa “enano” en el campo de la
ciencia se refiere a las estructuras que equivalen a las mil millonésimas partes de un
material [45]. Por lo tanto, un nanomaterial es un material que puede encontrase de
manera natural o antropogénicos conteniendo particulas sueltas o formando una
estructura, estas presentes en una o mas dimensiones externas que oscilan en un
tamano de 1 a 100nm [46].

Los nanomateriales han existido desde hace miles de afio de forma natural como
los volcanes, incendios forestales, espuma de mar, en plantas como la flor de loto que
repelen el agua debido a sus nanoestructuras. Sin embargo, fue en 1959 cuando el fisico
Richard Feynman descubrié los nanomateriales antropogénicos, materiales disefiados,
sintetizados o modificados por una actividad humana [47].

Todo nanomaterial esta constituido por tres dimensiones espaciales (largo, ancho
y alto). Sin embargo, la forma en que estas dimensiones se comportan a escala
nanométrica (1 a 100nm) permite clasificar los nanomateriales segun el numero de
dimensiones en las que presentan caracteristicas a esa escala (0D, 1D, 2D, 3D), lo cual
influye directamente en sus propiedades y aplicaciones: Una estructura 0D son
materiales donde todas las dimensiones estan confinadas en la escala nanométrica.
Ejemplos tipicos incluyen las nanoparticulas esféricas. Las estructuras 1D presentan una
dimension mayor a 100nm. Ejemplos representativos son los nanohilos, nanotubos y
nanorods. Los nanomateriales 2D tienen dos dimensiones que superan los 100nm.
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Ejemplos tipicos incluyen las nanopeliculas, nanolaminas y materiales bidimensionales
como el grafeno. Las estructuras 3D, aunque sus dimensiones no estan confinadas a la
escala nanométrica, estan compuestos por estructuras internas nanométricas, como
agregados de nanoparticulas de oro y plata (Figura 3) [48].

nanoesfera nanofibra nanolamina estructura
mesoporosa

nicleo capa  fibra lamina marco metal
nanoporosa nanoporosa orgémco

<>

yugo carcasa nanotubo nanoplaca

nanoestructura
ensamblaje

Figura 3. Clasificacion nanomateriales 0D, 1D, 2D y 3D [49].

Estos tienen una variedad de tamafos y morfologia, permitiendo que sus
propiedades fisicas, quimicas y biolégicas sean mas benéficas que las de un material a
una escala mayor. Involucrandose en un sinfin de aplicaciones desde microelectronica,
agricultura, biomedicina, farmacéutica, textil, quimica, biotecnologia, etc [50].

1.4.1 Nanoparticulas metalicas

Estas son una clasificacion de los nanomateriales, sintetizadas a base de un
material metalico como puede ser Au, Ag, Pt, Cu, Pd, Re, Zn, Ru, Co, Cd, Al, Niy Fe [51].
Los romanos en la antigledad ya fabricaban cristales con metales en la nanoescala un
ejemplo de ellos es la copa de Licurgo presentando diferentes colores al hacer incidir un
haz de luz sobre esta [52].

Las nanoparticulas metalicas tienen una alta densidad de energia, un fuerte efecto
catalitico, alta probabilidad de ignicidn, superplasticidad, alta superficie especifica y una
baja temperatura de sintetizacién [53]. Han sido ampliamente utilizadas en diferentes
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desarrollos como medios de transporte de farmacos, sensores, catalizadores,
recubrimientos, filtracion, dispositivos electronicos, sector textil [54].

Las propiedades Opticas, eléctricas y cataliticas de las nanoparticulas estan
relacionadas con su plasmon. Para que este fendmeno ocurra, las nanoparticulas deben
interactuar con un haz de luz presentando resonancia de plasmones superficial, es decir
una oscilacion de electrones [55].

1.4.2 Resonancia plasménica Superficial

Los metales ademas de ser capaces de reflejar la luz tienen una propiedad 6ptica
encargada de propagar la luz por las superficies sin alejarse de ellas, esta propiedad fue
descubierta por Rufus Ritichie en los afios 50 [56].

La resonancia de plasmon superficial (SPR) es una técnica de deteccion oOptica
para la supervision de una interaccion de moléculas. Se conoce como plasmon superficial
a la oscilacion de una onda de electrones sobre una superficie metalica debido a su
restriccion al tener pequefios volumenes. Para que esto se lleve a cabo la particula debe
ser menor que la longitud de onda de la luz incidente (Figura 4) [57].

Electrones resonantes
£ I N N

Chip sensor de oro
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J

Detector

Figura 4. Resonancia de plasmon superficial [58].
Existen dos tipos de plasmones superficiales los propagantes y los localizados.
Los plasmones superficiales (SPP, por sus siglas en inglés) se refiere a la oscilacion de
los electrones libres en el metal. Por otro lado, tenemos los plasmones superficiales
localizados (LSP, por sus siglas en inglés) encargados de oscilaciones colectivas de
electrones en nanoparticulas o nanoestructuras metalicas, encargadas de la absorcién y
dispersion de la luz (Figura5) [59].
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Figura 5. Plasmén Superficial Localizado [60].
1.4.3 Nanoparticulas de oro (AuNp’s)

El oro derivado del latin Aurum, de ahi su simbolo quimico “Au”, con numero
atébmico 79, solido con masa atédmica 196.96657, fue el primer metal noble encontrado
en forma metdlica. Entre sus caracteristicas es un mineral blando, brillante de color
dorado destaca por su elevada densidad, no se oxida, ser un buen conductor de calor y
electricidad, muy maleable, resistente a acidos y bases capaz de formar diferentes
compuestos [61,62].

Utilizado desde la antigledad a base de disoluciones para colorear vidrios y
ceramicas, siendo el metal mas empleado en joyeria, industria y electrénica. Por sus
propiedades fisicoquimicas, siendo un material inerte, libre de contaminacién, en los afios
60 y 70 se utilizaron para la irradiacion de tumores en la terapia anticancerigena,
destacandose en la actualidad investigaciones con menos riesgos como las
nanoparticulas de oro [63,64].

Estas nanoestructuras son particulas de oro que exhiben propiedades unicas
dependientes de su tamafo y morfologia, se encuentran en la escala de 1 a 100nm. Estas
al estabilizarse muestran una estabilidad hacia la agregacion y desintegraciones,
permitiendo diferentes tamanos [65].

A lo largo del siglo XVI-XVII, varios autores entre ellos Faraday estudiaron las
diferentes formas empiricas para la obtencién de particulas coloidales de oro desde
purpura, violeta, marrén y negro [66]. En 1908, el fisico aleman Gustav Mie establecié al
resolver ecuaciones de Maxwell que el color rojo intenso mostrado por Faraday podria
atribuirse a la absorcion y dispersion de la luz por las nanoparticulas de oro contenidas
dentro de la muestra, ademas han sido utilizadas ampliamente en la inmunoquimica
desde 1971, cuando Faulk y Taylor descubrieron un método que implicaba la
combinacion de nanoparticulas con un anticuerpo [67].

La importancia de estas nanoestructuras esta destacada por sus propiedades
superficiales, electronicas y catalitica Unicas. Entre estas su capacidad de absorber
biomoléculas como los sensores de ADN con la ventaja de que las propiedades
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absorbidas retengan la actividad biolégica, en tecnologias quimicas, medicina, biologicas,
como catalizadores, en farmacos, medio ambiente e industria alimentaria [68,69].

Las nanoparticulas de oro se pueden sintetizar en numerosas morfologias, como
nanoesferas, nanovarillas, nanocubos, nanoestrellas, nanoflores, nanorodillos cada una
con diferente propiedad optica y electronica [70]. Estas pueden ingresar al cuerpo
humano a través de diferentes vias, como la inhalacién, la ingestidon o la absorcién a
través de la piel, por lo tanto, es esencial evaluar los posibles efectos toxicos que puedan
tener en los sistemas bioldgicos. Debido a su reducido tamafio, alta reactividad y gran
superficie poseen factores letales al inducir efectos tdéxicos y nocivos. Aunque hay
estudios que han examinado los efectos toxicos de las nanoparticulas en células de
animales y plantas, la investigacion acerca de los efectos toxicos de las nanoparticulas
magnéticas en organismos vegetales es aun limitada (Figura 6) [71,72].

vy VN T B TAAY Ve
no.o.:. [}" Al \)»' 73 %‘v‘\(‘“ 5/ g‘%:‘

":3.'3:“ '4"" M I.
Oo.o.o‘ E'R ‘
?ﬁ W | "9%“ A /YU

. ....

Figura 6. (a-f) Imagenes TEM de (AuNp’s): a) cuasi-esferas, b) nanovarillas, c)
Nanomancuernas, d) nanoprismas triangulares, €) nanohilos ultrafinos, f)
nanoestrellas; (g-h) Imagenes SEM de AuNPs: g) nanodendritas, h) nanocubos
[73].

Existen diversos métodos para la sintesis de las nanoparticulas de oro una de las
mas comunes es la reduccidon quimica la cual se basa en la reduccion de una sal metalica
mediante un agente reductor como son el borohidruro de sodio y el citrato trisédico, estos
son los encargados de determinar la morfologia, el tamafio y las propiedades eléctricas
de las nanoparticulas resultantes. Primero se crean las semillas y posteriormente se hace

el crecimiento de nanoparticulas [74].

1.4.3.1 Nanoesferas de oro

Las nanoesferas son nanoparticulas cristalinas o amorfas con un tamano promedio
de 10 a 100 nm. Pueden estar compuestas por materiales organicos e inorganicos [75].
Han presentado desarrollos como agentes fototerapéuticos en el tratamiento de cancer,
transporte de farmacos y macromoléculas terapéuticas (Figura7) [76].
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Figura7. TEM nanoesferas de oro [77].
1.4.3.2 Nanoestrellas de oro (AuNs)

Las nanoestrellas de oro fueron estudiadas por primera vez en 2006 por Nehl [78].
También llamadas multivaina, mesoflor son caracteristicas por su morfologia
multiramificada con puntas afilas exhibiendo propiedades unicas, estas puntas las hacen
muy sensibles a cualquier desviacion en la constante dieléctrica del entorno (Figura 8)
[79].
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Figura 8. Imagenes tipicas TEM de nanoestrellas de oro, a) reduccion por
hidroxilamina en presencia de Ag, b) reduccién con PVP/DMF, c) uso de HEPES
como agente reductor y d) reduccién por acido ascérbico en presencia de PVP
[79].

1.4.4 Aplicaciones de nanoparticulas de oro en detecciones de diversas
moléculas
Las nanoparticulas de oro han sido utilizadas para detectar variedad de moléculas
o compuestos en diferentes campos, como la biotecnologia, medicina, medio ambiente,
cosméticos e industria alimentaria.

En 2012, se publicé un articulo utilizando nanovarillas de oro para terapia
fotodinamica y fototérmica en presencia de células cancerosas permitiendo una mayor
destruccion celular por el efecto fototérmico [80]. En el mismo afio, se realizé un estudio
donde se utilizaron nanohexapodos de oro para un tratamiento fototérmico de cancer.
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Dando como resultado que estas nanoparticulas exhibieron la mayor absorcion celular y
menor citotoxicidad [81]. En el 2014 se reporta la deteccion de mercurio en disoluciones
acuosas aplicando nanoparticulas de oro mostrando que existe una correlacion entre las
longitudes de onda determinando el mercurio en soluciones acuosas [82]. En el 2018
Draz y colaboradores publicaron la deteccion de diversos virus, la familia Bunyaviridae
donde va de 80 a 100nm, son los virus ARN que infectan a animales, plantas, humanos,el
virus Hantaan, transmitido por roedores y causan fiebre hemorragica y sindrome renal en
humanos, el virus de la fiebre del valle, puede conducir a la muerte, la familia
Coronaviridae, estos se asocian con enfermedades respiratorias, intestinales,
neuroldgicas, la familia Filoviridae (hepatitis, virus del dengue), familia Orthomyxoviridae
(virus de la influenza), estas fueron detectadas utilizando nanoparticulas de oro (esferas,
varillas), resultando una gran técnica para la deteccion de virus debido a su gran
sensibilidad de hasta 5 g/ml de antigeno [83].

En 2020, se publicé un estudio utilizando nanoparticulas de oro para aplicaciones
cosméticas, especialmente como desinfectantes para heridas cutaneas, cremas
antiinflamatorias y antienvejecimiento [84]. En 2021, el departamento de Ciencias de la
Salud, (UAM-I) publicé un estudio realizado en como las nanoparticulas de oro
(microesferas) inhiben la proliferacion en cancer mamario, mostrando que las
nanoparticulas de 20nm son capaces de inhibir, asi como retrasar la invasion de las
células de carcinoma mamario [85].

En 2024, un equipo de investigadores del Instituto de Tecndlogos de Alimentos,
publicaron un estudio realizado con una morfologia de nanoestrellas de oro para la
deteccion de residuos de plaguicidas en uvas mediante SERS, adquiriendo picos
prominentes de contaminantes mixtos, demostrando que la contaminacion mas baja para
detectar el plaguicida es de 0.5 mg/kg. Estos resultados sugieren que el SERS, junto con
las nanoestrellas de oro contribuyen prometedoramente para detectar y cuantificar
plaguicidas en alimentos [86].
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2.1Métodos quimicos para la sintesis de nanoparticulas metalicas

La obtencion de estas nanoestructuras se lleva a cabo mediante dos técnicas, las
técnicas descendentes “Top-down” y por otro lado las técnicas ascendentes “Bottom-up”
(Figura 9).

211 Top-down

Método utilizado para la fabricacion de nanomateriales, encargados de la
destruccion de un material en particulas mas pequefas mediante procesos fisicos como
la molienda, la evaporacién térmica, ablacion laser, implantacién de iones [87].

2.1.2 Bottom - Up

Este método consiste en la sintesis de nanoparticulas con estructuras complejas
a partir de componentes individuales (atomos), este enfoque a menudo es el mas
adaptable para la sintesis de nanoparticulas.

' Nanoparticulas
L

Método quimico '

X
*

. X
Atomos
Precursor metdlicos Agregacién

Figura 9. Método de sintesis de nanomateriales [88].
Este enfoque involucra métodos como el coloidal, reduccién fotoquimica vy
radioquimica, método sol/gel y la sintesis verde.

21.21 Método coloidal

Los colides son particulas individuales, que son lo suficientemente grandes para
sedimentarse en un liquido, pero lo suficientemente pequefias para para permanecer
suspendidas. Este método consiste en disolver una sal del precursor metalico o del oxido
con un reductor y estabilizador en una fase continua o dispersante [89].

2.1.3 Método Turkevich

Este método, propuesto por el quimico ruso J.Turkevich en 1951, se emplea para
sintetizar nanoparticulas de oro. Consiste en la reduccion de acido tetracloroaurico
(HAuCl4) mediante la adicién de citrato de sodio (Na3sCeHs07) como agente reductor [90].
Gracias a este procedimiento, Turkevich logré fabricar nanoparticulas de oro con un
diametro promedio de 10 a 20nm [91].
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2.1.4 Método Brust

Método desarrollado por el Dr. Mathew Brust en 1990 para la sintesis de
nanoparticulas de oro en liquidos organicos por lo regular no son miscibles en agua,
estabilizadas con tiolatos. Se basa en la reduccion de acido tetracloroaurico (HAuCls) con
borohidruro de tetra-octilamonio (TOAB) y borohidruro de sodio (NaBH4) como agente
reductor. Este método produce nanoparticulas esféricas de oro de 1 a 6 nm variando la
relacion de tiol [92].

2.1.5 Método Martin

Sintesis de nanoparticulas de oro, descubierto por el grupo Eah en 2010, solucion
a base de agua, mediante la reduccion de acido tetracloroaurico (HAuCls4) con
Borohidruro de sodio (NaBH4) como agente reductor y estabilizar con una solucion
acuosa de HCl y NaOH [93].

2.2 Reactivos

Para la sintesis de nanoparticulas de oro (AuNp’s) se utilizaron los siguientes
reactivos. Acido cloroaurico (lll) trihidratado (HAuCls * 3H20), sigma Aldrich, 99.9%),
Nitrato de Plata (AgNOs, J.T.Baker, 99.7%), L-acido ascorbico (CsHsOs, sigma aldrich,
99%), Borohidruro de Sodio (NaBH4, sigma aldrich, 98%), y Triton X-100 (C2H4O)
nC14H220, sigma aldrich, 99.9%).

2.3 Sintesis de semillas de oro

Para llevar a cabo la sintesis de semillas de oro se realiz6 de un protocolo
previamente descrito con algunas modificaciones [94]. Para ello se realizaron tres
soluciones: Solucién de HAuCls a 25mM, solucion de Tritdn x-100 a 0.15M y una solucion
de NaBH4 a 0.01M a una temperatura de 5°C.

Se midieron 42.47mg de HAuCls, 1.8915mg de NaBH4 y 1.755ml de triton x-100.
Se afnadieron 0.1ml de HAuCl4, 10ml de triton x-100 y 0.6 ml de NaBH4, a un vaso
precipitado (Figura 10). La reaccion se mantuvo bajo agitacion durante 2 min,
posteriormente la semilla fue almacenada a temperatura de 5°C durante 10 minutos
previas a realizar el crecimiento.
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Figura 10. Esquema sintesis de semillas de oro [Fuente propial.
2.4 Sintesis de nanoestrellas de oro
Las nanoestrellas de oro se sintetizaron mediante un método de crecimiento con
las semillas previamente preparadas. Se realizaron soluciones de 0.15M Triton x-100,
HAuCls 25mM, 0.788M de L-acido ascérbico y nitrato de plata (AgNOs3) (45, 60y 100 uM),
la tabla 4 indica las condiciones de cada solucion.

Se preparo una disolucion con el fin de llevar a cabo la sintesis quimica controlada.
Esta sintesis se realizO previamente realizando tres muestras a diferentes
concentraciones de nitrato de plata, denominadas como M1 para 45 yM, M3 para 60 uM
y M4 para 100 uM, observando un mejor control y estudio en la formacién, tamano, forma
y propiedades Opticas de las nanoparticulas, asegurando estabilidad y reproducibilidad
dentro de un rango experimental adecuado. El procedimiento de adicion de las soluciones
fue la siguiente.

Se inicio afnadiendo 20 ml de una solucion de Tritdn x-100 siendo reactivo
tensioactivo para la estabilizacion de las nanoparticulas con una concentracién de 0.15M,
se incorporé 0.4 ml de una solucion de HAuCls con una concentracion de 25mM,
aportando los iones de oro necesarios para la formacion de las nanoparticulas de oro
observandose un cambio de incoloro a un color amarillo, posteriormente se anadio 40 uL
de la solucion 0.788M de L-acido ascoérbico, actuando como agente reductor tornando la
solucion a un color morado tenue inmediatamente se aflade una solucion de nitrato de
plata a diferentes concentraciones (45, 60 y 100 uM), tras su adicién se puede observar
un cambio en el color hacia un azul claro, finalmente se adiciona 14 pyL de semillas,
resultando en un oscurecimiento del color azul claro los cuales nos daran un color azul,
sefialando la nucleacion y crecimiento de las nanoparticulas de oro (Figura 11). La
reaccion se llevéd a cabo en un matraz Erlenmeyer bajo agitacién vigorosa por 12 horas a
temperatura ambiente.
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Figura 11. Proceso del crecimiento de nanoestrellas de oro. a)20ml de tritén x-100,
b) adicion de HAuCl4, c) adicion de AgNOs, d) adicion de semillas de oro [Fuente

propial.

Tabla4. Condiciones de crecimiento de nanoestrellas [Fuente propial.

Reactivo Concentracion Cantidad

HAuCl4 25mM 42.47 mg
Triton x-100 0.15M 1.75ml
acido ascorbico 0.788M 639.91mg
AgNO3 45uM 0.0006g
AgNO3 60uM 0.0010g
AgNO3 100puM 0.0017g

Figura 12. nanoestrellas de oro [Fuente propial.
2.5 Fabricacion de espejos
La fabricacidén de espejos es una técnica donde se forma una capa delgada de un
metal por la transparencia y reflectancia que estos permiten. Se sabe que los metales
son buenos conductores de electricidad y buenos reflectores, debido a que la luz en su
condicion de onda electromagnética se propaga y hace oscilar los electrones libres del
metal provocando reflexiones de luz. Richard Feynman explica el fendmeno de reflexion
parcial de luz de un cristal donde el 96% de los fotones componen el haz de luz
atravesando el cristal y el 4% restante conforma la imagen reflejada [95].
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Para la fabricacion de espejos de oro se realizé de un protocolo previamente
descrito con algunas modificaciones [96]. Se utilizd acetonitrilo (C2H3N, karal, 99.5%),
hexano (CsH14, karal, 98.5%) y las nanoparticulas de oro sintetizadas anteriormente.

La reaccion se llevdo a cabo en un vaso de precipitado, se afadié 10 ml de
acetonitrilo y 10 ml de hexano, bajo agitacion durante aproximadamente 5 min hasta
lograr una separacion de capas polares, la capa polar fue recuperada siendo esta nuestro
solvente mediador. Las nanoparticulas de oro fueron centrifugadas y dispersadas antes.
En un tubo de microcentrifuga se depositaron 100 L del solvente medidor y 50 uL de las
nanoparticulas de oro, dejandolo por 24hrs para la formacién de los espejos de oro
(Figura 13, 14).

' dé\ mr
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100yt 504t
5mLh de AuNPs

.a

Figura 13. Esquema formacion de espejos [Fuente propial.

24h

SmL
acetonitrilo

Figura 14. Muestras de espejos de oro: a) M1, b) M3, c) M4 [Fuente propial].
2.6 Deteccion de rojo allura
Para la deteccion del colorante se prepararon las muestras para ser analizadas
por espectroscopia Micro Raman con el efecto SERS. Para esto se realizara una solucion
madre del colorante rojo allura de 50ppm, de la cual obtendremos nuestras muestras a
analizar de 1ppm, 3ppm, 6ppm, 8ppm, 10ppm, 20ppm, 30ppm y 40ppm.
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Figura 15. Muestras de soluciones rojo allura [Fuente propial.
Se prepararan dos muestras de industria alimentaria que contienen el colorante rojo
allura, la primera corresponde a una marca comercial utilizada para preparar bebidas de
sabores; es una mezcla de polvo sabor fresa donde se midieron 0.065 g diluidos en 10
ml de agua destilada. La segunda es una botana elaborada con harina de maiz y tiene
un sabor intenso a queso, chile y limon, la cual fue triturada, midiendo 1.128g de la
muestra en 10ml de alcohol.

Figura 16. Muestras de soluciones preparadas de: a) bebida de fresa, b) botana de
maiz [Fuente propial.

Sobre superficie de vidrio forradas de aluminio se depositaron los espejos
elaborados con tres soluciones diferentes de nanoparticulas de oro (M1, M3 y M4)
después de 24 horas de su fabricacion, posteriormente se afiadieron 5 gotas de cada
concentracion del colorante allura (1, 3, 6, 8, 10, 20, 30 y 40 ppm) y 5 gotas de las
soluciones de bebida de fresa y botana de maiz un dia antes previas a su deteccion.
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Figura 17. Muestras espejos de oro: a) M1, b) M3, c) M4 y d) bebida de fresa 'y
botana de maiz [Fuente propial.

2.7 Técnicas de caracterizacion

Las técnicas de caracterizacion son fundamentales para entender las propiedades
y comportamiento de los materiales. Las nanoparticulas sintetizadas fueron
caracterizadas para conocer su tamano, morfologia, grupos funcionales presentes en las
muestras y propiedades Opticas.

2.7.1 Microscopia electronica de barrido (SEM, por sus siglas en inglés).

El tamafo y morfologia de las tres muestras sintetizadas fueron obtenidas por
microscopia electronica de barrido (SEM) en el laboratorio de caracterizacion de
superficies en el Instituto de Fisica de la BUAP (IFUAP) y se utilizé el microscopio de
barrido de emision de campo JSM-7800F (Jeol), que permite ver detalles estructurales
de hasta decenas de nanémetros.

2.7.2 Microscopia electronica de transmision (TEM, por sus siglas en inglés).

El tamano y morfologia de las tres muestras sintetizadas fueron obtenidas por
microscopia electrénica de transmision (TEM) en el laboratorio de caracterizacion de
superficies en el Instituto de Fisica de la UNAM y se utilizé el Microscopio Electronico de
Transmisién, JEOL TEM JEM2010 FEG, voltaje de aceleracién de 200 kV y una
resolucién puntual de 0,19 nm.
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2.7.3 Espectroscopia UV-Vis.

Los espectros de las muestras de deteccion del colorante rojo allura y las
nanoparticulas de oro fueron adquiridas en el laboratorio central de la IFUAP mediante
un espectrometro UV-Vis-NIR, con un rango espectral en longitud de onda (nm) de 200-
800.

2.7.4 Microscopia micro-Raman.

Los espectros de las muestras de deteccidn del colorante rojo allura con las
nanoparticulas de oro fueron adquiridas en el laboratorio central de la IFUAP con las
siguientes caracteristicas técnicas, un laser de He-Ne (632.8 nm, 16mW), resoluciones
espaciales (20, 5 y 2um) y espectral de +0.2 a 0.5 cm-'. Un detector CCD enfriado
termoeléctricamente, un microscopio optico (10, 50 y 100X) y una videocamara para
enfocar.

2.7.5 Espectroscopia de infrarrojo por transformada de Fourier (FTIR, por sus
siglas en inglés).
El analisis FTIR se llevo a cabo en la direcciéon de innovacion y transferencia de
conocimiento (Ditco) de la BUAP, mediante un espectrofotometro marca Bruker (Vertex
70, EUA); bajo un rango espectral de 300 a 5000 cm™".
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3.1 Microscopia electrénica de barrido (SEM)

La formacién de particulas con terminacion en punta se realizé por reduccién
quimica, la etapa inicial consiste en las sintesis de semillas (Figura 18), en este proceso
se utiliza el triton x-100 como surfactante para estabilizar las nanoparticulas, el acido
tetracloroaurico (HAuCls * 3H20), es el precursor de la sintesis de nanoparticulas de oro,
cuando este es disuelto en una solucion acuosa, se ioniza produciendo iones
tetracloroaurato (Ill) ([AuCl4]') con apariencia amarillezca (atribucion a una disolucion e
hidrolisis). Dependiendo del tipo de agente reductor utilizado, sera el cambio de tonalidad
que se obtendra, puede ir desde una tonalidad roja hasta violeta, en este caso el
borohidruro de sodio (NaBH4) actua como agente reductor, obteniendo una tonalidad
entre morada/vino.

Figura 18. Esquema de formacién de semillas de oro [Fuente propial.
La ecuacion 1 representa la disociacion de HAuCls en una disolucion acuosa. La

ecuacion 2 representa la reacciéon quimica para la formacion de AuNPs mediante la
incorporacion de borohidruro de sodio, llevandose a cabo una reduccion de iones de oro
Au3* en oro elemental Au® [97].

HAuCl, + H,0 —» AuCl}~ + (H;01) * (D
HAuCl, + 4NaBH, - Au® + 4NaCl + 4B(OH); (2)

A medida que el ion de oro es reducido se forman particulas de oro de menor
tamano, cuya funcion principal es ser utilizadas como semillas de crecimiento para formar
particulas de mayor tamano.

En la segunda etapa se lleva a cabo el crecimiento, utilizando las semillas como
nucleos para la formacién de nanoestrellas. Al anadir el HAuCls a la solucion se observa
un cambio de color a amarillo claro. Posteriormente se afiadio L-acido ascérbico actuando
como agente reductor promoviendo la reduccién de iones de oro, tornando a un color
morado claro. Ademas, se incorporaron tres soluciones diferentes de AgNOs donde su
rol es de agente estabilizante tornando a un color azul claro, al agregar las semillas de
oro y conforme el tiempo avanzaba este se tornaba a un color mas oscuro, permitiendo
el crecimiento de las nanoparticulas de oro (Figura 19).
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Figura 19. Esquema de crecimiento de nanoestrellas de oro [Fuente propial.

La siguiente ecuacion 3 representa la reduccion de iones de oro en presencia de
L-acido ascérbico como agente reductor en la fase de crecimiento.

HAuCl, + C4HgOg —» Au + HCI 3)

El tensoactivo (triton x-100) solo ayuda a la formacion de las nanoestrellas
actuando como una plantilla, el precursor de oro (HAuCls) al entrar en contacto con el
agente reductor (CsHsOs), al ser un reductor débil, los iones de oro son reducidos de Au*?
a Au*', evitando la nucleacion adicional y prolongando el crecimiento en las semillas. La
adicion de AgNOs es fundamental para romper la simetria de las semillas durante el
crecimiento permitiendo la formacién de nanoestrellas de oro (AuNs), donde a mayor
cantidad de este da lugar a mas puntas, pero con geometria corta. Finalmente, al agregar
las semillas de oro, los iones son reducidos de Au*' a Au®, logrando la formacién de AuNs.

En la Figura 20 se presentan las imagenes SEM de las muestras M1(45 uM de
AgNO3), M3(60 uM de AgNO3) y M4 (100 uM de AgNOQO:s). En el primer caso se observa
una morfologia cuasi esférica conformada por aglomeraciones de particulas de menor
tamano y pequefas ramificaciones o puntas. Por otro lado, las muestras M3 y M4
presentan una morfologia similar de esfera con ramificaciones mas alargadas. Se aprecia
una mejor distribucién morfolégica en las nanoparticulas obtenidas de la muestra M4(100
MM de AgNOs). Con el objetivo de determinar el tamafio de las nanoestructuras, se
obtuvieron los histogramas de distribucion de tamano (Figura 21), de los resultados
obtenidos las nanoparticulas presentan un tamafo entre 37, 43 y 50 nm para las muestras
M1, M3 y M4, respectivamente.
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Figura 20. Imagenes SEM de nanoparticulas de oro, con variacién en concentracion
de AgNO3: (a,b) M1(45 uM de AgNO3), (c,d) M3(60 uM de AgNO3) y (e,f) M4
(100 uM de AgNO3) [Fuente propia].
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Figura 21. Histograma de distribucién de tamario de nanoparticulas de oro: a) M1(45
UM de AgNOs), b) M3(60 uM de AgNO3) y c) M4 (100 uM de AgNOs) [Fuente

propial.
La formacion de estrellas o particulas con terminaciones en punta siguen un

mecanismo de nucleacion y crecimiento que se lleva a cabo en dos etapas: la formacion
de semillas de oro (nucleacién) y posteriormente el crecimiento de estas como se aprecia
en la Figura 22.

Agente

ucleacion recimiento Estabilizacién
oy ey B iy + - " W

AuNs

Particulas

[Au] Semillas

Figura 22. Esquema de nucleacién y crecimiento de nanoestrellas de oro. [Fuente
propial
Este mecanismo comienza con la formacién de iones metalicos en solucion en

presencia de un agente reductor produciendo atomos metalicos en estado de oxidacion.
Cuando la concentracion de un atomo metalico alcanza un nivel critico, estos comienzan
a formar nucleos (semillas) actuando como plantillas para el crecimiento; la nucleacién
puede ser homogénea (las nanoparticulas se forman a partir de la supersaturaciéon de los
atomos metalicos en la solucion, formando nucleos o semillas) o heterogénea (ocurre en
la superficie de un sustrato o en la presencia de impurezas), dependiendo de las
condiciones y presencia de agentes estabilizantes. El crecimiento se basa en un enfoque
“de abajo hacia arriba” lo que implica la aglomeracion espontanea de particulas de oro.
Una vez que se han formado los nucleos, el crecimiento de las nanoparticulas de oro
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ocurre a través de la deposicién de atomos de oro adicionales, formando las particulas.
Para evitar la agregacion excesiva de las nanoparticulas se utilizan agentes
estabilizantes que se adsorben en la superficie de las nanoparticulas evitando que se
agreguen entre si obteniendo las particulas deseadas [98,99].
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3.2 Microscopia electréonica de transmisiéon (TEM)

Debido a las dimensiones nanomeétricas de las nanoestrellas de oro, se realizo
microscopia electronica de transmision para corroborar la morfologia de las
nanoparticulas de oro. Los resultados obtenidos de la microscopia TEM se muestran en
la Figura 23. En este sentido, se observa una morfologia de estrellas claramente definida
en la muestra M1 caracterizada por multiples picos que se extienden desde un nucleo
central, esta muestra es particularmente interesante ya que se ha demostrado que las
particulas con geometrias complejas como las nanoestrellas exhiben propiedades opticas
y electronicas superiores a las convencionales, mientras que para el analisis de la
muestra M3 se observa una mayor tendencia a la aglomeracioén de las nanoparticulas
formando agregados de distintas dimensiones, presentando una morfologia mas
homogénea y redonda (forma esférica), sucediendo algo similar para la muestra M4
logrando ver una morfologia aglomerada con pocas ramificaciones, esto puede deberse
a la incorporacion de una mayor cantidad del precursor nitrato de plata, al tiempo que se
almacend la muestra para su posterior caracterizacién lo que provoco la formacion de
particulas mas grandes y con un menor control en su morfologia. Sin embargo, uno de
los factores principales que influyen el control de la morfologia fue reportado por Atta y
colaboradores, quienes demostraron que el AgNOs juega el papel de controlar la forma
de las nanoparticulas ya que se forma una capa en la superficie de las particulas de oro,
que, a bajas concentraciones y cortos tiempos de reaccion, favorece la formacién de
nanoestrellas de oro. Al variar la concentracion de AgNOs y a diferentes tiempos de
reaccion observaron que las nanoparticulas con morfologia de punta se convertian en
particulas ovaladas transcurridas 12 horas de reaccién sugiriendo que estos cambios de
morfologia se llevan a cabo por una disminucién de la energia superficial, que se logra
después de remover atomos en las puntas de las particulas (Figura 23(e,f)) [100].

Es posible que el AgNOs forme una monocapa de atomos de plata que estabilice
a los atomos de oro subyacentes en la superficie de las nanoparticulas con una
interaccion tipo Au-Ag (UPD)-CI. Relacionadas con interacciones atractivas ente atomos
de plata y oro. Estas interacciones son un subconjunto de las interacciones metalofilicas,
que se sabe que ocurren entre iones metalicos de capa cerrada d10 como Au, Ag y Cu
[101].
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Figura 23. Imagenes TEM de nanoparticulas de oro, con variaciéon en concentracion
de AgNOs: (a,b) M1 a 45uM de AgNOs, (c,d) M3 a 60uM de AgNOs, (e,f) M4 a
100uM de AgNOs [Fuente propial.
El analisis TEM muestra nanoestrellas claramente definidas para la muestra M1, mientras
que las muestras M3 y M4 presentan una "mayor tendencia a la aglomeracion”. Sin

embargo, en la seccion de SEM, la muestra M4 tiene una mejor distribucion morfoldgica.

Esto debido a que pasaron varias semanas antes de que se observaran por el analisis
TEM, las nanoparticulas pueden experimentar procesos de aglomeracion o cambios
morfolégicos debido a la interaccion entre particulas, la evaporacién del solvente o la
degradacion de agentes estabilizantes.
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3.3Absorbancia ultravioleta visible (UV-Vis).

En la Figura 24-a se presenta el espectro de absorbancia de las semillas de oro,
el cual presenta una banda de absorcion alrededor de 534 nm la cual, es asignada a la
resonancia de plasmon superficial caracteristica lo cual confirma la presencia de
nanoparticulas de oro metalico con un diametro estimado de 15 a 20nm.

En la Figura 24-b se muestra el espectro de absorbancia de la muestra M1
sintetizada con una concentracion de 45uM de AgNOs. Se observan dos bandas anchas
alrededor de 1 = 609 nm y 4 = 1062 nm. Por otro lado, en la figura 24-c se presenta el
espectro de absorbancia de la muestra M3 fabricada con una concentracién 60uM de
AgNOs. El espectro presenta dos bandas alrededor de A =612nm y A= 1028 nm.
Finalmente, la Figura 24-d corresponde al espectro de absorbancia de la muestra M4
sintetizada con una concentracion 100uM de AgNOs. El cual presenta dos bandas
alrededorde 4 = 616 nmy A = 1066 nm.

La longitud de onda e intensidad de la resonancia de plasmén superficial de oro
esta altamente influenciada por su composicion y su geometria. Cuando los plasmones
se excitan en resonancia pueden intensificar el campo eléctrico en las proximidades de
la superficie de la nanoparticula, en este sentido, las nanoestrellas de oro exhiben
propiedades Opticas dependiendo en gran medida del tamafio de las puntas salientes,
donde las resonancias plasmonicas de longitud de onda larga exhiben una mejor
sensibilidad. Las bandas caracteristicas de las estructuras complejas como es el caso de
las nanoestrellas de oro presentan dos resonancias plasmonicas resultado de la
hibridacion de los plasmones asociados con su nucleo y las puntas individuales de las
particulas [102, 103]. El espectro de las nanoparticulas con morfologia de estrella
presenta bandas de absorbancia caracteristicas intensas alrededor de 1000nm y débiles
alrededor de 500nm.
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Figura 24. Espectro de absorbancia de las AuNp’s: a) semillas, b) M1, ¢) M3, d) M4
[Fuente propia].

La forma y el tamano de las nanoparticulas afectan directamente su espectro UV-Vis
debido a la resonancia de plasmones superficiales. Cambios en la morfologia, como
esferas, bastones o prismas, modifican la distribucion de electrones y provocan
corrimientos en la longitud de onda maxima (Amax), generalmente desplazandose hacia
el rojo (mayor A) al aumentar tamafio o al cambiar la forma a estructuras mas
anisotropicas. Asi, nanoparticulas mas grandes o con formas alargadas presentan picos
de absorcién a longitudes de onda mayores, mientras que las mas pequefias o esféricas
tienen picos en longitudes de onda menores. Min Jeong Kwon y colaboradores reportan
que las nanoesferas de oro tienen un A tipico maximo de 520 a 550 nm, con diametros
aproximados de 20 a 50nm, mientras que para las nanoestrellas de oro el pico de
extincion principal se desplaza al rojo de 500 a 1000 nm, se origina a partir de
nanoparticulas casi esféricas con una pequefa rugosidad superficial, con un tamano
desde los 20nm hasta los 200nm [104,105].
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La Figura 25 muestra el espectro de absorbancia en el rango UV-Vis del Rojo
Allura. Se observa una banda intensa en A1 = 504 nm la cual correspondiente al grupo
funcional azo (-N=N-) responsable de la tonalidad rojiza del colorante, esta senal es
atribuida a las transiciones n — *[106].
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Figura 25. Espectro de absorbancia del colorante alimenticio Rojo Allura [Fuente

propial.

La concentracion del colorante rojo allura se determiné a partir de una curva de
calibracion. La solucion madre fue preparada a 50ppm disolviendo la cantidad
determinada del colorante en agua destilada en disoluciones respectivas de (1ppm,
3ppm, 6ppm, 8ppm, 10ppm, 20ppm, 30ppm, 40ppm). En la Figura 26 podemos observar
las bandas obtenidas de cada concentracion del colorante, con la banda caracteristica
del cromoforo en A = 504 nm aproximadamente.
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Figura 26. Espectro de absorcion a diferentes concentraciones de rojo allura.
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Figura 27. Ajuste lineal curva de calibracion a diferentes concentraciones del
colorante rojo allura.
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3.4Resultados de Espectroscopia de Infrarrojo por Transformada de
Fourier (FTIR)

La espectroscopia de infrarrojo proporciona informacion de los grupos funcionales
de compuestos quimicos mediante vibraciones moleculares caracteristicas de los
enlaces quimicos. Con el objetivo de corroborar si existen una absorcion del colorante
rojo allura en la superficie de las AuNs, se realiz6 una caracterizacion mediante FTIR. En
la Figura 28 se presenta el espectro caracteristico del rojo allura en polvo, el cual,
presenta bandas en el rango de 3500 a 3000 cm™' corresponden a vibraciones de
estiramiento de grupos C-H, en el caso del colorante puede corresponder a su grupo
metilo (-CHs) y grupo hidroxilo (-OH), las bandas de 1620 a 1400 cm-' corresponden a
las vibraciones de estiramiento de su grupo funcional azo (-N=N-) y anillos aromaticos
(C-H). Las bandas presentes en los 1300 a 1000 cm-' correspondientes a los grupos
funcionales sulfatos (-SOs3-). Las bandas presentes en los 900 a 500 cm™
correspondientes a la flexion de grupos aromaticos (C-H) [107].
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Figura 28. Espectro de infrarrojo Rojo Allura [Fuente propia].
Las mediciones de Raman se realizaron sobre un soporte de aluminio, con la

finalidad de descartar las bandas asociadas a este metal se realizé la caracterizaciéon
FTIR del soporte utilizado, en la Figura 29 se representa las bandas espectrales del papel
aluminio comercial. Se observa una banda en el intervalo de 2400 a 2000 cm’
correspondiente a una flexion de la molécula de CO:2 presente y una banda en los 3700
a 3400 cm™' correspondientes a grupo OH de la molécula AIOH. Las bandas espectrales

en el intervalo de 900 a 1700 cm™' corresponden a grupos de estiramiento de 6xidos de
aluminio (Al-O) [108].
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Figura 29. Espectro de infrarrojo papel aluminio comercial [Fuente propial.
Las Figuras 30 y 31 corresponden a los espectros de FTIR obtenidos de dos

muestras adsorbidas sobre la superficie de las AuNp’s. La primera corresponde a una

solucion de 20 ppm del colorante Allura y la segunda a una solucion de botana de maiz
respectivamente.

El espectro de infrarrojo del rojo Allura presenta bandas alrededor de 3500 a 3000
cm™, 1620 a 1400 cm™, 1300 a 1000 cm-'. Se observa una banda intensa en 2600-2700
cm la cual puede ser asignada a correspondiente a una flexién de la molécula de CO2
presente observada en el soporte de aluminio ya que la muestra se encuentra soportada
sobre ese substrato. Por otra parte, no hay cambios significativos en la posicion o
ensanchamiento de las bandas restantes que conforman al espectro del colorante, por lo
que la asignacion es la misma que la descrita en el parrafo anterior.

Las bandas presentes alrededor de 1300 a 1000 cm™' se asignan a los grupos
funcionales sulfatos (-SOs-). Las bandas presentes en los 900 a 500 cm
correspondientes a la flexion de grupos aromaticos (C-H). También, se observan bandas
caracteristicas de los precursores utilizados en la sintesis de las AuNs en un rango
vibracional de los 3000 a 2800 cm™' representando bandas de estiramiento de (C-H), en
los 3600 cm-' representa grupos hidroxilos (O-H), en los 1200 a 1000 cm-* representando
grupos (C-O) caracteristicos del Triton x-100 y una banda vibracional en 1700 cm-’
representando el grupo (C=0) del acido ascorbico.

Para el espectro de la botana de maiz absorbida mediante superficie de AuNp’s
(Figura 31), se presentan bandas asignadas al colorante rojo allura alrededor de 3700 a
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3500 cm™ corresponden a vibraciones de estiramiento de grupos hidréxidos (OH),
bandas alrededor de 3000 a 2800 cm™' representa bandas de estiramiento de grupos (C-
H) asignadas a grupos metilos, las bandas alrededor de los 1200 a 1000 corresponden a
vibraciones de estiramiento de grupos sulfatos (S=0O), la banda caracteristica del
colorante entre los 1600 a los 1400 cm™' las cuales corresponden a vibraciones de
estiramiento de su grupo funcional azo (-N=N-) y anillos aromaticos (C-H). Ademas, se
observan bandas caracteristicas de los precursores utilizados en la sintesis de las AuNs
en un rango vibracional de los 3000 a 2800 cm™' asignadas previamente.
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Figura 30. Espectro de infrarrojo 20ppm colorante allura [Fuente propial.
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Figura 31. Espectro de infrarrojo M1-D [Fuente propial.

En la Figura 32, a presentan los espectros de FTIR obtenidos de clorofenol
(molécula utilizada en industria quimica para la fabricacion de herbicidas y pesticidas)
adsorbido sobre las muestras M1, M3 y M4 (AuNp’s). Los espectros presentan bandas
en rangos de los 4000 a 3500 cm™' asignados a bandas de estiramiento de grupos
hidréxidos (OH), bandas de los 3100 a 3050 asociados a vibraciones de estiramiento de
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grupos (C-H) del anillo aromatico, en el rango de 2500 a 2400 cm™', bandas en el rango
de 1900 a 1000 cm', asignadas a vibraciones de estiramiento (C=C), flexién del grupo
(C-H) caracteristicos de la molécula de fenol, no se observan cambios significativos entre
los espectros de la molécula en presencia de diferentes muestras de Au. [109,110].
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Figura 32. Espectro de infrarrojo cloro fenol: a) cloro fenol con nanoparticulas de oro
M1(45uM de AgNOQO:s), b) cloro fenol con nanoparticulas de oro M3(60uM de
AgNO:s) y c) cloro fenol con nanoparticulas de oro M4(100uM de AgNOs) [Fuente

propial.
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3.5Espectroscopia Micro-Raman

Las AuN’s se utilizaron en la deteccion de moléculas de interés en la industria de
los alimentos como: colorante allura, bebida de fresa, botana de maiz y el clorofenol
(molécula precursora de herbicidas) mediante espectroscopia micro-Raman y efecto
SERS. En la Figura 33 muestra el espectro Raman del cloro fenol en forma de sdlido
granular. El espectro micro Raman del Cloro fenol esta constituido de bandas
vibracionales en los 1600 a 1500 cm-', las cuales estan asignadas a enlaces C=C
correspondientes al anillo aromatico, bandas en rango de 1300 a 1000 cm™' asignadas a
enlaces C-H y bandas vibracionales alrededor de 700 a 600 cm-'asignadas a enlace C-
Cl [111].
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Figura 33. Espectro Micro Raman del clorofenol en solido granular [Fuente propial.
Se evalud la posible aplicacion de las AuNp’s en la deteccion del clorofenol en medio

acuoso, por lo que se prepard una disolucion de 50ppm y se deposité sobre los espejos
de oro previamente sintetizados. En la Figura 34 se presentan los espectros microRaman
del clorofenol en soluciéon adsorbido en la superficie de las AuNp’s a diferentes
concentraciones; M1(45uM de AgNOs), M3(60uM de AgNOs), M4(100uM de AgNO:3),
obteniendo bandas en 600, 890, 1038, 1400, 1461, 1600 cm™' que coinciden con los
modos caracteristicos del clorofenol.
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Figura 34. Espectro Micro Raman del clorofenol con AuNp’s: a) M1(45uM de
AgNO3), b) M3(60uM de AgNO3), ¢) M4(100uM de AgNOs) [Fuente propial.

El espectro SERS del cloro fenol en nanoparticulas de oro es similar a los
espectros SERS de cloro fenol en nanoparticulas de plata reportados por Kun Ge y
colaboradores, reportando bandas vibracionales en 651, 414 y 1550 cm™' [112]. A pesar
de las diferencias en las bandas, la similitud en las regiones clave relacionadas con
vibraciones aromaticas en el rango de 600 a 650 cm™' y 1400 a 1600 cm-! indican que
ambos analisis detectan la presencia de clorofenol con las nanoparticulas
independientemente del metal a utilizar.

Las Figuras 35 y 36 presentan los espectros microRaman para el colorante rojo
allura en solido y botana de maiz en solido respectivamente. En el primer caso, el
espectro Raman presenta 7 bandas caracteristicas en 472, 750, 1126, 1182, 1226, 1496
y 1580 cm™'. Los resultados obtenidos se comparan con datos experimentales reportados
por Yiming Ou y colaboradores en donde reportan bandas que se asocian al colorante
rojo allura permitiendo identificar las diferentes zonas de vibraciones entre los rangos de
400 a 700 cm™ y de 1200 a 1600 cm™' [113]. Los modos vibracionales en 1226 y 1410
cm-! estan asociados al enlace -CHs, en vibraciones de 1496 cm' esta asociado al enlace
C-H, el estiramiento del anillo aromatico se encuentra en 1126, 1580 cm-', las vibraciones
en 472, 1182 estan asociados a los enlaces S-O.
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Figura 35. Espectro Micro Raman colorante rojo allura [Fuente propial.
8

Intensidad (u.a)

N
|
HU

g T T T y T T T
400 600 800 1000 1200 1400 1600

Desplazamiento Raman (cm™)

Figura 36. Espectro Micro Raman de la botana de maiz [Fuente propial.

La espectroscopia Raman se utilizé para analizar el colorante rojo allura y una
botana de maiz que contiene el colorante. Los resultados obtenidos muestran diferencias
significativas entre estos, la naturaleza quimica del colorante influye en su
comportamiento espectroscépico, presentando caracteristicas que implican una
resolucion compleja en su espectro, mostrando una intensidad mayor en sus bandas a
comparaciéon de la botana donde la concentracién del colorante es significativamente
menor lo que resulta en una deteccién mas facil y con una menor intensidad en sus

bandas, asi mismo la posicion de las bandas puede verse afectada debido a la interaccion
con los componentes de la matriz del maiz.

En la Figura 37 se muestra el comportamiento espectral SERS del colorante rojo
allura a diferentes concentraciones (6, 8, 10, 20, 30 y 40ppm), adsorbidos con
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nanoparticulas de oro M1(45uM de AgNOs), M3(60uM de AgNOs) y M4(100uM de
AgNO:s). Observando un comportamiento vibracional en diferentes regiones espectrales
de 472, 750, 1126, 1182, 1226, 1496 y 1580 cm™' correspondientes al colorante.

) 2000
g
-~ M1- 40ppm
a3 PP
=5
2
8 1000
g 4
®
5
z M1- 30ppm
M1-20ppm
\/\/\/\_/\/\/\/\/\Nv\r—w\/\,sm
0 N AN~ AR
M1- 6ppm
T

T T T T
400 600 800 1000 1200 1400
Desplazamiento Raman (cm™)

M3 - 40ppm
= 250
; \/\/\/\A»W(\/\‘vww/v\/\wg/\
T 200
o
2
o 1504 M3 - 20ppm
=
- —\/\/\/\/‘W\,—V\/\/\/\,\/\/\/:W/a\-:j:/\
N -MWM
M3 - 6ppm
04 : - - -»»\I,-/\J\..\I/\/\Nfl\
400 600 800 1000 1200 1400 1600
Desplazamiento Raman (cm™)
C ) 500
M4 - 40ppm
<
3 3004
kel M4 - 30ppi
©
o
2
§Y) 200+ M4 - 20ppm
E I e
100 M4 - 10ppm
M4 - 8ppm
M4 - 6ppm
0 P
T T T T T T
400 600 800 1000 1200 1400 1600

Desplazamiento Raman (cm™)

Figura 37. Espectro Micro Raman: a) M1, b) M3, ¢) M4 [Fuente propia].
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La deteccidn del colorante allura a distintas concentraciones utilizando superficies
metalicas mostro una tendencia mayor en su intensidad, a medida que se incremente la
concentracion del colorante allura se espera que la intensidad de las sefiales Raman
también aumenten, Yue Yao, Wen Wang y colaboradores reportaron un estudio de
deteccion del colorante rojo allura en caramelos, determinado que mientras la
concentracion del colorante aumenta la intensidad de igual manera aumenta [114]. Esto
se debe a que una mayor cantidad de moléculas del colorante genera mas interaccion
con la luz incidente, sin embargo, esto no siempre es lineal y en concentraciones muy
altas puede existir efectos de saturacion afectando la intensidad de la senal. La muestra
M1(45uM de AgNOs) mostro la mejor deteccion del colorante allura en cuanto resolucion
e intensidad a comparacion de las muestras M3(60uM de AgNO3) y M4(100uM)
mostrando una deteccion deficiente en cuanto sefiales menos intensas y resueltas.

En la Figura 38 se muestra el comportamiento espectral SERS de alimentos
industriales que contienen el colorante rojo allura; una bebida de fresa y botana de maiz
adsorbidas por nanoparticulas de oro M1(45uM de AgNO3), M3(60uM de AgNOs) y
M4(100uM). Observando un comportamiento vibracional en diferentes regiones
espectrales de 472, 750, 1126, 1182, 1226, 1496 y 1580 cm-' correspondientes al
colorante.
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Figura 38. Espectro Micro Raman: a) bebida de fresa, b) botana de maiz [Fuente
propial.

La detecciéon de los alimentos industriales que contienen el colorante allura
utilizando superficies metalicas mostro una tendencia mayor en su intensidad; Yiming Ou,
Xiaohui Wang y colaboradores reportaron que la presencia de nanoparticulas de oro
confiere una elevada sensibilidad y estabilidad lo que hace efectiva la deteccion de
bebidas que contienen el colorante rojo allura [115]. Mostrando una mejor deteccién para
los alimentos en cuanto a resolucion e intensidad en la muestra M1(45uM de AgNQOs) a
comparacion de las muestras M3(60uM de AgNO3) y M4(100uM).
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La deteccion del colorante allura mediante espectroscopia Raman sin la presencia
de superficies metalicas presenté una serie de desafios, obteniendo sefiales débiles y
con alta fluorescencia inherente del colorante en estas condiciones. En contraste, cuando
se emplearon superficies metalicas, en este caso nanoparticulas de oro con morfologia
de estrella, la deteccion del colorante mejoro notablemente.

Dentro de las limitaciones observadas en el analisis por micro-Raman:

La reproducibilidad en la fabricacion de nanoestrellas de oro con morfologia uniforme
puede ser un desafio. Las pequefas variaciones en la forma, tamafio y numero de puntas
afectan la intensidad y consistencia de la sefial SERS. Al obtener una cantidad pequefa
de nanoparticulas de oro limita la sefal SERS.

En muestras complejas, como alimentos o bebidas, el propio componente organico y
componentes adicionales pueden generar fluorescencia o interferencias espectrales que
dificultan la deteccidn selectiva del colorante rojo Allura.

Las nanoestrellas pueden sufrir agregacion o cambios en su estructura durante
almacenamiento o uso, lo que reduce la reproducibilidad y la sensibilidad del método.

Posibles mejoras:

El volumen de las nanoparticulas de oro es un parametro fundamental para la sensibilidad
en la deteccion del componente. Se sugiere que se aumente la cantidad del volumen en
las nanoparticulas, una adecuada y alta centrifugacion influye para una mayor cantidad
y obtencion de espejos de oro mas grandes.

El volumen de nitrato de plata es un parametro critico en la sintesis de nanoestrellas de
oro, ya que influye directamente en la formacién y crecimiento de las puntas
caracteristicas de las nanoestrellas. Un volumen adecuado de AgNO; favorece la
deposicion selectiva de plata en ciertas facetas del oro, promoviendo la formacion de
puntas afiladas que generan la amplificacion SERS. Por el contrario, un exceso o déficit
de AgNO; puede resultar en nanoestructuras con morfologias menos definidas o
agregacion, disminuyendo la sensibilidad y reproducibilidad del método. Por ello,
optimizar y controlar con precision el volumen de nitrato de plata es fundamental para
obtener nanoestrellas con propiedades 6ptimas para SERS.

Ajustar el tiempo de reaccion durante la sintesis puede mejorar la uniformidad y
estabilidad de las nanoestrellas, permitiendo un mejor control sobre el tamafio y la forma
de las puntas.
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Conclusiones
Se sintetizaron nanoparticulas de oro con control de morfologia por el método de
reduccion quimica asistida con semilla.

Se obtuvieron nanoparticulas de oro con morfologia de estrella con un tamafo
promedio de 43 nm. Los resultados obtenidos a partir de SEM y TEM revelaron que es
posible controlar la morfologia y tamafio a una concentracion de 45uM de nitrato de plata
(AgNO:3).

La secuencia en la incorporacion de los reactivos durante la sintesis demostré ser
un factor determinante en la morfologia, tamafio y propiedades o6pticas de las
nanoparticulas. Al realizar un cambio en la secuencia de adicién, asi como las
concentraciones y tiempos de reaccion se obtienen diferentes morfologias con
caracteristicas 6pticas diferentes, destacando la importancia de controlar rigurosamente
los parametros de sintesis para obtener nanoestructuras complejas.

La caracterizacion por espectroscopia UV-Vis permitio identificar una banda de
absorcioén alrededor de 500 nm caracteristica confirmando la formacion de nanoparticulas
de oro y deteccion del colorante allura.

La cantidad de nanoparticulas de oro presentes en la muestra y la correcta
formacion de los espejos de oro son factores criticos que influyen directamente en la
sensibilidad y precisidn en la deteccion del colorante allura, una mayor cantidad en la
concentracion de las nanoparticulas favorece la generacion de una mayor superficie
activa incrementando la interaccion con el colorante y por ende amplificando las sefiales
Opticas facilitando las detecciones en concentraciones bajas.

La formacién de enlaces o interacciones entre las nanoparticulas de oro y los
componentes del colorante se confirmaron con los espectros vibracionales de FTIR con
bandas de grupos carbonilos, aminas, o grupos hidroxilo indicando la adsorcion del
colorante con las nanoparticulas formadas.

La caracterizacién por espectroscopia Micro-Raman permitié confirmar que la
presencia de superficies metalicas a través del efecto SERS, permiten un aumento de
sefal, mejorando la sensibilidad en la deteccidon de compuestos organicos, mostrando
una deteccidon hasta bajas concentraciones de 6ppm

Se logro identificar y cuantificar la presencia del rojo 40 en la botana de maiz y la
bebida de fresa, lo que permite evaluar su conformidad con las normativas vigentes.
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Anexo 1. Técnicas de caracterizaciéon de materiales

Los métodos de caracterizacion son esenciales para poder comprender sus
propiedades unicas y el comportamiento del material, describiendo las caracteristicas
fisicas, quimicas y estructurales. Consiste en un conjunto de técnicas, métodos y analisis
de las propiedades de un material bajo diferentes condiciones [116].

A.1.1 Microscopia electrénica de barrido (SEM)

Esta técnica consiste en la obtencion de imagenes ampliamente es utilizada en
investigacion de materiales debido a su alta resolucidn y capacidades de analizar
caracteristicas morfoldgicas, estructurales y quimicas de la muestra. El microscopio
electronico es el encargado de hacer visible una imagen emitida por los rayos de luz
[117].

|~ Haz de electrones

/Len(e condensador

Ameba a MEB

| Deflector del haz

/Len(e objetivo

Brazo de soporte

/ de la muestra

Figura 39. Esquema de equipo SEM [118].
El fundamento del efecto SEM fue desarrollado en 1965 este utiliza un haz

electronico movil. Se lleva a cabo cuando los electrones emitidos por un catodo de
tungsteno pasan a través de una columna, estos electrones son acelerados a través de
un alto voltaje y se utiliza un sistema de lentes para focalizar el haz y hacerlo incidir.

La muestra debe ser colocada en una camara de vacio, ya que esta técnica opera
a condiciones de alto vacio para evitar que los electrones sean dispersados por las
moléculas de aire. Una vez que la muestra fue colocada el haz de electrones se desplaza
sobre la superficie de la muestra en un patréon de barrido. Como respuesta al impacto
electronico se generan los electrones secundarios, estos electrones son detectados
mediante un dispositivo denominado Everhart-Thornley y SED (solid State Detector)
convirtiendo la sefial de electrones en una sefial eléctrica dando lugar a una imagen. La
imagen resultante es una interpretacion en escala grises topograficas [119,117].

La interaccién de los electrones incidentes con el material tienen lugar en un
volumen llamado pera de interaccion la cual nos proporcionara tres tipos de sefales, los
electrones expulsados de la propia muestra, es decir los electrones secundarios la cual
nos proporciona informacioén detallada sobre la morfologia, electrones incidentes que son
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retro dispersados por los nucleos de los atomos de la muestra y rayos x emitidos como
consecuencia de las transiciones electrénicas, estos Ultimos nos proporcionan
informacion sobre su composicién (ver figura 13) [120].

Haz de electrones

Superficie de la muestra

Y/

Electrones de barrera (1nm)

Electrones secundarios (100nm)
Electrones retro dispersados (1um)

Rayos x caracteristicos (10pm)

Rayos x continuos (10pm)

Rayos x fluorescentes (10pm)

Figura 40. Esquema de volumen de interaccion electrénica [121].

Esta técnica es ampliamente utilizada en diversos campos como el analisis de
materiales, utilizado para estudiar su microestructura, para entender las propiedades que
estos poseen. En la rama de la medicina y biologia utilizada para la examinacion
morfolégica de células, tejidos y microorganismos. En la geologia para el analisis de
minerales o rocas, en la electronica para el analisis de circuitos integrados y dispositivos

semiconductores [122,120].

Figura 41. Imagen SEM. a) nanocompositos de plata, b) particulas de silicio con
particulas de Au [123,124].
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A.1.2 Microscopia electrénica de transmisiéon (TEM)

Esta técnica para la resolucion de imagenes es similar a la técnica SEM, en la
microscopia TEM el haz de electrones si atraviesa la muestra. Esta microscopia da inicio
en 1986 por Ernst Ruska con los fundamentos de la Optica de electrones con un
instrumento capaz de lograr una amplificacion de 400x [125].

Esta se basa en la transmision de electrones a través de una muestra delgada es
decir en nandmetros para permitir que los electrones puedan atravesarla. La muestra
preparada sera colocada en la camara de vacio del TEM. Esté proceso comienza con la
generacion de los electrones en un candn utilizando un filamento de tungsteno que es
calentado para liberar electrones. Estos electrones son acelerados mediante un voltaje,
la cantidad de electrones que atraviesen la muestra dependen de la densidad y la
composicidon de los materiales, los electrones en areas menos densas son mas faciles de
transmitir siendo absorbidos o dispersados en areas mas densas. Los electrones
transmitidos son recogidos por un sistema de lentes electromagnéticos responsables de
enfocar el haz de electrones esencial para la resolucién de la imagen [126].

Lente condensador 1
Lente condensador 2
Diafragma U
condensador
Diafragma de
contraste

Porta
objetos

8
“Lente de difraccién
Lente intermedia
Proyector 1
Proyector 2

Diafragma de
difraccion

Pantalla
fluorescente

Sistema de
planos filmados

Figura 42. Esquema microscopio electrénico de transmision [127].
Esta técnica es ampliamente utilizada en diversos campos tanto en ciencia de
materiales como en biomedicina, se puede determinar la morfologia, forma, dimensiones,
posicion, estudiar defectos, asi como su composicion quimica del material [128].
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Figura 43. NPs de plata, diferentes morfologias: a) varillas y esféricas; b) cubos,
triangulos y varillas; c) poliedrales; d) laminas [129].
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A.1.3 Espectroscopia UV-Vis

Este método se utiliza para estudiar la interaccion de la radiacidn electromagnética
de ondas ultravioletas y visibles con las moléculas de la muestra. Esta técnica consiste
en la absorcion de radiacion por parte de las moléculas las cuales nos permite conocer
informacion sobre sus estados energéticos, estructuras y concentraciones.

El instrumento utilizado para llevar a cabo esta técnica recibe el nombre de
espectrofotometro (figura 41), conformado por una fuente de radiacion UV vy visible,
generalmente utilizadas las lamparas de deuterio, wolframio y/o xendén, un
monocromador compuesto por un colimador de salida encargado de seleccionar la
longitud de onda, finalmente esta conformado por uno o varios detectores los cuales son
encargados de medir la intensidad de la radiacion formando un espectro de absorcion y/o

transmision [130].

Detector

Cubeta con
muestra

rendija

Prisma

O rendija

Fuente de rem

Figura 44. Estructura general de un espectrofotémetro UV-Vis [131].
El principio fundamental de la espectroscopia se basa en la relacion de frecuencias

de Bohr-Einstein, la cual establece que la diferencia de energia entre dos estados
discretos de una molécula esta relacionada con la frecuencia de la radiaciéon
electromagnética que se absorbe. Cuando la molécula absorbe fotones de luz, los
electrones de las moléculas pueden ser excitados a niveles mas altos de energia lo que
arroja los picos de absorcion en un espejo o conocidos como transiciones electronicas
[132].

Esta técnica se ha empleado en diversas areas lo que permite determinar la
concentracion de una solucion mediante la ley de Beer-Lambert, la cual describe la
transmision de un haz de radiacion a través de una sustancia y la concentracion de la
sustancia (ver figura 18), es decir que existe una relacion lineal entre la concentracién y
la absorbancia de la solucién [133].

A=-—1 F_ b
= 0g10P0—aC

Donde: A = absorbancia, P = intensidad, a = coeficiente de extincion, b = longitud del
medio absorbente, ¢ = concentracion del medio absorbente.
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Luzincidente Luz transmitida

Figura 45. llustracién Ley de Beer-Lambert [134].
La espectroscopia UV-Vis opera en un rango de longitudes de onda que va desde

los 200 nm hasta los 800 nm, abarcando la regién UV como la visible del espectro.

Ultravioleta Luz visible

A

300 400 500 600 700

Figura 46. Rango espectral del UV-Vis [135].

En el caso de las nanoparticulas de oro nos permite evidenciar el fenémeno de
plasmon superficial, el cual refleja la oscilacidn colectiva de los electrones de conduccion
de las nanoparticulas por la interaccion de estos con la luz incidente. Existe una
frecuencia de resonancia para la interaccién entre la nanoparticula y el haz de luz
originando un maximo de absorcién, asociado al tamafio y forma de las nanoparticulas

[136].

Absorbancia

T T
300 400 500 600 700

®
&4
5

long de onda (nm)

Figura 47. Ejemplificacion de espectro de nanoparticulas esféricas. Banda de
absorcion alrededor de 520nm con un color de origen rojo [137].
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A.1.4 Espectroscopia de Infrarrojo por Transformada de Fourier (FTIR)

La espectroscopia infrarroja por transformada de Fourier es una técnica que
permite obtener un espectro actuando como huella dactilar de una molécula biolégica que
absorbe la onda infrarroja de acuerdo con los enlaces quimicos de las moléculas
identificando y caracterizando su estructura especifica, tales como lipidos, proteinas,
carbohidratos y acidos nucleicos [138].

Este método estudia la absorcion o emision de energia radiante originada por la
interaccion entre la radiacion electromagnética y el material a analizar, basada en la
posibilidad que tienen las moléculas de rotar y vibrara a distintas frecuencias. La luz
infrarroja se absorbe a frecuencias especificas directamente relacionadas con la energia
de enlace vibratorio interaccionando con la molécula, siendo que los diversos enlaces de
la molécula vibran con diferentes energias por lo tanto absorben longitudes de onda
distintas [139].

La IR consiste en proyectar una luz infrarroja sobre una red de difraccién que
separa la luz por longitudes de onda, esta técnica comienza separando la luz, pasandola
por una rendija para reducir el haz de luz dispersandola en distintas longitudes de onda
denominadas como espectroscopia infrarroja.

U Rejillade
Fuente O difraccion

=

Abertura

Muestra

Figura 48. Esquema espectroscopia infrarroja por transformada de Fourier [140].
Esta regiéon se divide en tres zonas: infrarrojo cercano (4000 — 14000 cm™),
infrarrojo medio (400 — 4000 cm™') e infrarrojo lejano (10-400 cm™). El uso de esta técnica
tiene un amplio uso en el analisis de moléculas para comprender mejor la estructura de
los materiales asegurando que las materias primas, compuestos intermedios o productos
terminados se hallen dentro de las especificaciones [141].
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Esta técnica permite identificar los grupos funcionales correspondientes de un
compuesto quimico, como lo son los grupos aromaticos (C-H), alquenos (C=C), hidroxilo
(-OH), sulfatos (-SO3), amidas (N-H), entre otros.

En la tabla 5 podemos observar bandas de absorcion correspondientes de grupos

organicos [142].

Tipo de vibracién Frecuencia (cm-)

Tabla 5. Bandas caracteristicas de espectroscopia infrarroja.

C-H Alcanos (tension) 3000-2850
-CHs (flexién) 1450y 1375
-CH2- (flexion) 1465
Alguenos (tension) 3100-3000
Alguenos (fuera del plano de flexion) 1000-650
Aromaticos (tension) 3150-3050
Aromaticos (fuera del plano de flexién) 900-690
Alquino (tensién) ca. 3300
Aldehidos 2900-2800

2800-2700

C=C Algueno 1680-1600
Aromaticos 1600 y 1475

CcC Alquino 2250-2100

Cc=C Aldehido 1740-1720
Cetona 1725-1705
Acidos carboxilicos 1725-1700
Ester 1750-1730
Amida 1670-1640
Anhidridos 1810y 1760
Cloruro acido 1800

Cc-C Alcoholes, éteres, ésteres acidos 1300-1000
carboxilicos, anhidridos

O-H Alcoholes, fenoles Libre 3650-3600
Alcoholes, enlace H 3500-3200
Acidos carboxilicos 3400-2400

N-H Aminas y amidas primarias y secundarias 3500-3100
(tensidn)
Aminas y amidas primarias y secundaria 1640-1550
(flexién)

C-N Aminas 1350-1000
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C=C Iminas y oximas 1690-1640

C°N Nitrilos 2260-2240

X=C=Y | Alenos, quetanos, isocianatos, 2270-1950
isotiocianatos

N=0O Nitro (R-NO2) 1550 y 1350

S-H Mercaptanos 2550

S=0 Sulféxidos 1050
Sulfones, cloruros de sulfonidos 1375-1300 y
Sulfatos, sulfoamidas 1200-1140

C-X Fluoruro 1400-1000
Cloruro 800-600
Bromuro, ioduro <667
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A.1.5 Espectroscopia Micro-Raman

La espectroscopia Raman ha evolucionado rapidamente demostrando ser una
técnica poderosa, estudiando materiales solidos, liquidos y gaseosos. Consiste en la
dispersion inelastica de una fraccion de luz incidente en la muestra, la cual tiene cambios
en la frecuencia debido al intercambio de energia con la materia, proporcionando
informacion sobre la composicidn y estructura de la muestra [143].

Rejilla de difraccion|

Filtro o Detector
Notch [ / l", .
| |

A Rendija A —————
Laser de entrada

i Sistema para - .
— para @ Luz esparcida

enfocar

Expansor de haz

S

Espejo Entrada del laser

Microscopio invertido

Figura 49. Esquema microscopio Raman [144].
Este método fue descubierto por el fisico indio C.V.Raman en 1928, se basa en

hacer incidir un laser sobre una muestra la cual es dispersada en dos tipos la dispersion
elastica conocida como dispersion Rayleigh, en la cual la frecuencia del foton incidente
es la misma que la emitida por lo que no existe una variacion de energia, pero una
cantidad de luz es dispersada de manera inelastica presentando un cambio de
frecuencia, provocando la excitacion de la molécula a un estado excitado, luego el fotén
regresa al estado fundamental dando lugar a la dispersion Raman-Stokes donde la
frecuencia del fotdn emitido es menor a la incidente existe una transferencia de energia
a la molécula, cuando la frecuencia emitida es mayor a la incidente se lleva a cabo la
dispersion Raman Anti-stokes donde se llega al estado de minima energia [145].

Estados
de energia
virtuales

Dispersidn Rayleigh

Adispersion = Aldser Estados

de energia

% vibracionales
y

Dispersién Raman — v
Adispersion > Alaser Absorcion Dispersion Dispersién Dispersién
Infrarroja Rayleigh Raman Stokes Raman Anti-Stokes

oRr N Wb

Figura 50. llustracién esquematica dispersion Raman [146].
Los espectros obtenidos consisten en picos que representan diferentes modos

vibracionales de la molécula, donde la posicion e intensidad de estos permite identificar
compuestos y obtener informacién sobre su estructura molecular [147].
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A.1.6 Efecto SERS
El efecto SERS es una técnica que mejora la senal de espectroscopia Raman a

través de una superficie metalica, lo que lo hace de gran utilidad para detectar moléculas
a bajas concentraciones. Observado por primera vez por Fleischmann en 1974, cuando
investigaron la piridina en la superficie de un electrodo de plata [148].

Superficie metalica Laser

SERS intensity au )

s
~
~
e,
~.

= Raman shift fom™]
o ﬁ_ & i Espectro SERS

Figura 51. Esquema Efecto SERS [149].

Los estudios realizados en los afnos siguientes confirmaron que el origen de la
mejora de SERS es doble y esta relacionado con el efecto electromagnético (EM) y
quimico (TC). El efecto electromagnético sucede cuando se hace incidir el laser sobre la
superficie metalica, generando ondas electromagnéticas, es decir la resonancia de
plasmones de superficie estas son oscilaciones colectivas de los electrones libres que se
encuentran en la superficie metalica provocando un aumento de intensidad en la senal.
El efecto quimico sucede con la interaccién quimica entre las moléculas absorbidas y la
superficie metalica con una transferencia de carga formando enlaces covalentes o i6nicos
débiles provocando un cambio en sus modos vibracionales por lo tanto existe una
intensificacion en la sefal [150,151].

Esta técnica hace referencia a sustratos SERS, el material utilizado para mejoral
la intensidad de la sefial Raman, dentro de estos se encuentran electrodos metalicos,
dispersiones coloidales de nanoparticulas, nanoparticulas metalicas. Los que se
destacan son los colides de plata y oro, debido a su facil obtencién y a las grandes
propiedades Opticas que estos poseen para manifestar una resonancia de plasmoén en el
rango de luz visible e infrarroja [152].

El efecto SERS es aplicado en diversas areas, en aplicaciones biolégicas se han
determinado estructuras activo de metaloenzimas, para deteccion de células cancerosas,
en detecciones de proteinas, en aplicaciones farmacéuticas para la identificacién de
estos productos y mapas de concentraciones, caracterizacion de materiales, los
colorantes azoicos han tenido estudios SERS debido a su alta polarizabilidad,
aplicaciones ambientales para trazas de contaminantes organicos [153].
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