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1.- INTRODUCCION






1.1.- Antecedentes historicos

Los metales han jugado un papel fundamental en la historia
de la humanidad. Desde la prehistoria, cuando el ser humano
descubrié que el bronce podia moldearlo a su antojo,’ los metales
han estado presentes en la vida diaria y han sido y son utilizados
para fabricar herramientas, en elementos estructurales de la mayoria

de las construcciones, en automoviles, etc.

Pero hay un tipo de metales de gran interés debido a su
belleza y a su resistencia al paso del tiempo, y ha sido utilizado en
joyas, elementos decorativos o en construcciones. Estos son los
llamados metales preciosos (plata, oro, platino, paladio y rodio), entre
los cuales destaca el oro (figura 1). El interés por estos metales ha
provocado que su valor aumente, no solo por sus propiedades
intrinsecas, sino por el valor sentimental y espiritual que se les

atribuye.

Figura 1. Pepita de oro extraida de un yacimiento.2

El oro se genera gracias a las condiciones extremas que se

alcanzan en una supernova. Los nucleos menos pesados, como el



del hierro, se fusionan para dar lugar a nucleos de otros elementos

mas pesados, como el del oro.

El oro es un metal de transicion inerte a la corrosién, pero que
puede ser atacado, principalmente, por disoluciones alcalinas de
cianuro, el mercurio o el agua regia (mezcla de acido nitrico
concentrado y &cido clorhidrico concentrado,® que precisamente se
llama asi debido a que disuelve el oro). Es un metal de los mas
maleables y ductiles que se conocen, ademas es blando y pesado, y

el color del material volumétrico es amairillo brillante.*

Como se ha comentado anteriormente, ha llamado la atencion
de todas las sociedades desde la prehistoria y, aproximadamente a
partir del ano 200 a.C., se cree que Bolos de Mendes (Demdcrito) fue
el primero en practicar la khemeia greco-egipcia, disciplina que
después se denominaria alquimia, la cual es un movimiento
pseudocientifico. La alquimia tenia como objetivo principal conseguir
la transmutacion de plomo o hierro en oro. Aunque esta busqueda no
dio resultado, fue el punto de partida en el siglo XVIII de la quimica

que hoy conocemos.’

Mientras los alquimistas trabajaban en su objetivo, el oro se
utilizaba como elemento de tincién, asi en copas (figura 2)° o en las

vidrieras de las iglesias.

Fue Michael Faraday, en 1857,° el primero en intentar explicar
el por qué del color de las nanoparticulas metalicas (NPs) en las
vidrieras de las iglesias. Mas tarde, otros cientificos intentaron

explicar el fenémeno de una forma tedrica.’



e
50nm

Figura 2. Copa de Lycurgus. El color (a) verde es producido por la luz
reflejada; y el color (b) rojo es producido por la luz transmitida; (c) imagen
de Microscopia Electrénica de Transmision (TEM en sus siglas en inglés) de
una nanoparticula de una aleacién de oro-plata que se encuentra dentro del

vidrio de la copa.5

En la ultima década, existe un gran interés por las
nanoparticulas de oro (AuNPs) de 1.5 hasta 100 nm debido a sus
excepcionales propiedades dpticas, electronicas, cataliticas, etc.® °
En este trabajo vamos a indagar un poco mas en los métodos de

preparacion y en las propiedades de estos materiales.



1.2.- Propiedades de las nanoparticulas de oro

Los materiales nanoestructurados son aquéllos que tienen,
como caracteristica principal, un tamafo de entre 1 y 100 nm. Esta
caracteristica es la que modifica sus propiedades con respecto al

material volumétrico.

En general, las AuNPs estan constituidas por un nucleo
metalico de atomos de Au, el cual le proporciona propiedades
Opticas, electronicas, etc., y un recubrimiento externo (organico o
inorganico), el cual estabiliza el material en disolucién y también

puede modificar sus propiedades.

Grupo
funcional

Espaciador

Especie
anclante

Figura 3. Partes de una AuNP funcionalizada con un ligando organico.

En la figura 3 se muestran esquematicamente las partes de
una nanoparticula, funcionalizada con un ligando organico. En el
nucleo se encuentra el Au. El grupo organico que rodea la superficie
de las AuNPs consta de una especie anclante (tioles, tioéteres,
aminas, etc.) que tiene afinidad por la superficie de las NPs, el
espaciador (generalmente cadenas hidrocarbonadas), que impide
que las NPs se aproximen y se aglomeren y separa el grupo
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funcional de la superficie de oro, y el grupo funcional que le puede
proporcionar a la NP no sélo la solubilidad deseada, sino otras
propiedades tales como fluorescencia, capacidad antioxidante,

actividad farmacoldgica, etc.

El tamafio y la forma de las AuNPs dependen del método de
sintesis utilizado. La forma de las AuNPs pueden ser muy diversas:

rods, triangulos, cubos, esferas, etc. (figura 4).™

[ — o e
| _ Ol ‘

No B (< )
. O B o o g i vl
oeedshime] “ [ arl ) &M

Izs0 o | FELE - Bad o
i,5-Pentanedioi Ethylene glycol DMF

Figura 4. AuNPs sintetizadas mediante diferentes proc:edimientos.10

Entre las propiedades de las AuNPs, cabe destacar su
elevada relacién superficie/volumen, la gran dependencia de las
propiedades opticas con el tamafo y la forma de las AuNPs, y la facil
derivatizacion de su superficie con gran variedad de grupos
funcionales, lo que hace que estos nanomateriales sean muy

versatiles."
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1.2.1.- Resonancia con la luz incidente

Las AuNPs de un tamafio menor de 2 nanémetros presentan
un espectro de absorcion que esta constituido por las transiciones

interbanda, las cuales corresponden a las transiciones 5d — 6sp

(figura 5)."

E

(a) ° - . 06 (b)
non-Fermi
| distribution

Fermi
distribution
Er

}AEinum.nd
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non-
radiative
oo’}
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occupied
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Longitud de onda/ nm
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Figura 5. (a) Excitacion-relajacion de los electrones en la interbanda;'® (b)
espectro de absorcion UV-Visible de AuNPs <2 nm en THF.

Cuando las AuNPs son de un tamafo mayor de 2 nm
presentan un espectro de absorcion que es la combinacion de las
transiciones interbanda, vistas anteriormente, y las transiciones

intrabanda que se producen dentro de la banda 6sp (figura 6)."*™
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Figura 6. a) Excitacidn-relajacién de los electrones en la intrabanda; ' (b)
espectro de absorcion UV-Visible de AuUNPs > 2 nm; se observan las
contribuciones de las transiciones electronicas interbanda (linea punteada)

e intrabanda.™

La interaccion de la luz visible con las NPs de oro produce
oscilaciones coherentes de la nube de electrones libres del metal en
la interfase metal-dieléctrico, es decir, a las transiciones intrabanda
(estas oscilaciones se llaman plasmoén superficial).” El proceso tiene
lugar cuando la longitud de onda incidente es mayor que el tamafo
de las AuNPs, lo que genera una polarizacion de la superficie del
material debido a una oscilacién de la nube electrénica que entra en

resonancia con el campo electromagnético de la luz (esquema 1).'®
17

E-field Metal

e cloud
Esquema 1. Interaccién de la luz con la nube electrénica de las AuNPs."®
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Como consecuencia, se observa una banda de absorcion,
que se denomina banda de plasmoén superficial (SPB en sus siglas
en inglés) y en las AuNPs esféricas de tamafo cercano a 10 nm

presenta su maximo ~ 520 nm."®

La posiciéon de la banda de plasmoén depende del tamafio de
la NPs, de su forma, de la naturaleza del ligando estabilizante que se
encuentra en su superficie, de la distancia inter-particula, del indice

de refraccién y de la constante dieléctrica del medio."" '

Cuando el tamafio de las AuNPs esféricas aumenta, se
observa un desplazamiento batocromico de la SPB (figura 7) v,
puesto que esta banda de absorcion se encuentra en la zona visible
del espectro electromagnético, podemos observar diferentes
tonalidades en las disoluciones coloidales de estos materiales (figura
8).

absorbance

L - 1 L 1 |
350 400 450 S00 550 00 B50 o0 50 Bon

wavelength A fnm

Figura 7. Espectros de absorcion en los que se pueden ver SPB de

disoluciones coloidales de AuNPs de diferentes tamarios.'”

Las disoluciones coloidales de AuNPs son de colores muy

intensos, lo que viene determinado por su elevada absorcion molar y
14



la dispersién de la luz a longitudes de onda en la zona visible.?® Por
lo tanto, los espectros obtenidos (banda de extincién) son una

combinacion de la absorcién y la dispersion de la luz.

€

000 @

Figura 8. Disoluciones coloidales de AuNPs de diferentes tamarios.

Tamafios, en nm, de izquierda a derecha: 5, 18, 24, 60 y 90.*"

En cuanto a las diferentes formas que pueden tener las
AuUNPs, junto con las NPs esféricas, una de las mas estudiadas son
los “nanorods” (NRs). Estos poseen dos modos de resonancia con la
luz, la transversal y la longitudinal (esquema 2), por lo que aparte de
la SPB ca. 520 nm (transversal), aparece otra banda a longitudes de
onda mayores (longitudinal). La longitud de onda del maximo de la
banda longitudinal aumenta con la relacion longitud/diametro (L/d) del
NR.22-26

15
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Esquema 2. Espectro de UV-Visible de disoluciones coloidales de NRs
cuando el campo eléctrico (E) de luz incidente (que se propaga en direccién

K) interacciona con las diferentes posiciones del NR.?

1.2.2.- Interaccion de los fluoréforos con la banda de plasmén

superficial de las nanoparticulas

Se han realizado numerosos estudios de la interaccion del
plasméon  superficial de AuNPs con diferentes fluoréforos
observandose que, en general, las AuNPs esféricas desactivan la

230 gin  embargo, en

fluorescencia de cromoforos organicos.
estructuras mas complejas, tales como nanoestrellas, triangulos, etc.;
se puede producir un aumento de la fotoluminescencia del
fluoréforo.®" 32 Esto se debe a que en los vértices de estas NPs se
produce un campo electromagnético muy elevado (figura 9),
denominado hot spot, lo que hace que aumenten las propiedades

opticas de los fluoréforos. 3¢
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Figura 9. Simulacién del campo electromagnético |E| en la vecindad de las
nanoestrellas en respuesta a una onda polarizada en el plano z con un
campo electromagnético de amplitud la unidad, el cual se propaga en la
direccion y, a una longitud de onda de 800 nm. El recuadro muestra la

geometria 3D de la nanoestrella. Las figuras no estan a escala.*®

En cuanto a los procesos de desactivacion de la fluorescencia
del croméforo, que pueden ser procesos radiativos y no radiativos, su
velocidad depende criticamente de la forma y el tamafo de las
AuNPs, de la distancia entre las moléculas organicas y la superficie
metalica,”” 3 de la orientacién del dipolo con respecto al eje
fluoroforo-NP y del solapamiento de la emision del fluoréforo con el

espectro de extincién de las NPs.® %

El proceso mas importante de desactivacién de los estados
excitados de los cromoforos organicos es, generalmente, el de
transferencia de energia resonante (RET en sus siglas en inglés)
entre el croméforo organico y la AuNP.*° En el caso particular del
sistema del esquema 3, el momento dipolar éptico (u) de la zona -
conjugada de la molécula organica se supone perpendicular al eje
cromoforo-particula y esta situado a 1 nm de la superficie metalica,
en AuNPs de diferentes tamafos. Los resultados indican que la
constante radiativa de la molécula organica (dador) disminuye con el

tamano de las NPs (aceptor), observandose una disminucion drastica

17



con NPs de radio (r) ca. 3 nm. Los calculos tedricos indican el mismo
efecto si el momento dipolar de la molécula se orienta paralelo a la
superficie de la NP. La disminucion drastica de la constante radiativa
resulta de un desfase entre los dipolos molecular y metalico,
produciendo una interferencia destructiva, por lo que el momento
dipolar y el tamafio de las NPs son variables muy importantes a

considerar en estos procesos.

r=1,10, 15, 30 nm <

TRad. TNo rad.

Esquema 3. Moléculas de lisamina unidas a AuNPs mediante un grupo

tioéter.*°

Estos sistemas se aproximan mucho a los pares dador-
aceptor organicos entre los que se produce una transferencia de
energia resonante de Fdrster (FRET en sus siglas en inglés),
proceso asi nombrado en honor a Theodor Fdorster, el primero en dar
una explicacién a este fenémeno.*' En estos sistemas se produce
una transferencia de energia no radiativa de una molécula excitada
(dador) a otra molécula (aceptor), produciendo la excitaciéon de la

molécula aceptora.

Esta excitacion electronica mediante FRET, se produce por
una interaccion dipolo-dipolo entre los estados electronicos del dador

y del aceptor y deben solaparse el espectro de emisidn de la especie

18



dadora con el espectro de absorcion de la especie aceptora

(esquema 4).

7R
CY ()
N o/

Emisién del  Absorcion del
dador aceptor

Fluorescencia (a.u.)/ Absorbancia

Longitudde onda (A)

Esquema 4. FRET entre un dador y un aceptor.

Para determinar la probabilidad de que se produzca este
efecto también se tienen en cuenta los estados electronicos (primer
estado excitado y fundamental) de las dos especies que participan en
el proceso. En el esquema 5 se puede observar esta interaccion
donde V es la magnitud de la interaccion entre los dipolos, y ésta

depende del momento dipolar de cada compuesto.*?

—TIT Tq,

0 dp

Esquema 5. Interaccion dipolo-dipolo del estado excitado del dador con el

estado fundamental del aceptor.*?

19



La desactivacion de la fluorescencia del cromoforo organico
puede tener lugar a través de otro tipo de transferencia, llamado
transferencia de electrones foto-inducida (PET de sus siglas en
inglés). Este efecto es totalmente dependiente del potencial redox del

compuesto organico y de las AuNPs.

Sin polarizacién Polarizacion negativa

Esquema 6. Transferencia electrénica entre clorofila a (Chla) y AuNPs

antes y después de cargar negativamente las NPs.*?

En el ejemplo sefialado en el esquema 6, realizado por

;** observaron que la emision de Chla se desactiva

Hotchandani y co
debido a que la diferencia entre el nivel de Fermi de las NPs (~ +0.5
eV vs NHE) y el potencial redox de la especie excitada Chla* (~ -1.1
eV vs NHE) es suficiente para que se produzca PET desde Chla
hacia las NPs. Cuando se disminuye el potencial redox de las NPs
aplicandoles un potencial negativo, se inhibe la transferencia
electrénica desde Chla* hacia las AuNPs y se produce la emision del

fluoréforo organico.

20



1.3.- Aplicaciones

Ademas de las propiedades opticas, estos materiales ofrecen
una gran estabilidad quimica, lo que les permite conservar sus
propiedades 6pticas durante meses.** Estas nanoparticulas han sido
muy estudiadas en biomedicina, como transportadores de farmacos,
en inmunoensayos, como sensores, en diagndstico y terapia
fotodinamica contra el cancer, etc.*> *®, debido a la facilidad de
sintesis y funcionalizacion con diferentes ligandos, asi como a su

elevada biocompatibilidad.
5-fluorouracilo

(Antileucémico y
Antibacteriano)

@+.;Q

/
x 6 Antileucémico \y
Célula cancerosa

Muerte celular

h <Antil:;az:teriano

Bacteria \
Muerte celular

Esquema 7. Actividad anticancerigena y antibacteriana de un material

hibrido AuNP-5-fluorouracilo.*

Un ejemplo representado es el 5-fluorouracilo soportado en
AuNPs (esquema 7). Estudios preliminares indican que el sistema

hibrido puede actuar como agente anticancerigeno, pero también

21



tiene actividad antifungica y antibacteriana. El mecanismo de este

proceso aun no esta muy claro.

Las AuNPs combinadas con nanoparticulas magnéticas han
sido utilizadas para el diagnostico eficaz de células tumorales
especificas, basado en un proceso de captura y acumulacion de las
NPs en las células cancerosas.*” Ademas, las AuNPs de 2 nm
conjugadas con ciclodextrinas y adamantano han mostrado un efecto

fototermal de interés en procesos de terapia fotodinamica.*®

Las AuNPs también poseen una actividad catalitica muy
significativa, debido a su elevada relacion superficie/volumen, lo que
permite su interaccion con muchos reactivos a la vez. Entre los
sistemas cataliticos mas estudiados cabe destacar las AuNPs
soportadas en CeO,, hidrocalcita (aleacion de Al/Mg), TiO, Fe,0;,
MgO, etc.*® Asi, se observd que Au/CeO, cataliza la reaccion de
acoplamiento entre yodo benceno y dos equivalentes de
fenilacetileno a 150 °C (esquema 8). Cabe destacar que no se
produce la lixiviacién de Au del catalizador y, después del lavado con
acetonitrilo, el catalizador se puede reutilizar sin perder sus

propiedades cataliticas.>

|
O 2= O - O - O==0
\ DMF/K,CO;
(2)

1) (0.89) (0.11) (0.30)

Esquema 8. Acoplamiento cruzado de Sonogashira promovido por un

catalizador de AuNPs soportadas en Ce02.5°

Se han realizado diferentes estudios para evaluar la actividad
catalitica de las AuNPs en reacciones de adicidn carbono-carbono
22



multiples, reacciones de oxidacion e hidrogenacion, hidrogenacion
selectiva, etc. De estos estudios se deduce que su actividad catalitica

desaparece cuando presentan un didmetro de 20 nm o superior.*

Las AuNPs también se han utilizado como fotocatalizadores,
proceso conocido como catalisis mediada por la banda de plasmoén
(PMC en sus siglas en inglés). Cuando las AuNPs se iluminan a la
longitud de onda de la banda de plasmon, se rodean de un intenso y
localizado campo electromagnético producido por la excitacion de
esta banda, conocido como efecto de campo cercano. Tras la
excitacion pueden tener lugar diferentes efectos, tales como la
conversién de la luz en calor o procesos de transferencia de carga

(esquema 9).”’

o~ o4 . L.
Transferencia R > R 2 Oxidacion

1 —
A / de Carga R =3 R =3 Reduccién
/
4 Superficie de NPs y/o cambio

‘ + + ¢
B Transferencia de tamaiio Reaccion
@é@ __>dCI > R > Rpof >PQuimica
N & Lalor Cambio supramolecular

NC
\
Incrementq " . Efecto Antena
4 > > 'R P R’ Reacction Quimica

de SPB \ / SERS
R

Esquema 9. Procesos que pueden ser iniciados por la excitacion de la
banda de plasmon (SPB) de AuNPs.*!

Fotoexcitacion
de SPB

Esta excitacion permite, por ejemplo, que las moléculas
organicas que se encuentran en la superficie o cerca de las AuNPs,
se calienten a temperaturas de alrededor de 500 °C en unos pocos

nanosegundos. Asi, se puede inducir la evaporacién de etanol a

23



temperatura ambiente®® o como se muestra en el trabajo de Scaiano

|.53

y col.”, se puede inducir la descomposicion del peroxido de dicumilo

mediante la irradiacion de una mezcla de AuNPs y del peroxido con
un laser a una longitud de onda de 532 nm (esquema 10). A este

proceso se le denomina catalisis mediada por el plasmén (PMC en

o o
e + CH;
AuNPs
—_—
e} OH
+RH— » +R’

hv =532 nm
Esquema 10. Disociacion del perdxido de dicumilo por PMC.®!

sus siglas en inglés).

o
~o

Como se ha comentado anteriormente, estas nanoparticulas
se pueden combinar con otros materiales semiconductores, como por
ejemplo el TiO,. Gracias a que las AuNPs absorben tanto en la
region UV del espectro como en la regién del visible, la combinacion

de estos dos tipos de materiales puede ser muy versatil en catalisis.

Tio,

Esquema 11. Mecanismo propuesto para la disociacion del agua utilizando
el nanocomposite catalitico Au/TiO.: (a) excitacion, con luz UV, del
semiconductor; y (b) excitacion, con luz visible, de la SPB del Au.**
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En el nanocomposite de AuNP/TiO, del esquema 11,** se
puede observar la disociacion del agua para formar hidrégeno
molecular por excitacion del TiO, con luz UV o por excitacion de la

AuUNP con luz visible.

Ademas, las AuNPs son de interés en otras areas o
aplicaciones, tales como en electronica,®® memorias digitales® y

dispositivos fotovoltaicos.®’
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1.4.- Sintesis de las nanoparticulas de oro

Como se ha comentado anteriormente, el método de sintesis
utilizado es crucial para la posterior aplicacion de las AuNPs, ya que

las propiedades de las NPs dependen del tamafo y de la forma.

Aunqgue son muchos los métodos descritos para la sintesis de
las AuNPs, son muy pocos los que permiten obtener materiales con
una distribuciéon estrecha de tamafios de particula. Esto es
particularmente importante para las aplicaciones biologicas vy

58, 59

médicas, asi como para aumentar la versatilidad de sus

aplicaciones.8 Por ello, muchos estudios se han centrado en el

control del tamafio de las nanoparticulas.®® 2

Hay dos estrategias esenciales para sintetizar AuNPs: la
primera es la conocida como top down, mediante la cual se obtienen
las nanoparticulas por molienda o erosion del material volumétrico.
La segunda, es la conocida como bottom up, lo que quiere decir que
se parte de atomos de Au para generar agrupaciones de atomos y
finalmente obtener AuUNPs de tamafo uniforme (esquema 12). Para
ello, se utilizan técnicas de aerosol, precipitacion quimica,

aglomeracién en fase gaseosa, etc.®®
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Esquema 12. Representacién esquematica de las dos principales

estrategias que se utilizan para la obtencién de AuNPs.

La estrategia del bottom up se basa en el mecanismo llamado

64, 65

“Ostwald ripening” (esquema 12), que parte de una sal de oro

(normalmente Au(lll)) y consiste en las siguientes fases:

» Nucleacién: El Au(lll) se reduce formando atomos de Au(0),
lo que genera pequefios agregados de atomos. Esto sucede
porque la formacion de particulas pequefias esta favorecida
cinéticamente.

» Crecimiento: Los pequefios nucleos de Au(0), que tienen
una energia superficial muy elevada, se unen para aumentar
el tamafno de Ila NP, lo ~cual estd favorecido
termodinamicamente, ya que las particulas grandes tienen
una menor energia superficial y, por lo tanto, menor energia
total de Gibbs.*

» Coaqulaciéon: Las NPs se unen entre si rapidamente y
coagulan. Esta etapa es determinante para controlar el
tamano final de las NPs, por lo que se anaden agentes
estabilizantes que detienen el proceso de coagulacién en el

momento deseado.
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Esquema 13. Mecanismo de “Ostwald ripening”.

Como se ha comentado anteriormente, Faraday, en 1857, fue
el primero en darse cuenta de la sintesis de AuNPs y en reconocer la
dependencia de su color con el tamafio.® Mas tarde, Turkevich y
col.’” desarrollaron un método muy simple, que consiste en la
reduccion térmica de Au(lll) con citrato. Actualmente, este método es
uno de los mas utilizados para la sintesis de AuNPs (~ 20 nm) en
disolucién acuosa, las cuales estan estabilizadas con citrato. El
mecanismo propuesto por Xia y col.?® para la sintesis de AuNPs

desarrollada por Turkevich es el siguiente:

a) Hidrdlisis de HAuCl, y citrato.
CsHsO7* + H,0

AuCl, + OH
AuCl3(OH) + OH"
AuClIy(OH), + OH
AuCI(OH);” + OH

CeHeO7* + OH
AuCI3(OHY + CI
AuCI,(OH), + CI
AuCI(OH); + CI
Au(OH), + CI
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b) Reaccién redox entre HAuCl, y citrato.

[0) O
o] o] o o
Y\H/\H/ +C02 Y H 2
0 o .
OH (0] (0] (0]

AuCl; + 2 — AuCl + 2CI

c) Complejacion entre el AuCl y el acido 3-cetoglutéarico
sodico (ACS).

AuCl
SN AuCl

/ (e
/ \ / . o
o o ! o’ PN
Y\"/\"/ + AuC| 5 ,I o’
o 0o O 4 o
0 o
0

d) Descomposicion de ACS en acetona y reducciéon de
AUC|3.

O (o} O (e}
/“\/“\/j\ — )J\ +2C0O, + 2H* + 4
-0 (o)

2AuCl; + 4 —» 2AuCl + 4CrI

e) Desproporcion de AuCl.
3AuCl — 2Au° + AuCl;

Otro método de sintesis de AuNPs con una baja dispersion de
tamafios es el método desarrollado por Shon y col.?® Partiendo de
una sal de Au(lll) disuelta en THF, que se reduce con NaBH,, se
obtienen NPs de un tamafio ~ 2 nm solubles en disolventes

organicos y funcionalizadas con tioles con cadenas hidrocarbonadas

29



largas o grupos cromoforos. Este método se detallara en mayor

medida en los apartados 3.1y 3.2.

Uno de los métodos mas utilizados es el método de Brust,”
también conocido como método de las dos fases. De este método se
hablara con mas detalle en los apartados 3.2 y 3.3, ya que es uno de
los métodos utilizados para la sintesis de las AuNPs en esta tesis.
Este método permite la obtencion de AuNPs de ~ 3-5 nm, partiendo
de sal de Au(lll) y utilizando NaBH, como agente reductor. En un
primer paso (1) se transfiere la sal de oro de la fase acuosa a la fase
organica mediante un surfactante, el bromuro de tetraoctilamonio
(TOAB):

AuCl,” (aq) + N(CgH17)s" (tol) > N(CgH47)s"AuCl, (tol)
(1)

Posteriormente, se separan las dos fases y se adiciona a la
fase organica un tiol (dodecanotiol) y, a continuacion, una disolucion

acuosa de NaBH, que es el agente reductor (2):
mAuUCl,” +nCy,H,5SH + 3me™ > 4mClI” (aq) + (Au,,)(C12H25SH), (tol)
(2)

Estas NPs también son solubles en disolventes organicos, ya
que, en general, estan estabilizadas con tioles con una cadena de
hidrocarburo o con cadenas hidrocarbonadas a las que estan unidos

cromoforos no hidrofilicos.

Para sintetizar las AuNPs, normalmente se utiliza una sal de

Au(lll), HAuCl,, como precursor, aunque el estado de oxidacion +1
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también es relativamente estable. Se ha demostrado que en la
reduccion de Au(lll) se forma Au(l), y la participacion de esta especie
en el control de la forma de las AuNPs.”" " Un método
alternativopara la preparaciéon de las AuNPs utiliza una sal de Au(l)
que se reduce con oleilamina calentando a reflujo en CHCI;. Este

método fue desarrollado por Xia y col.”

, 'y sera el utilizado en el
apartado 3.4. De esta forma, se obtienen NPs de ~ 10 nm
estabilizadas con oleilamina y solubles en disolventes organicos. Se
dara una descripcion mas detallada del método en el apartado 3.4.

2 [AuCI(CgH17-CH=CH-(CH,)g-NH,)] >2 Au® + [CgH1;-CH=CH-(CH,)s]o-NH
+ Cl, + NH,

(3)
Todos estos métodos han sido muy estudiados y se han
modificado utilizando diferentes agentes reductores con el fin de
mejorar la estabilidad de las NPs en disolucion, hacerlas solubles en

diferentes medios, o controlar su tamafio.® ™+ "°

Para sintetizar AuNPs también se pueden utilizar métodos
fotoquimicos, basados en la generacion de radicales. Existe una
relacion inversa entre el flujo de fotones y tamafio de las particulas
por lo que se pueden obtener particulas monodispersas de tamano
medio inferior a 10 nm.**"® 7" En el grupo de Scaiano, ha sido muy
estudiada la sintesis de AuNPs a partir de la generacion de radicales
cetilo de diferentes cetonas aromaticas (por ejemplo, a-fenilbenzoina)
por radiacion UVA, utilizando sales de Au(l) o Au(lll) (esquema 14)
en disoluciones micelares acuosas (cloruro de 1-hexadecil

trimetilamonio).”” Con la sal de Au (I) se obtienen NPs de tamafios
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7.5+ 1.5 nmy con la de Au (lll) se obtienen NPs de tamafios 17.0 =

7.8 nm.
0OH O\' OH
oL =6 oo
0

Au™

Au®-* 4 H*

Esquema 14. Produccion de radicales cetilo mediante la descomposicion de

a-fenilbenzoina y reduccion de los iones de oro mediante estos radicales.”’

Algunas veces, el envejecimiento, el calentamiento o el
intercambio de ligando de las AuNPs es suficiente para conseguir
una menor dispersion de tamafios.”® ’® Otros métodos para el control
del tamafio utilizan desde medios micelares® hasta tratamientos

post-sintesis con y-radidlisis.®" &

El tamafo de las AuNPs también puede ser modulado
utilizando la estrategia del crecimiento por sembrado. Este método
consiste en preparar inicialmente particulas de tamano muy pequefo
y utilizarlas posteriormente como “semillas”, es decir, centros de
nucleacion para la preparacion de NPs mas grandes. Controlando el
numero de “semillas” y utilizando unas condiciones que no permitan
una segunda formacion de estos centros, el tamafio de la NP se
puede modular simplemente variando la relacién entre las “semillas”

y la sal metalica.?* ®
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En la tabla 1 se presenta un resumen de los tipos de sintesis

de AuNPs a partir de sales de Au, mencionados anteriormente:

Método

Turkevich

Shon

Brust

Xia

Scaiano

Sal de oro

HAuCl,

HAuCl,

HAuCl,

AuCl

AuCI/AuCls

Agente
reductor

N83C6H507

NaBH4

NaBH4

Oleilamina

Radicales

cetilo

Disolvente

H20/CeHs

Disolucién

micelar
(CTAC/DMSO)

Agente
estabilizante

Na3zCeHs07

Tioles

TOAB,
tioles

Oleilamina

CTAC

Tamaino
medio

obtenido

10-100 nm

3-5nm

7.5-17.0 nm

Apartado en
el que se

utilizan

Tabla 1. Resumen de los métodos mencionados.
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1.5.- Ligandos

El papel que juega el ligando en la sintesis de las AuNPs es
esencial en cuanto a distribucién de tamafios y su estabilizacién en
disolucion. Ademas, se puede modificar la superficie de estos
materiales con el objetivo de conferirles nuevas propiedades
quimicas y fisicas sin modificar sus propiedades opticas, de tal forma
que podamos obtener un material que se adeclue a nuestras
necesidades. Asi, dependiendo de la cantidad de ligando afadido,
podremos obtener diferentes tamafios, ademas, dependiendo de las
propiedades (hidrofébicas o hidrofilicas) del ligando, podremos
obtener disoluciones estables de AuNPs en medio organico o en

medio acuoso.

Como se ha mostrado en la figura 3, el ligando organico
consta, generalmente de tres partes: especie anclante, espaciador y
grupo funcional. Como grupos anclantes se han utilizado tioles,

aminas, fosfinas, 6xidos inorganicos y polimeros.

> Tioles: Los tioles son los que forman una unién mas fuerte
(considerado covalente) con la superficie de las AuNPs (figura
10). Ademas, se han utilizado otros ligandos que contienen
azufre, tales como xantatos y disulfuros, di- y tri-tioles (figura
11). Se ha demostrado que los disulfuros y los tioéteres no
son tan buenos agentes estabilizadores como los tioles, pero

son Utiles para la aplicacién de las AuNPs en catalisis,
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precisamente debido a la debilidad de su interaccion con la

NP.?
y NH, LSH
HS—(CH)y—CHs hs NMOH P
) ) H C.NVN;)\,O\H/\SH
HS OH HN™ ~0 N
Oﬁ) o
o
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[ _OCH; oH
NN o
3
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o
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Figura 10. Estructura quimica de algunos tioles utilizados en la

sintesis de AuNPs.®°

> Aminas y sales de amonio: Las aminas se unen a la

superficie de las AuNPs mediante una interacciéon débil, lo
que permite su intercambio por otros ligandos. ElI método
desarrollado por Xia utiliza oleilamina, la cual juega el papel
de reductor de sal de Au(l) y ligando estabilizante de las

t70

NPs.” Por otra parte, el método de Brust” para la sintesis de

NPs utiliza una sal de amonio para estabilizarlas.

> Otros ligandos: Para estabilizar las AuNPs se han utilizado

ligandos, tales como fosfinas o acidos carboxilicos (figura 11).

La ventaja de utilizar estos ligandos es que tienen una

afinidad menor que otros (por ejemplo, los tioles) por la

superficie de oro, por lo que se puede realizar un intercambio

de ligando mas eficiente. Algunos de ellos son menos
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comunes debido a que no producen disoluciones coloidales
monodispersas o no estabilizan las AuNPs de una manera

deseable para que soporten las condiciones experimentales.®

<4
HSC\s CHs
RV

~,

ch—s/_ 1

S~cH,

N*(CHz)s

o o NN NN O
F. coy o
OH AN N-Se
“0,C.
|/\ N N OH NN
HN ©
- A 0 PN

NC
coy

Figura 11. Otros tipos de ligandos utilizados en la sintesis de las AuNPs.®®

Por otra parte, cuando el método utilizado para la sintesis de
las NPs no permite la funcionalizacion deseada, se recurre al
intercambio de ligando de la superficie de las AuNPs. Para que este
proceso sea efectivo, se suelen utilizar ligandos que poseen un grupo
con mayor capacidad anclante que la del ligando de la NP. Este es
un proceso de equilibrio favorecido tanto por un exceso del nuevo

ligando como por la fuerza del enlace de los grupos anclantes a la
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superficie de las NPs (figura 12). Estas reacciones pueden darse

mas rapidamente si calentamos suavemente la mezcla de reaccion.

Figura 12. Esquema de una reaccioén de intercambio de ligando.

La superficie de las NPs también puede ser recubierta con
polimeros o con Oxidos inorganicos para modificar el tipo de
interaccion de la superficie de las NPs con otras moléculas. Por
ejemplo, cuando las AuNPs se recubren con una capa de silica, la
desactivacion de la fluorescencia que se produce debido a la
interacciéon del fluoréforo con la superficie de la NP disminuye

conforme aumenta el tamano de la capa aislante de silica (figura 13).

@ *W méw

|:> SH-PEG-COOH

~°% N sw LT weH

O —Si

Figura 13. Procedimiento sintético de Au@organosilica.®®
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Como las NPs se obtienen normalmente como disoluciones
coloidales, el cambio de solubilidad o la transferencia de fase de un
medio apolar a uno polar, o viceversa, de las NPs es de gran interés
para aplicaciones especificas de las NPs: catalisis, formacion de
nanoparticulas del tipo core-shell bimetalicas, aplicaciones

biomédicas, etc.

La periferia de las NPs puede ser modificada con un ligando
en su superficie que permite la transferencia de fase de las mismas

mediante estimulos externos (pH, temperatura, con aditivos, etc.).®’

El primer trabajo en el que se indujo la transferencia de fase,
fue llevado a cabo hace 20 afios por Hidefumi y col.?® Las AuNPs,
sintetizadas por el método de Turkevich, se transfirieron de la fase
acuosa a hexano adicionando MgCl, y oleato sédico. En esta mezcla
se forma una emulsién y el oleato sddico se transforma en oleato
magneésico, soluble en disolventes organicos, el cual desplaza a las
moléculas de citrato de la superficie de la NP, lo que permite que las
NPs sean solubles en hexano. Esta estrategia también se ha
utilizado para transferir nanoprismas de Ag.®* En la misma época,
también se transfirieron este tipo de NPs a diferentes mezclas de

disolventes utilizando un copolimero.*

La modificacion del pH es otra forma de controlar la
solubilidad de las AuNPs. En un trabajo realizado por Simard y col;®!
se sintetizaron AuNPs estabilizadas con octanotiol. A estas NPs se
afiadié acido mercaptoundecandico, el cual se unié a la superficie de

las NPs, intercalado entre las cadenas de octanotiol (esquema 15).
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Las NPs se solubilizaron en Ila fase acuosa variando

convenientemente el pH.

Esquema 15. Representacion de la intercalacion de acido

mercaptoundecandico entre los ligandos octanotiol de AuNPs.*’

Existen métodos para modificar la periferia de las AuNPs sin
realizar el intercambio de ligandos, asi mediante la encapsulacion de
las NPs debida a interacciones covalentes, electrostaticas o

hidrofébicas del ligando con moléculas organicas funcionales.*

Otro método en el que no es necesario el intercambio de
ligando se basa en la reactividad de los grupos funcionales de los
ligandos. McMahon y Emory® fueron los primeros en transferir
AuNPs de la fase acuosa a la organica (CHCI;, tolueno y DMSO)
mediante la modificacién de la periferia de la NP por formacion de un
enlace amida en la periferia de las NPs (esquema 16). Asi se pudo
transferir NPs de entre 45 a 100 nm sin observarse una excesiva

aglomeracion ni cambios de tamanio significativos de las AuNPs.
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Esquema 16. Formacion del enlace amida en la periferia de AuNPs.*

Oftra estrategia que se puede utilizar es la transferencia de
fase a través de la formacion estequiométrica de pares iénicos (figura
14), estudiada por Yao y col.® Para este estudio se prepararon
AuNPs estabilizadas con acido mercaptosuccinico, solubles en fase
acuosa. A esta disolucion se le anadié una disolucion de TOAB en
tolueno. La interaccién idnica entre el carboxilato, cargado
negativamente, y el TOAB, cargado positivamente, hizo posible la

transferencia de las AuNPs de la fase acuosa a la organica.

*\\o\—\z\’cﬂé

s’&, oo’ oo

Figura 14. Formacién de un par idnico en la periferia de las AuNPs.%
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Pellegrino y col.** modificaron la solubilidad de las NPs
mediante la adiciéon de un polimero con cadenas hidrofébicas y una
parte hidrofilica. Las cadenas hidrofébicas del polimero se intercalan
entre las cadenas que recubren la superficie de las nanoparticulas,
dejando la zona hidrofilica del polimero en el exterior. Posteriormente
se afnade un agente entrecruzante que permite que el polimero

quede fijado a la superficie de las nanoparticulas (figura 15).

Figura 15. Interacciones hidrofébicas entre el ligando de las NPs y un

poll’mero.94

Por ultimo, cabe destacar el trabajo realizado por Sastry y
col.®, en el que se modifica la solubilidad de las NPs simplemente
por la intercalacion de un surfactante (CTAB) entre de las cadenas
hidrofdbicas del ligando dodecilamina de las NPs. De este modo, la
parte polar del surfactante queda posicionado en el exterior de la
bicapa (esquema 17) que se forma, lo que produce la transferencia

de las NPs de la fase organica a la fase acuosa.
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Esquema 17. Formacién de una bicapa para la transferencia de fase de
AuNPs.*®

En todos los métodos mencionados anteriormente se produce
la modificacion de las condiciones del medio donde se encuentran
disueltas las NPs o de la superficie de éstas. Un inconveniente de
estos métodos es la dificultad en la recuperacion de las NPs en su
estado inicial. Ademas, separar los productos quimicos utilizados

(surfactantes, iones metalicos, etc.) de las NPs no es una tarea facil.
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1.6. Perspectivas del trabajo

Las AuNPs son nanomateriales que poseen un gran potencial
para ser aplicados en multitud de procesos que abarcan desde
catalisis hasta medicina. Sin embargo, uno de los grandes obstaculos
para la aplicacion de estos materiales es la falta de reproducibilidad
de su tamano en cada sintesis. Ademas, es necesario encontrar un
meétodo eficaz para obtener NPs con escasa dispersion de tamanios,
lo cual es especialmente relevante para su aplicacion en medicina y

otros procesos bioldgicos.

Los procesos fotoquimicos se han utilizado en la preparacion
de AuNPs a partir de sales de oro y presentan ventajas con respecto
a los procesos térmicos, tales como el control temporal y la
generacién in situ de agentes reductores. Ademas, estos procesos
son limpios, ya que la luz es un reactivo inocuo que desaparece del

medio de reaccion tras su participacion en la misma.

El estado excitado triplete del croméforo benzofenona se
transforma eficazmente en radicales cetilo en presencia de un
disolvente que sea un buen dador de hidréogeno. Los radicales cetilo

son buenos reductores.

El objetivo de los estudios del apartado 3.1 es determinar si la
transferencia de electrones desde los radicales cetilo a AuNPs
pasivadas con tioles puede inducir la pérdida controlada de ligandos

y, finalmente, el crecimiento de AuNPs.
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Ademas, existen diferentes métodos para modificar el tamafo
de las AuNPs y obtener una dispersiéon menor de tamarfos. Uno de
los mas utilizados es el sembrado, basado en la reducciéon de sales
de oro en la superficie de la NP. Esta estrategia se ha utilizado para

AuNPs pasivadas con tioles, pero requiere condiciones drasticas.

Los radicales cetilo son buenos reductores; sin embargo, la
reduccion fotoquimica de sales de oro por benzofenonas es un
proceso relativamente lento, lo que se atribuye a la desactivacion del

triplete de la benzofenona por la sal de oro.

Las AuNPs con ligandos organicos presentan la capacidad de
encapsular moléculas en la capa organica. Por lo que el objetivo de
los estudios del apartado 3.2 es determinar si es posible realizar el
crecimiento de AuNPs pasivadas por tioles mediante la siembra
fotosensibilizada por benzofenonas, aprovechando las propiedades
encapsulantes de las AuNPs, asi como su capacidad para almacenar
electrones y, posteriormente, reducir sales metalicas que se

encuentren en su superficie.

Por otra parte, el tamafio y la forma de las AuNPs pueden ser
modificados mediante irradiacion con luz. La estructura y el tamafio
de los materiales obtenidos cambian de manera significativa
dependiendo de la longitud de onda de la luz con la que se irradia y
de la densidad de fotones. Este efecto también depende del tipo y la
concentracion de surfactante utilizado para estabilizar las AuNPs. En
la mayoria de estudios se ha observado una disminucién del tamario
de las AuNPs cuando éstas interaccionan con la luz. Los pocos

estudios en los que se ha observado el crecimiento de las AuNPs,
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estan relacionados en su mayoria con AuNPs pasivadas con tioles.
En ellos, se ha utilizado irradiacion a A > 300 nm y elevada densidad
de fotones. Por lo tanto, el objetivo del capitulo 3.3 es estudiar el
efecto que produce la irradiacion con luz UV (laser o lamparas) de

AuNPs pasivadas con tioles.

Finalmente, existen métodos para la modificacion de la
solubilidad de las AuNPs utilizando ligandos sensibles a diferentes
condiciones, tales como el pH, o cambiando el ligando en su
superficie, etc. Sin embargo, la mayoria de estos métodos son

irreversibles.

Se ha demostrado que compuestos que poseen un grupo
acetamidina unido a una cadena hidrofébica pueden ser transferidos
reversiblemente entre una fase organica y una fase acuosa mediante
el burbujeo de gases (N, y CO,), ver esquema 18. Estos compuestos
se han utilizado como surfactantes y han sido ampliamente

estudiados por el grupo de Jessop y col.®°

El objetivo del capitulo 3.4
es estudiar el potencial de este tipo de compuestos para intercalarse
entre las cadenas hidrofébicas de AuNPs y permitir asi la
transferencia reversible y eficaz de las mismas entre una fase acuosa

y una fase organica.

Me Me

co,
R )\ + H,0 R )\ “O,COH
\N NMe, 2 N, ™~ //_\

N7 . NMe,

Hidrofoébico Hidrofilico

Esquema 18. Interaccién del grupo acetamidina con CO,.%
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2.- OBJETIVOS
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En concordancia con los precedentes descritos en la
introduccion sobre los métodos de sintesis de las AuNPs
funcionalizadas, y con respecto a los tipos de ligandos que pueden
unirse a su superficie, los objetivos concretos que nos propusimos

fueron:

- Evaluar la capacidad del radical cetilo, generado
fotoquimicamente, como reactivo para el aumento controlado

del tamano de nanoparticulas funcionalizadas con tioles.

- Estudiar la formacion fotoinducida de radicales cetilo en
presencia de AuNPs y sales de oro, y, por lo tanto, la
modificacion del tamafio de AuNPs funcionalizadas con tioles

mediante una técnica de sembrado fotosensibilizado.

- Estudiar el efecto de la luz UV-C y de la densidad de fotones
sobre la forma y el tamano de AuNPs funcionalizadas con

tioles.

- Disefar una estrategia para la transferencia reversible entre

fase acuosa y fase organica de AuNPs.
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3.1.- “Photocatalytic coalescence of functionalized
gold nanoparticles”

M. Consuelo Cuquerella, Salvador Pocovi-Martinez and Julia Pérez-Prieto

Langmuir, 2010, 26 (3), 1548-1550
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“Coalescencia fotocatalitica de nanoparticulas de oro

funcionalizadas”

La sintesis de nanoparticulas de oro (AuNPs) con una
distribucion de tamanos estrecha y controlada es de gran interés en
quimica, biologia y medicina ya que sus propiedades cataliticas,

opticas y electronicas dependen del tamafio.”” "

Las AuNPs pueden ser utilizadas como plataforma para una
multitud de funciones. Las nanoparticulas (NPs) funcionalizadas en la
periferia con cromaéforos, presentan propiedades fisicas y Opticas que
surgen del ndcleo de la particula y del cromoéforo. Ademas, las
AuNPs pueden modificar las propiedades fotofisicas de los

croméforos que tienen unidos en la periferia.'® '

La aplicacibn de estos nanomateriales hibridos como
sensores, en técnicas de imagen y para dispositivos fotovoltaicos

esta siendo ampliamente estudiada.> "% 1%

El estado excitado triplete de la benzofenona (°BP) es de
naturaleza nm* y abstrae eficientemente atomos de hidrégeno de
buenos dadores de hidrégeno.'® Como consecuencia de esto, la
irradiacion de la benzofenona (BP) en THF da como resultado la
formacion de radicales cetilo (BPH) (figura 1) que pueden actuar
como dadores de electrones (Eox= -0.25 V frente al electrodo de
calomelanos), incluso los radicales de THF pueden actuar como tales
(Eox= -0.35 V frente al electrodo de calomelanos).””” ' Esta
propiedad ha sido utilizada previamente para la sintesis de NPs de
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Ag y Au a partir de sus sales correspondientes y también en

la reduccion de tamafio de NPs de CdSe."""

0.04-
—— 48ps
—35.2ps
98.4 ps
— 489 ps
<< 0.02
<
0.00 : WS SN
400 500 600 700
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Figura 1. Espectro de absorcion del transiente generado en una disolucion
en THF bajo atmdsfera de nitrégeno de la BP (1.9 mM), registrado a 4.8 us
(negro), 35.2 us (rojo), 98.4 us (verde), y 489 us (azul) después del pulso
del laser (355 nm).

El objetivo de este trabajo es comprobar si la BP puede actuar
como fotocatalizador en el proceso de crecimiento controlado de

AuNPs pasivadas con tioles.

3.1.1.- Sintesis de las nanoparticulas de oro pasivadas con tioles

Para la sintesis de las AuNPs se utilizé un ligando (1) que
contiene pireno (Py) como cromaéforo. El pireno absorbe en un rango
de entre 400 y 250 nm, el cual es el rango en el que vamos a irradiar.
El compuesto 1 se sintetizd6 mediante el procedimiento descrito por
Hisashi Yamamoto y colaboradores (esquema 1)."? La esterificacion
del grupo alcohol del 1-pirenobutanol con el &acido 11-
mercaptoundecanoico en atmodsfera de nitrégeno, utilizando
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HfCl;-4H,O como catalizador y tolueno como disolvente, da lugar al

ligando 1 con buenos rendimientos (86 %).

OH fe)
e, T nona (1) LAV
—_—
5 ‘s “ HICI, - 4H,0 ‘O
1

Esquema 1. Sintesis del ligando 1 con pireno como cromaéforo.

En el espectro de resonancia magnética de protén (‘H-RMN)
se pueden observar sefiales de 8.2 a 7.8 ppm correspondientes al
pireno, el triplete a 4.1 ppm del metileno unido al oxigeno (CH,-O) y
un triplete a 3.3 ppm, correspondiente al metileno unido al pireno
(CHy-pireno). La sefal del metileno unido al tiol (CH,-SH) aparece
como un cuadruplete a 2.4 ppm, ya que los protones del CH, se
acoplan con los protones del metilo cercano, asi como con el proton
del tiol. El triplete a 2.2 ppm corresponde al metileno unido al grupo
carbonilo (CH,-C=0) y por ultimo, los dos multipletes que aparecen a

1.2 y 1.5 ppm pertenecen al resto de la cadena alquilica (figura 2).

INoRboRR

8.17

7.95

-7.95

—4.08
3
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0
o

7.0 6.0 5.0

Figura 2. Espectro de 'H-RMN del ligando 1 en CDCls.
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El ligando 1 también fue caracterizado mediante su espectro
de UV-visible (figura 3). Se pueden observar las bandas

caracteristicas del pireno entre 400 y 250 nm.

1.0

0.5

Absorbancia

0.0 . . .
250 300 350 400
Longitud de onda/ nm

Figura 3. Espectro de UV-visible de 1 en THF.

La sintesis de las AuNPs fue realizada mediante la reduccion
de sales de Au en la presencia de los ligandos comerciales (2 6 3), o
del ligando 1 (esquema 2) que se utilizaron para comparar el efecto
que produce en el proceso un cromoforo que puede filtrar la

radiacion.’”® 113115

1: PyCH,(CH,),0CO(CH,),;SH
1 2. CH4(CH,)3CH,SH (DCN)
3: CHy(CH,)gCH,SH (DCN)HOOC(CH,),SH (MUA)

@ NaBH,(aq)

| —f B 7‘

THF 4 THF
HAuCI, K

Esquema 2. Representacion grafica de la sintesis de AuNPs con los

ligandos utilizados. Los tamafios y las cantidades no son representativos.
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Brevemente, los ligandos 1, 2 6 3 (50% DCN/50% MUA)
fueron disueltos junto con HAuCI, en tetrahidrofurano (THF) anhidro.
La mezcla se agité durante 10-15 minutos. Después de este tiempo,
5 mL de una disolucion de NaBH, en agua desionizada fue afadida
rapidamente. La mezcla se agitdé durante 2 horas y, posteriormente,
el volumen de la muestra fue reducido bajo vacio y las AuNPs fueron
precipitadas varias veces con etanol para eliminar cualquier residuo

de 1, 2 6 3 que no se hubiera enlazado a las nanoparticulas.

o 06 (a) 3] (b)
‘S ©
5 c
0.4- 2-
g g
4 ]
2 0.2 2 1
<
0.0 T T T 7 ) 0 T T T T T "
300 400 500 600 700 800 300 400 500 600 700 800
Longitud de onda/ nm Longitud de onda/ nm

Figura 4. Espectro UV-visible en THF de (a) AuNP-1, y (b) AuNP-2. El

espectro de AuNP-3 es similar al espectro (b).

Las AuNP-1 también fueron caracterizadas mediante
espectroscopia de absorciéon UV-Visible, microscopia electrénica de
transmisién (TEM) y 'H-NMR. En los espectros de absorcion de
AuNP-1 no se observa la banda de plasmoén, lo que indica que el
tamano de las NPs era menor de 2 nm (figura 4). En el analisis de las
imagenes de TEM se pudo observar que el tamafo de estas NPs fue
de 1.1£0.3 nm (figura 5). Para los otros tipos de NPs los tamafios

fueron muy similares.

59



164 )
14 - (b)
12 _
10

Q sl

Z ¢

S~ 4]
2
0 r r i )
0 1 2 3 4

Tamaiio

Figura 5. Imagen de TEM de las AuNP-1 (izquierda) e histograma de
distribucion de tamafios (derecha). Se midieron mas de 500 AuNPs y el

tamafo medio fue de 1.1+£0.3 nm.

En cuanto al 'H-NMR se puede observar el ensanchamiento
de las sefales del ligando (figura 6). Esto indica que el compuesto
organico esta interaccionando con una superficie metalica, lo que
tiene como consecuencia la necesidad de un mayor tiempo de

relajacion de los protones del ligando.

4
ppm
Figura 6. 'H-RMN de las AuNP-1 en CDCl,.
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3.1.2.- Estudio de interaccion de los radicales cetilo con las

nanoparticulas de oro pasivadas con tioles

Para los estudios del efecto de los radicales cetilo sobre las
NPs se prepararon diferentes disoluciones en THF, en atmésfera de
N, en las que la concentracién de AuNP-1 (2.5 uM; Asss ~ 0.3) era
constante pero variaba la concentracién de BP. Las muestras se
irradiaron en un fotorreactor que contenia 10 lamparas UVA o UVB (5
a cada lado), observandose en todos los casos la aparicion vy
crecimiento de la banda de plasmén. Todas las fotorreacciones se

siguieron por absorbancia UV-visible.

Cuando las irradiaciones de las AuNP-1 se realizaron con
lamparas UVA (400 nm > A >300 nm) en presencia de BP (desde una
concentracién de 0.16 uM hasta 1.9 mM), se observd en todos los
casos un cambio de color de las muestras de marrén a rosa y un
incremento de la banda de plasmén (alrededor de 530 nm); esto es
indicativo del aumento de tamafo de las NPs. Ademas, las muestras
fueron estables durante mas de 5 meses en disolucion, sin

observarse ningun precipitado.

En la figura 7 se presentan los espectros de UV-visible en
THF cuando las NPs fueron irradiadas durante 12 y 60 minutos con
luz UVA en presencia de BP (40 uM).
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Figura 7. Espectros de UV-visible en THF de AuNP-1 antes de la irradiacion
(@), y después de 12 (O y 60 ( A) minutos de irradiacién con radiacion
UVA.

Para confirmar el aumento del tamafio de las NPs, se realiz6
el andlisis de las imagenes de TEM de una muestra irradiada con luz
UVA en presencia de una concentracién de BP 0.2 mM. Se puede
observar un incremento del tamano de las AuNP-1. Ademas, la
muestra mantiene la dispersién de tamafnos o incluso la reduce. Asi,
la dispersion inicial era del 27% con respecto al tamafio medio de
particula, mientras que la dispersién después de la irradiacion
durante 60 minutos para esta muestra fue del 18% con respecto al
tamafo medio de particula. En la figura 8 se puede observar el

cambio de tamafo para esta muestra.
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Figura 8. Imagenes de TEM de AuNP-1 (a) antes de irradiar y (b) después
de 60 minutos de irradiacion; histogramas de distribucién de tamano de
AuNP-1 (c) antes de la irradiacién (diametro medio es de 1.1£0.3 nm) y (d)

después de 60 minutos de irradiacion (diametro medio es de 4.4+0.8 nm).

En el caso de las irradiaciones con lamparas UVB (360 nm >
A > 280 nm), se observé un aumento en la velocidad del crecimiento
de las NPs en comparacién con la irradicion UVA. Esto es debido a
que en esa region del espectro UV, la absorcién de la BP es menos

filtrada por el pireno que esta en la periferia de las NPs.

La figura 9 muestra la comparacion de la evolucion del
maximo de la banda de plasmén (530 nm) con el tiempo, en
presencia de diferentes concentraciones de BP o 4-
metoxibenzofenona (MeOBP). Las irradiaciones se realizaron con

lamparas UVA o UVB. Se puede observar que, mientras que en las
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muestras irradiadas con UVA la muestra tarda alrededor de 40
minutos en alcanzar la maxima absorbancia, en las muestras
irradiadas con lamparas UVB se alcanza la maxima absorbancia en

unos 100 segundos.
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Figura 9. Comparacion de la evolucién del maximo de la banda de plasmén

de AuNP-1 (530 nm) con el tiempo. [zquierda: UVA, [BP] 40 uM (@), 96 uM

(O), 0.2 mM (A), 0.4 mM (A), y 0.52 mM ( m); Derecha: UVB, [BP] 0.52 mM
(@), y [MeOBP] 0.52 mM (A).

3.1.3.- Estudios del mecanismo de crecimiento de las

nanoparticulas de oro

En un trabajo de Praharaj y col., los autores sugieren que la
radiacion UV puede oxidar los clusteres de Au a sal de Au en
presencia de un agente oxidante.''® Irradiaciones control sin BP
demostraron que nuestras NPs permanecian estables en el tiempo
de irradiacion utilizado para estos estudios. Por lo tanto, podemos
descartar que el mecanismo de crecimiento de las NPs tenga lugar a
través de una oxidacion inducida por la luz UV de AW’ a Au*,

seguida por una reduccién de los iones de Au por la BPH.
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Para obtener mas informacidon sobre el mecanismo, se
realizaron experimentos de Fotodlisis de Destello Laser (LFP en sus
siglas en inglés; Nd:YAG, A = 355 nm, pulso de 10 ns) de
disoluciones de AuNP-1 en THF bajo atmdsfera de N,. La banda de
absorcion con maximo a 420 nm, que corresponde al estado excitado
triplete del Py, fue despreciable, lo que concuerda con la disminucion
drastica de su emision producida por la AuNP (espectro no
mostrado). Sin embargo, el espectro muestra la formaciéon de
cantidades crecientes de radicales BPH (A.x = 520 nm) cuando se
utilizan concentraciones de BP en el intervalo de 8 uM hasta 1.9 mM.
Los espectros de LFP indican la eficiente transformacion de °BP en
BPH y la escasa transferencia de energia triplete-triplete de la BP al
Py (figura 10).
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Figura 10. Espectro de absorcion de los transientes formados 10 ns
después de la irradiacion de una mezcla de AuNP-1/BP (1.9 mM) con un
laser de Nd:YAG (Aeyc = 355 nm). La BP y el Py de las AuNP-1 presentan la

misma absorbancia (0.25) a 355 nm.

Cabe destacar que las cinéticas a 520 nm de disoluciones de
BP en THF en atmdsfera de N, con y sin AuNP-1 (figura 11)
demuestran que los radicales BPH se generan en la misma
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proporcion (comparar AA maximo) en ambas condiciones. Ademas la
componente rapida de la cinética de desactivacion, que corresponde
a la recombinacion del par radicalario, no se ve afectada, mientras
que la componente lenta, atribuida a los radicales BPH que se
escapan de la caja del disolvente, se ve reducida drasticamente en

presencia de AuNP-1.
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Figura 11. Cinéticas a 520 nm obtenidas después de la excitacion con laser
de Nd:YAG (Aexc = 355 nm) de disoluciones de BP con (Ass5 = 0.55) y sin
(Asss = 0.25) AuNP-1.

Después de los experimentos con laser se pudo observar que
se habia provocado el crecimiento de las AuNP-1, como demuestra

la imagen TEM de las NPs en la figura 12.
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Figura 12. Imagen de TEM de AuNP-1 después de los experimentos con

laser.

Teniendo en cuenta los resultados anteriores y la capacidad
de las AuNPs por aceptar electrones, se puede proponer una

transferencia electronica desde los radicales cetilo a las AuNP-1.

Esta acumulacion de electrones incrementaria el nivel de Fermi de

las AuNPs ( Er = 0.5 V frente al electrodo estandar de hidrégeno) **
117, 118 . P . ’ . .y

a potenciales mas negativos, lo que conllevaria una liberacion
del ligando organico que facilitaria la coalescencia de las AuNPs

(esquema 3).

1: PYCHz(CHz)goCO(CH2)1osH :>‘

THF
BP —>hv 'BP —» 3BP— BPH + THF(-H)
1{4 BPH

,4, % o
VA» v4>

Esquema 3. Representacién del mecanismo de reaccion. 1 es el ligando
que recubre a la nanoparticula y esta representado por cada triangulo
alrededor de la nanoparticula.
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Para corroborar la generalidad de la estrategia se llevaron a
cabo experimentos modelo con AuNP-2 y AuNP-3, asi como con
AuNPs de mayor tamario (6.7 £ 0.6 nm, AuNP-G). La espectroscopia
UV-visible y TEM demostré que se producia un aumento en el
tamafo de las NPs en todos los casos (figura 13). Ademas se

comprobé que la BP se recuperaba sin ningun cambio en su

estructura.
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Figura 13. /zquierda: Espectros de absorcién UV-visible de una disolucion
en THF, bajo atmésfera de N,, de AuNP-2 en presencia de BP (0.2 mM)
irradiada con lamparas UVB. La irradiacion de AuNP-3 en las mismas
condiciones mostré un comportamiento similar a las AuNP-2, no se
observaron variaciones notables. Derecha: Espectros de absorcion UV-
visible de una disolucion en THF, bajo atmdsfera de N,, de AUNP-G en
presencia de BP (80 uM) irradiada con lamparas UVA. El incremento de la
relacién entre el valle a 450 nm y el maximo a 530 nm de la banda de

plasmon indica el aumento del tamarnio de la NP9
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3.1.4.- Conclusiones

En este trabajo se demuestra que las cetonas aromaticas nr™,
tales como la BP y la MeOBP, pueden utilizarse como
fotocatalizadores para inducir el crecimiento de nanoparticulas de oro
(AuNPs) que han sido sintetizadas previamente (seeds), las cuales
se encuentran funcionalizadas en la periferia con pireno (Py), o
presentan decanotiol (DCN) o con una mezcla de decanotiol/acido
11-mercaptoundecanoico (DCN/MUA) como ligandos, dando lugar a
una baja distribucion de tamafios de las AuNPs. Este método es
rapido y limpio, ya que solo se necesita luz y un fotocatalizador
organico, el cual puede recuperarse totalmente sin sufrir
modificaciones, lo que permite la utilizacién de cantidades

subestequiométricas de BP.

Los resultados estan de acuerdo con una liberacion del
ligando tiolato de la superficie de la nanoparticula promovido por los
radicales fotogenerados. Esto permite que los nucleos de oro se

acumulen y finalmente se fusionen cerca de la superficie de la NP.
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3.2.- “Photosensitised seeding of thiolate-stabilised
gold nanoparticles”

M. Consuelo Cuquerella, Salvador Pocovi-Martinez, and Julia Pérez-Prieto
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ChemPhysChem, 2011, 12 (1), 136-139
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“Siembra fotosensibilizada de nanoparticulas de oro

estabilizadas con tiolatos”

Las propiedades quimicas y electronicas de las
nanoparticulas metalicas (NPs) dependen del tamafio del nucleo

metalico.2%1%4

La sintesis de nanoparticulas de oro (AuNPs) de tamano
uniforme es de gran interés ya que entre otras aplicaciones, las NPs
pueden utilizarse para formar autoensamblajes. Existen diferentes
métodos para modificar el tamafio de las NPs y obtener una
dispersion menor de tamafos;’” "% %3 yno de los mas utilizados
es el del sembrado."”® >3 En concreto, esta estrategia se ha
utilizado para AuNPs pasivadas con tioles, los cuales establecen una
unién covalente con la superficie del oro."®'! Sin embargo, esta

estrategia requiere condiciones drasticas, como calentamiento a

139, 140 142

elevada temperatura, radiacion gamma (y), ™ etc., lo que puede
ser un problema si se utilizan ligandos organicos termolabiles o con

baja temperatura de ebullicion.

Los métodos fotoquimicos ofrecen un control espacio-
temporal, ademas de permitir la generacién in situ de agentes
reductores. ' 3" | 35 AuNPs pueden almacenar electrones vy |,
posteriormente, transferirlos al medio reduciendo los metales que se
encuentran en su superficie."* * Combinando las propiedades de
los métodos fotoquimicos y de las AuNPs, el objetivo que nos

planteamos fue demostrar que la benzofenona (BP) podia actuar
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como fotocatalizador en el crecimiento controlado de AuNPs
pequefias estabilizadas con tioles (semillas), en presencia de una sal
de Au®".

3.2.1.- Sintesis y caracterizacion de las AuNPs iniciales

(semillas)

AuNPs derivatizadas con decanotiol (Au@DCT) fueron
sintetizadas por el método descrito en el apartado anterior (Esquema
2, capitulo 3.1).""® Estas NPs son solubles en THF y en su espectro
de absorcién no muestra la banda de plasmén (~ 530 nm) (ver figura
1), lo que indicaria que son de un tamafio considerablemente
pequefio. Su tamafio promedio, determinado mediante TEM era de
2.1 £ 0.7 nm (figura 1).
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Figura 1. Imagen de TEM (izquierda), y espectro UV-visible (derecha) de
Au@DCT en THF.

También se sintetizaron NPs estabilizadas con octadecanotiol
(Au@ODCT) de mayor tamario, utilizando el método de Brust.”® En el

esquema 1 se muestra el proceso de sintesis de las Au@ODCT que
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se inicia con la disoluciéon de HAuCl, en agua y se le adiciona una
disoluciéon en tolueno de bromuro de tetraoctilamonio (TOAB). El
TOAB forma un complejo con el anién [AuCly] y lo transfiere a la fase
organica. Se extrae la fase acuosa y se afiade una disolucién de
NaBH, en agua a la disolucion organica. Después de 2 horas, se
extrae la fase organica en la que se encuentran las NPs que
contienen el catidon tetraoctilamonio (TOA") en la superficie como
agente estabilizador, y se afiade octadecanotiol (ODCT) gota a gota
y con agitacion constante. El tiol desplazara al TOA™ de la superficie
de las NPs, formando un enlace mas estable con la superficie de la
NPs. Finalmente, las NPs se precipitan varias veces con etanol para
eliminar cualquier ligando que no se encuentre enlazado a la

superficie de las NPs y se obtienen las Au@ODCT.

@ TOAB, tolueno @ NaBH, (aq) @ RSH
L]

TOAB
Tolueno

Agua Agua
HAuCl, HAuClI,

Esquema 1. Esquema de la sintesis de las nanoparticulas de oro por el

método de Brust.”

Estas NPs tienen un tamafio mayor que las Au@DCT,; asi,
presentan un color rojo vino y, por lo tanto, su espectro de absorcion
muestra la banda de plasmén (~ 510 nm). Las imagenes de TEM

indican un tamafo promedio de 3.4 £ 0.8 nm (figura 2).
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Figura 2. (a) Espectro de absorcion UV-visible en THF y (b) imagen de TEM
de Au@ODCT.

3.2.2.- Siembra fotosensibilizada de AuNPs

La irradiacion con lamparas UVA (400 > A > 300) bajo
atmosfera de N, de disoluciones en THF de Au@DCT (A ~ 0.2 a 355
nm) en presencia de una mezcla de HAuCl, y BP (Au*/BP en
relacion molar 1:1; desde 8.2 uM hasta 82 yM), produjo un aumento
considerable de tamafo de las NPs en la escala de los segundos.

Ademas, estas NPs fueron estables en disolucién (THF) durante mas

de 5 meses.
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Figura 3. Espectro de UV-visible de una disolucion de Au@DCT en THF
bajo atmdsfera de No, en presencia de Au**/BP (1:1, 82 uM), después de la
irradiacion UVA (0, 30, 60, 120, 160, 240 s).

Asi, en los espectros de absorcién de la figura 3 se puede
observar que la banda de Au** (~ 330 nm) desaparece
rapidamente,'* lo que se atribuye a la formacién de la especie Au”.
El crecimiento de la banda de plasmén de las NPs con el tiempo de
irradiacion evidencia el crecimiento de las NPs, lo que se corrobora
mediante el analisis por TEM de las Au@DCT irradiadas (figura 4).

82 M

Figura 4. Imagen de TEM de Au@DCT después de 240 s de irradiacion con

lamparas UVA. El tamafio medio es de 3.6 £ 0.9 nm.
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Se sabe que los clusters de oro pueden actuar como
fotocatalizadores en la reduccién de Au®*".'*® Para determinar el papel
que juega la BP en el proceso estudiado, se realizé el siguiente
ensayo control: se irradié con luz UVA una disolucién de sal de Au®*
en THF bajo atmodsfera de N, en presencia de Au@DCT vy el
experimento fue seguido por espectroscopia de absorcion UV-visible.
En la figura 5 se compara la evolucion con el tiempo de la absorciéon
a 554 nm de una muestra de Au@DCT irradiada en presencia de
Au** (82 uM), con la de otra muestra irradiada en presencia de
Au*/BP (1:1, 82 uM). Se observa que el incremento de la
absorbancia fue mas lento en presencia de Au®** que en presencia de
Au**/BP. Ademas, en la muestra irradiada en ausencia de BP, se
pudo observar la formacién de un precipitado negro (Au®) al acabar la
irradiacién. Ademas, se realizd la irradiacién de una disolucion de
Au®* en THF bajo atmdsfera de N,, observandose también la
formacion de un precipitado negro que corresponde a la formacion de
AC.
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Figura 5. Evolucion de la absorbancia a 554 nm con el tiempo de irradiacién
(UVA) de Au@DCT (a) en presencia de Au*"/BP (1:1, 82 uM), y (b) en
presencia de Au’* (82 uM).
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Estos resultados evidencian que el efecto sinérgico entre la
BP y las Au@DCT es esencial para el crecimiento de las NPs de
Au@DCT. Ademas, la no formacién de precipitado de Au® cuando las
NPs son irradiadas en presencia de Au®*" y BP, indica que la sal de

Au** se reduce en la superficie de Au@DCT.

Para determinar si el proceso de siembra fotocatalizada
puede ser adecuado para NPs de mayor tamafio, se realizaron

estudios con Au@ODCT, cuyo tamafio promedio era de 3.4 + 0.8 nm.

Estas NPs fueron irradiadas con lampara UVA en presencia
de Au** y BP (1:1, 533 uM) durante 1.5 minutos. El espectro de
absorcion UV-visible mostré un desplazamiento del maximo de la
banda de plasmon hacia el rojo (592 nm) y una mayor intensidad de
esta banda (figura 6). Estas caracteristicas son la combinaciéon de un
aumento en la absorcion de la banda de plasmén y en la dispersion
de la luz, consecuencia de un aumento considerable en el tamano de

|aS NPS 146, 147

0.20-

e L4
— —
° o

Absorbancia
=}
a

o
1=}
=)

800 1000

400 600
Longitud de onda/ nm

Figura 6. Espectros de absorcién UV-vis en THF de Au@ODCT antes (O) y

después (@) de 1.5 minutos de irradiacion en presencia de Au® y BP.
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Las imagenes de TEM de la figura 7 muestran que las NPs
son practicamente globulares, con un tamafio promedio de 24.1 + 7.5

nm.

Figura 7. Imagen de TEM de (a) Au @ODCT irradiadas 1.5 minutos en
presencia de Au® y BP (1:1, 533 uM), y (b) ampliacion de la zona indicada

en (a).

Para demostrar la generalidad del método, se realizaron
experimentos similares con nanoparticulas que presentaban ligandos
mas voluminosos. Asi, se utilizaron las NPs del capitulo anterior
(AuNP-1) que tienen un ligando pirenotiol
[PyCH>(CH,)3;0CO(CH,)10SH] en la superficie. Las AuNP-1 (1.1 £ 0.3
nm) fueron irradiadas durante 5 minutos con lamparas UVB en
presencia de Au®*" y BP (1:1). Cuando se utilizé [BP] = 205 uM se
obtuvieron NPs de diametro medio de 4.7 + 1.5 nm y para [BP] = 533
UM de 54 = 1.1 nm (figura 8). Las muestras se irradiaron con
lamparas UVB debido a que en esa region del espectro UV, la
absorcion de la BP es menos filtrada por el pireno que se encuentra

en la periferia de las NPs.
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Figura 8. Imagenes de TEM de (a) AuNP-1 antes de irradiarlas, (b) a los 5
minutos de su irradiacion en presencia de Au® y BP (1:1, 205 uM), (c) a los
4 minutos de su irradiacion en presencia de Au® y BP (1:1, 533 uM);
espectros de absorcion UV-visible de la muestra irradiada en presencia de
(d) Au** y BP (1:1, 205 uM) y (e) Au®" y BP (1:1, 533 uM).

3.2.3.- Estudios mecanisticos

El estado excitado triplete de la BP (*BP) es de naturaleza

nr* y abstrae eficientemente atomos de hidrogeno de buenos
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dadores de hidrogeno, dando lugar a radicales cetilo (BPH) que son
buenos reductores.’® Sin embargo, se sabe que la BP es ineficiente
como fotocatalizador en la reduccion de Au** a Au’, ya que los iones

de Au** desactivan al >BP**y, por lo tanto, la formacién de BPH.

Para entender mejor el papel que juegan los radicales BPH vy
las NPs “semilla” en el crecimiento de las NPs, se realizaron
experimentos de fotdlisis de destello laser utilizando un laser pulsado
de Nd:YAG, y Aexc @ 355 nm. Los pulsos del laser fueron de ~ 10 ns, y

la energia fue de ~ 12 mJ/pulso.

En la figura 9 se observa que tras la excitacién a 355 nm de
una disolucién de BP (0.93 mM) en THF en atmésfera de N,, se
forman radicales BPH (dos maximos a 325 y 540 nm), los cuales

tienen un tiempo de vida largo (7 = 1.6 ms).
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Figura 9. (a) Espectro de absorcion UV-visible y (b) cinética de desaparicion
de radicales BPH obtenidos al excitar con laser (355 nm) una disolucion de
BP (0.93 mM) en THF bajo atmésfera de N,.

A continuacion, se estudié la efectividad en la formacion de
los radicales BPH cuando la BP era excitada en presencia de los
diferentes componentes (Au**, Au@ODCT; figura 10).
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Figura 10. Cinéticas de desaparicion a 335 nm de las especies transitorias
formadas tras la excitacion laser (355 nm) de disoluciones en THF bajo
atmaosfera de N, que contienen: BP (7 , 0.93 mM), BP/Au@ODCT (v),

BP/AuODCT/Au®** (O, BP:Au**, 1:0.5) y BP/Au** (@, BP:Au**, 1:0.5).

Las cinéticas de las muestras BP/Au®* (relacién molar
BP:Au*, 1:0.5) registradas a 335 nm demostraron que la formacién
de los radicales BPH disminuye en un 50% en presencia de los
cationes metalicos, los cuales desactivan el estado triplete de la BP.
Es interesante destacar que la desactivacion del >BP en presencia de
Au**/Au@ODCT, no fue tan efectiva, lo que indica que la BP se
encuentre principalmente encapsulada en la capa organica (ligandos
ODCT) de las NPs. Se puede observar el mismo efecto cuando
medimos las cinéticas de desaparicion de los radicales BPH en el

maximo de 540 nm (figura 11).
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Figura 11. Cinéticas de desaparicion medidas a 540 nm de las especies

transitorias obtenidas después de la excitacion laser (355 nm) de
disoluciones en THF en atmdsfera de N, de (a) BP (0.93 mM); (b) BP (0.93
mM)/Au®* (0.46 mM); (c) BP (0.93 mM)/Au®*" (0.93 mM); (d) BP (0.93
mM)/Au@ODCT (Asss = 0.036); (e) BP (0.93 mM)/Au@ODCT (Asss = 0.036)/
AU (0.46 mM); (f) BP (0.93 mM)/Au@ODCT (Asss = 0.036)/ Au®* (0.46
mM).

En cuanto a los tiempos de vida de los radicales BPH

generados en presencia de los diferentes compuestos, el tiempo de

84



vida se redujo mucho en presencia de las Au@ODCT (r = 0.8 us) y
de la sal de Au** (r = 3.1y 2 us en presencia de 0.46 y 0.93 mM,
respectivamente). Sin embargo, la sal de Au** tuvo un efecto muy
pequefo en el tiempo de vida de los radicales BPH cuando éstos se
generaban en presencia de las NPs (z = 0.75 y 0.5 us en presencia

de 0.46 y 0.93 mM, respectivamente).

Una posible explicacién para estos resultados es que la
coordinacién de la sal de Au** a las moléculas de disolvente, THF,
previene que haya una elevada concentracién de sal de Au®** entre
las cadenas hidrofébicas del ligando organico que rodea a la
nanoparticula. Como consecuencia, los iones Au* no pueden
desactivar tan eficientemente la especie transitoria, °BP. Por lo tanto,
la BP encapsulada por la nanoparticula da lugar a la formacién
efciente de radicales BPH. Estos radicales transfieren electrones a

las NPs, que son electrofilicas, y la BP se recupera (esquema 2).
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Esquema 2. Mecanismo propuesto para el proceso fotocatalizado de

crecimiento de las nanoparticulas de oro.

Las NPs cargadas negativamente actuarian como los
principales agentes reductores de la sal de Au**a Au®, dando lugar a
la formaciéon de atomos de oro en la superficie de la nanoparticula, y
finalmente, al crecimiento de las NPs.'*® Asi, la desactivacion del
estado excitado *BP por la sal de Au** en el compartimento del
disolvente, seria un proceso poco competitivo,” ' lo que explicaria

la no formacion de precipitado negro de Au’.
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3.2.4.- Conclusiones

Se ha demostrado que la BP es un fotocatalizador eficaz para
inducir un crecimiento controlado de AuNPs estabilizadas con
tiolatos. Ademas, se observa que se produce un efecto sinérgico
entre los radicales BPH (dadores de electrones), las AuNPs
(almacenan electrones y los transfieren al medio) y los ligandos que
recubren las AuNPs (generan una interfase entre la disolucién y la

NP), lo que hace posible un crecimiento rapido de las NPs metalicas.
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“Fusién controlada de nanoparticulas de oro

pasivadas con tioles inducida por la luz UV-C”

Como se ha comentado anteriormente, las nanoparticulas
metalicas (NPs) poseen propiedades opticas y electrénicas uUnicas
que no se encuentran ni en moléculas organicas ni en ningun sélido
volumétrico."” ™*° El espectro de absorcién de las AuNPs puede ser
considerado como la suma de contribuciones de las transiciones
interbanda e intrabanda. Asi, las AuNPs muestran una banda (banda
del plasmén) en la region visible del espectro debido a la
fotoexcitacion de los electrones libres de la banda de conduccion en
la superficie de la NPs (excitacion intrabanda). La posicion y la
intensidad del pico dependen del tamafio y la forma de las AuNPs.
Para AuNPs esféricas y de tamafnos de unos pocos nm hasta unos
50 nm de diametro, la banda se encuentra entre 520 y 550 nm y su
posicion depende también de las propiedades dieléctricas y del
entorno de las NPs.”™ ™' La banda de plasmén sufre un
desplazamiento batocromico y un aumento de la intensidad a medida
que el tamario de las AuNPs aumenta. Por otra parte, la absorcion de
las transiciones interbanda empieza alrededor de 600 nm, pero estas
transiciones contribuyen en mayor medida a longitudes de onda
menores de 300 nm y su intensidad se incrementa a medida que el
tamafio de las AuNPs disminuye.” ' " 152 En consecuencia, la
contribucién de la banda de plasmén es considerablemente
importante incluso en el UV-A (355 nm) para NPs de tamafos entre

unos pocos nm hasta 20 nm de diametro."?
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El tamano y la forma de las AuNPs pueden ser modificados
mediante irradiacion con luz. La estructura de los materiales
obtenidos cambia de manera significativa dependiendo de la longitud
de onda de la luz con la que se irradia y de la densidad de fotones
(incluso con la amplitud del pulso, en el caso de irradiacién con
laser)'?> 3% 153 E| efecto también depende del tipo y la concentracion
de surfactante utilizado para estabilizar las AuNPs, o si carecen de
él. Asi, se ha descrito que la irradiacion de AuNPs pequenas (8 nm)
“desnudas” (sin agente estabilizante en su superficie) con lamparas
de longitud de onda en el visible durante 30 h induce al crecimiento
(~ 1 nm), mientras que su irradiacién con una lampara de mercurio a
alta presion (A > 330 nm) conduce a una disminucion del tamafo
durante las primeras 8 h de irradiacion, seguido por la formacion de

agregados después de 16 h de irradiacion.'

Los laseres pueden proporcionar elevada densidad de
fotones, fotones de diferente energia y pulsos de femtosegundos
hasta nanosegundos. Koda y col.”®® han propuesto el concepto de
calentamiento-fusion-evaporacion para explicar la reduccion de
tamafio de AuNPs en medio acuoso tras su exposicion a diferentes
intensidades de laser de nanosegundo a una longitud de onda de

1. observaron la reduccién de

532 nm. Ademas, Inasawa y co
tamano de las AuNPs tras su irradiacion con un laser de picosegundo
a una longitud de onda de 355 nm. Célculos tedricos sugieren que el
mecanismo fototérmico prevalece cuando la intensidad del laser es

baja."’

Recientemente, la mayor eficiencia de la excitacion
interbanda que de la intrabanda para calentar AUNPs estabilizadas

con citrato utilizando un laser de nanosegundo'® ha sido atribuida a
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una reduccion drastica de la capacidad calorifica especifica de las

AuNPs, que ocurre durante su excitacion con luz UV.

Sin embargo, pocos estudios han descrito el crecimiento de
las AuNPs inducido por la luz y estan relacionados en su mayoria
con AuNPs pasivadas con tioles. Ademas, la fuente de irradiacion
que se ha utilizado ha sido A > 300 nm y una elevada densidad de
fotones.”® Asi, la luz laser del IR cercano (1064 nm, 350 mJ/pulse)
indujo un incremento significativo del tamafio de las AuNPs
recubiertas con dodecanotiol, pero las NPs presentaban un intervalo
amplio de distribucion de tamarfos, se agregaron, y finalmente
precipitaron como sélido negro.’® Por otro lado, la irradiacion con
laser (Aexc 532 Nm) de AuNPs estabilizadas con 1,n-ditioles produjo la
fusién de las mismas, mientras que los correspondientes monotioles
ensayados no causaron ni agregacion ni fusién apreciable de las

NPs, incluso utilizando un pulso de 35 mJ."®

En este capitulo se muestran estudios del efecto que produce
la irradiacion UV en AuNPs pasivadas con tioles de un tamarfio
relativamente pequefo. Asi, los estudios se realizaron con NPs
estabilizadas con octadecanotiol (Au@ODCN), asi como con AuNPs
estabilizadas con ligandos que poseian un grupo mercapto en un
extremo y cromoforos tales como la ftalimida (Au@PH) y la
benzofenona (Au@BP) en el extremo opuesto, con el fin de

determinar el efecto del cromoforo sobre el proceso (figura 1).
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3.3.1.- Sintesis y caracterizacion de los ligandos y las

nanoparticulas

Ftalimida Benzofenona

s (TR

PH-SH; n =9, R = CgH,NO,
ODCN-SH; n= 15, R = CH,
BP-SH; n = 9, R = OOCCH(CH3)CsHsCOCsHs

b

, 3 S‘J& Au@PH
SOSJV\/\ AU@BP
S Au@ODCN

J’J ;S SVI"Q
Figura 1. Nanoparticulas pasivadas con tioles utilizadas en los estudios.

La preparacion de los ligandos se realizd siguiendo
procedimientos descritos en la literatura, los cuales se describen

brevemente a continuacion:

X El ligando N-(11-mercaptoundecil)ftalimida (PH-SH) se
sintetizd utilizando el procedimiento descrito por Reinhart Keese y
col.™® y consiste en tres reacciones (esquema 1). En la primera se
realiza una alquilacion de la ftalimida de potasio con 1,11-
dibromoundecano (7). A continuacion, mediante una sustitucion
nucleofilica con tioacetato de potasio se obtiene el tioacetato
correspondiente (2). Para finalizar, se produce una hidrolisis

utilizando dietilamina, obteniendo asi, el correspondiente tiol (3).
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Esquema 1. Sintesis del ligando PH-SH.

En el espectro de 'H-RMN (figura 2) del ligando PH-SH se
observan dos dobletes a 7.80 y 7.70 ppm, que corresponden a los
protones aromaticos; el triplete a 3.60 ppm corresponde al metileno
unido al nitrogeno (N-CH;), mientras que el cuadruplete a 2.44 ppm
corresponde al metileno unido al tiol (CH,-SH), su multiplicidad es
debida al acoplamiento con N-CH, y el grupo mercapto. Los dos
multipletes que aparecen a 1.19 y 1.53 ppm corresponden a los

protones de la cadena alquilica.
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Figura 2. 'H-RMN del ligando PH-SH en CDCl;.

Los compuestos que poseen en su estructura un cromoéforo
ftalimida, presentan dos maximos a 220 y 295 nm en su espectro de
absorcion en CHCI;. En la figura 3 se observa la banda cuyo maximo

de absorcidon se encuentra a 295 nm.
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Figura 3. Espectro de absorcion UV-Visible del ligando PH-SH en

cloroformo.
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XS El ligando 2-(3-benzoilfenil)propanoato de 11-
mercaptoundecilo (BP-SH) que contiene benzofenona como
croméforo se sintetizé siguiendo el procedimiento descrito por
Hisashi Yamamoto y col."® (esquema 2). El ligando se obtiene por
esterificacion del ketoprofeno con 11-mercapto-1-undecanol en
atmésfera de nitrogeno, utilizando HfCl,-4H,O como catalizador y

tolueno como disolvente.

0
OH _ Npd8haA \/f\}/ H
ho e ek, 40 M

Esquema 2. Sintesis del ligando BP-SH.
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Figura 4. 'H-RMN del ligando BP-SH en CDCls.

En el 'H-RMN de BP-SH (figura 4), se puede observar los
multipletes entre 7.34 y 7.74 ppm de los protones aromaticos, el

triplete a 4.0 ppm que corresponde al metileno unido al oxigeno
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(CHx-O ) y el cuadruplete a 3.7 ppm del metileno unido al grupo
metilo (CH-CHj3). El cuadruplete a 2.4 ppm corresponde al metileno
unido al tiol (CH,-SH). Por ultimo, los multipletes a 1.16 y 1.48 ppm

corresponden al resto de los protones de la cadena alquilica.

El ketoprofeno presenta tres bandas de absorcién en sus
espectros de UV-vis, una de ellas a 331 nm de baja intensidad y dos
mas intensas a 254 nm y 207 nm, que corresponden a las
transiciones Sy(nTr*), Sy(Trm*), y S;(mrm*), de forma analoga a la
benzofenona.'®® El espectro de absorcién de BP-SH en cloroformo de

la figura 5 muestra la banda con maximo de absorcién a 340 nm.
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Figura 5. Espectro de absorcion UV-Visible del ligando BP-SH en

cloroformo.

Por otra parte, la sintesis de las AuNPs se realiz6 utilizando el

t,”° esquematizado en el apartado 3.2

método de dos fases de Brus
(Esquema 1). Las nanoparticulas se caracterizaron por 'H-RMN,

absorcion UV-Visible y TEM (figuras 6-11).

El tamafno observado en las imagenes de TEM fue de
3.5+£0.98 nm para Au@PH (figura 7a), de 4.6£1.3 nm para Au@BP
(figura 9 a) y de 3.4+0.8 nm para Au@ODCN (figura 11 a).
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Figura 6. Comparacion entre el '"H-RMN del ligando PH-SH (arriba) y de las

Au@PH (abajo), ambos en cloroformo deuterado.
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Figura 7. (a) Imagen de TEM y (b) comparacion entre el espectro de
absorcion UV-Visible del ligando PH-SH y el de Au@PH, ambos en

cloroformo.
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Figura 8. Comparacion entre el '"H-RMN del ligando BP-SH (arriba) y de las

Au@BP (debajo), ambos en cloroformo deuterado.
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Figura 9. (a) Imagen de TEM de Au@BP y (b) comparacion entre el
espectro de absorcion UV-Visible del ligando BP-SH y el de Au@BP, ambos

en cloroformo.
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Figura 10. Comparacion entre el "H-RMN del ligando ODCN-SH (arriba) y

de las Au@ODCN (debajo), ambos en cloroformo deuterado.
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Figura 11. (a) Imagen de TEM de Au@ODCN y (b) comparacion entre el
espectro de absorcion UV-Visible del ligando ODCN-SH y el de Au@ODCN,

ambos en cloroformo.

En los espectros de "H-RMN de las NPs (figuras 6, 8 y 10) se
observa un ensanchamiento de las sefiales del ligando. Esto es
indicativo de que el ligando se encuentra unido a la superficie de la

NPs, como ya se ha comentado anteriormente. Los espectros de
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absorcion UV-Visible en cloroformo (figuras 7b, 9b y 11b) muestran la
banda de plasmoén aproximadamente a 540 nm y la contribucion del

ligando, la cual es mas evidente en el caso de Au@BP.

3.3.2.- Estudios del efecto de la luz UV sobre AuNPs pasivadas

con tioles

Una vez sintetizadas las NPs, se irradiaron a diferentes
longitudes de onda del UV y con diferente densidad de fotones,
utilizando laser (Aexe 355 Nnm; 266 nm) o lamparas (UV-A (300 nm < A
<400 nm; UV-C (240 nm < A <280 nm)).

En todos los casos, las AuNPs se disolvieron en CHCI3 (3 mL)
en cubetas de cuarzo (1 x 1 x 4 cm) y la disolucion se burbujeé con
N2,

Irradiacion laser: las muestran fueron irradiadas utilizando un

laser (Nd:YAG, velocidad de repeticion 10 Hz, pulso de 10 ns, ~ 12
mdJ/pulso) a 355 nm o 266 nm. El diametro del haz del laser era de 3
mm, por lo que el volumen de disolucién que se irradiaba dentro de la

cubeta fue de 70.1 mm>.

Cuando las muestras (Asq ~ 0.13) se irradiaron con una Aey =
355 nm, se observo que la absorbancia inicial disminuia y las AUNPs
precipitaban. Esto sugiere una aglomeracién muy rapida de las
AuNPs, lo que produce finalmente su precipitacion. Los diferentes
tipos de NPs siguieron la misma tendencia. En la figura 12 se puede

observar el resultado de la irradiacion de Au@BP.

102



0.3,

——3600 s

—0s

——300s

—1140s

——1800's
0.2

0.1

Absorbancia

0.0

400 600 800 1000
Longitud de onda/ nm

Figura 12. Espectros de absorcion de Au@BP antes y después de la

irradiacion laser (355 nm) hasta 3600 s.

En cambio, cuando la irradiacion de las disoluciones (Assyo ~
0.5) se llevd a Aoy = 266 nm se observaron cambios interesantes en
el espectro de absorciéon de todas las AuNPs (figura 13). Asi, se
produjo un desplazamiento hacia el rojo del maximo de la banda de
plasmén, ademas de un aumento de su intensidad, mientras que la
absorcion en la zona UV del espectro disminuy6. Todo esto es
indicativo de un incremento significativo del diametro medio de las
AuNPs inducido por la irradiacién. Hay que tener en cuenta que la
formacion de agregados daria como resultado una disminucién de la
banda de plasmédn, asi como un aumento de la absorbancia tanto a
longitudes de onda mayores de 600 nm como a longitudes de onda

menores de 300 nm, 315 151, 152
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Figura 13. Espectros de absorcion UV-Visible en cloroformo antes y
después de la irradiacion con laser (266 nm) de (a) Au@PH, (b) Au@BP y
(c) Au@ODCN.

Para evaluar los cambios producidos tras la irradicion a Agy =
266 nm, se tomaron muestras a diferentes tiempos de irradiacion
para su analisis por TEM. En la figura 14 se comparan las imagenes
TEM de las nanoparticulas iniciales (Au@PH, Au@BP y Au@ODCN)
con las irradiadas. Las imagenes muestran un aumento considerable

del tamano para los tres tipos de AuNPs.
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Figura 14. Imagenes de TEM de las NPs iniciales de (a) Au@PH, (b)
Au@BP y (c) Au@ODCN. Imagenes de TEM de las NPs irradiadas con
laser (266 nm) en cloroformo durante 52 minutos [(d) Au@PH y (e) Au@BP]
y durante 15 minutos [(f) Au@ODCN].

Las imagenes de TEM de Au@PH y Au@BP de las muestras
irradiadas ~ 1 h (figura 14 d y e) mostraron la formacion de NPs
enormes (~ 100 nm), asi como el predominio de NPs individuales y
esféricas. Las muestras de Au@ODCN necesitaron menos tiempo de
irradiacion (15 minutos) para obtener resultados similares (figura 14
f), y solo se observaron pequenos cambios con una irradiacion mas
prolongada (hasta 1 h). En cambio, las imagenes de TEM de las
muestras de Au@PH y Au@BP obtenidas después de un menor
tiempo de irradiacién (10 6 20 minutos) mostraron la presencia de
NPs muy grandes y casi esféricas, junto con NPs mucho mas
pequefias, aunque éstas eran mas grandes que las NPs iniciales
(figura 15). También se encontraron algunas NPs aglomeradas,
principalmente en las muestras irradiadas durante un tiempo mas
corto, como se muestra en la figura 15.

105



Figura 15. Imagenes de TEM de las AuNPs irradiadas con laser (266 nm):
Au@PH irradiadas durante (a) 10 min y (d) 52 min; Au@BP irradiadas
durante (b) 20 min y (e) 52 min; Au@ODCN irradiadas durante (c) 10 min y
(f) 15 min.

La evolucion del tamano de las AuNPs se midié para dos
tiempos diferentes. Las Au@PH mostraron un diametro medio de
49.8 + 13.2 nm después de 10 min de irradiacion y de 119.5 £ 28.7
nm después de 52 min de irradiacién. La irradiacién de las
Au@ODCN durante 10 min condujo a NPs con un tamafo medio de
91.4 + 30.3 nm, el cual incrementd hasta 112.1 + 32.6 nm después
de 15 min de irradiacion. En el caso de las muestras de Au@BP
mostraron un tamafio medio de 78.3 = 26.2 nm después de 35 min
de irradiacion y 97.2 £ 31.1 nm después de 52 min de irradiacion. La
velocidad de crecimiento y el tamafio final varié para cada tipo de
AuNPs. Estas variaciones podrian explicarse por el efecto de filtro
interno del cromdéforo en el UV, el cual es mayor para Au@BP y
Au@PH que para Au@ODCN, las cuales alcanzaron un tamafio

medio de ~ 126 nm con solo 15 min de irradiacion.
106



Irradiacion _con |lampara: los tres tipos de AuNPs fueron

irradiadas utilizando una fuente de irradiacion de baja densidad de
fotones. Asi se utilizé un fotorreactor de Luzchem con 10 lamparas
UV-A (300 nm < A < 400 nm) o UV-C (240 nm < A < 280 nm). Se
prepararon alicuotas de 3 mL de disoluciones de las diferentes
AuNPs en CHCI; bajo atmdsfera de N,, contenidas en cubetas de

cuarzo (1 x 1 x4 cm).

Las AuNPs (As4 ~ 0.5) mostraron una elevada fotoestabilidad
cuando fueron irradiadas con las lamparas UV-A durante 20 min
(figura 16).
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Figura 16. Espectros de absorcion UV-Visible de una disolucién en
cloroformo de Au@BP antes y después de la irradiacion con lamparas UV-

A; irradiacion hasta 1200 segundos.

Por el contrario, la irradiacion con lamparas UV-C (figura 17)
produjo grandes cambios en los espectros de absorcion de las
AuNPs. Asi, los espectros de las muestras irradiadas durante 480
segundos mostraron un desplazamiento batocromico de la banda de
plasmoén, ademas de la aparicion de una absorcion amplia en el

intervalo de 600 a 900 nm. "
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Figura 17. Espectros de absorcién en cloroformo y bajo atmésfera de N, de
(a) Au@PH, (b) Au@BP y (c) Au@ODCN antes y después de la irradiacion
con lamparas UV-C hasta 480 s

Las imagenes de TEM mostraron la formacion de
nanoredes’® cuya longitud oscilaba entre 200 y 1000 nm y tenian

diametros mas grandes que las AuNPs de partida (figura 18).

‘-

200 nm
E—

Figura 18. Imagenes de TEM después de 480 s de irradiacion de (a)
Au@PH, (b) Au@BP y (c) Au@ODCN.

3.3.3.- Analisis estructurales y morfolégicos de las

nanoparticulas

El analisis de la estructura y forma de las nanoparticulas
utilizando TEM de alta resolucion (HRTEM) revelé que todas las
AuNPs (antes y después de la irradiacién laser) mostraban planos

atémicos bien definidos, lo que indicaba su elevada cristalinidad. La
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distancia interplanar en las nanoparticulas iniciales es de 2.37 A y
2.04 A, que se corresponde con la familia de planos (111) y (200) del
Au, respectivamente (figura 19). Segun el JCPDS No. 4-748 y la ley
de difraccion de Bragg, estos valores indican una fase cubica

centrada en las caras (fcc) del oro.

Figura 19. Imagen de HRTEM de Au@PH antes de la irradiacién. Se
muestran también los perfiles de lineas de las AuNPs y su transformada de
Fourier (FFT); el espaciado d entre n planos adyacentes de la estructura de

2.37 Ay 2.04 A corresponden a los planos (111) y (200), respectivamente.

En la figura 20 se muestran los perfiles lineales a lo largo de
los ejes (111) y (200) de la particula seleccionada, formada después
del proceso de coalescencia entre varias particulas pequefias y la
reorganizacion de la superficie, proceso inducido por la irradiacion
con laser (266 nm). El patrén FTT de las AuNPs seleccionadas
muestra de nuevo una estructura monocristalina que corresponde a
una fase cubica centrada en las caras del grupo espacial del oro
Fm3m (225) [ref. JCPDS No.: 4-784].
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Figura 20. Imagenes de TEM, HRTEM y FFT de AuNPs grandes formadas
después del proceso de coalescencia de varias AUNPs pequefas y
reorganizacion de la superficie inducido por la irradiacion con laser (266 nm)
de las AuNPs [(a) Au@PH, (b) Au@BP y (c) Au@ODCN]. Se observa
claramente una distancia interplanar de 2.37 A; este valor corresponde a la

orientacion (111). La FFT muestra la cristalinidad de las AuNPs formadas.

Por otra parte, las imagenes de HRTEM de las nanoredes,
formadas por irradiacion UV-C con lamparas, mostraron que estaban
compuestas de AuNPs parcialmente fundidas y con forma irregular
(figura 21).
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Figura 21. Imagenes de HRTEM de Au@BP después de su irradiacion con
lamparas UV-C (480 s).

3.3.4.- Ensayos control

Para determinar si el estabilizador presente en el cloroformo
podia jugar un papel en el proceso de coalescencia de las
nanoparticulas, las irradiaciones con luz UV-C, con laser y con
lamparas, se realizaron en cloroformo destilado. Se utilizaron las
Au@PH como ejemplo, demostrandose que los resultados fueron

similares a los realizados con cloroformo sin destilar.

Los resultados demostraban una coalescencia eficiente de las
AuNPs, la cual requiere de una agregacion de las NPs y una
eliminacion parcial de algunas de las moléculas de tiol unidas a la
superficie de las AuNPs. Para demostrar esta eliminacion de grupos
tiol, la irradiacién de las Au@PH con UV-C (laser y lamparas) fue
seguida por fluorescencia. Para ello, se prepararon dos muestras en
cloroformo, una de PH-SH y otra de Au@PH, ambas con la misma

absorbancia de la ftalimida a 266 nm.
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Figura 22. Espectro de fluorescencia de PH-SH y Au@PH en cloroformo
bajo atmésfera de N,. La concentracion de las muestras fue ajustada a la

misma absorbancia de la ftalimida a 266 nm.

En la figura 22 se observa una desactivacion drastica de la
fluorescencia de la ftalimida debida a su proximidad al nucleo de Au
de las AuNPs. La irradiacion de Au@PH con lamparas UV-C (figura
23 a) provoco un incremento de la emisién de la ftalimida (medida a
410 nm), lo que estd de acuerdo con de la liberacion de ligando
organico de la superficie de las AuNPs inducida por la luz.
Resultados analogos fueron obtenidos cuando las nanoparticulas

fueron irradiadas con laser a 266 nm (figura 23 b).
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Figura 23. Incremento de la emisién de la ftalimida a 410 nm cuando las
Au@PH en cloroformo fueron irradiadas (a) con lamparas UV-C y (b) con un

laser de 266 nm.
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Utilizando también Au@PH como modelo, se realizd la
irradiacién de las nanoparticulas utilizando THF como disolvente, con
el fin de determinar si el cloroformo era clave en el proceso de fusion
de las nanoparticulas. La irradiacion de Au@PH con las lamparas
UV-C durante 480 segundos solo produjo la aglomeracion de las
AuNPs (figura 24). Sin embargo, la irradiacion de Au@PH con laser
(266 nm) durante 52 min provoco la fusién de alguna de las NPs
aglomeradas (figura 25). Asi, en las imagenes de TEM de las
muestras irradiadas durante 15 min mostraron NPs grandes (c.a. 25
nm) rodeadas de muchas NPs pequefias (iniciales) (figura 25b),
mientras que a los 52 min (figura 25c) se observaron una gran
variedad de AuNPs muy grandes (entre 10 y 100 nm) rodeadas de

NPs considerablemente mas pequefias (iniciales).
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Figura 24. (a) Espectros de absorcion de Au@PH en THF bajo atmdsfera
de N,, antes y después de la irradiacion con lamparas UV-C durante 480 s;
(b) imagenes de TEM de Au@PH irradiadas con lamparas UV-C durante
480 s.
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Figura 25. (a) Espectros de absorcién UV-Visible de Au@PH en THF bajo

atmosfera de Ny, antes y después de la irradiacion con un laser de 266 nm

hasta 52 min; (b y c) imagenes de TEM de Au@PH irradiadas con un laser
de 266 nm durante (b) 900 s y (c) 3120 s.

3.3.5.- Mecanismo de fusién de las nanoparticulas

Se ha descrito que la irradiacion con luz UV de las AuNPs
puede inducir su aglomeracion, lo que se atribuye al aumento de las
fuerzas de Van der Waals causada por el desprendimiento
fotoinducido de electrones de las NPs.'® Ademas, aunque los pulsos
laser de alta energia pueden inducir una reduccion del tamano de las
AuNPs esféricas, los pulsos de baja energia pueden producir una
fusion leve de las AuNPs, las cuales se pueden fusionar tras su

colisién y coagulacion.™
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Sin embargo, nuestros experimentos demostraron que el
cloroformo jugaba un papel clave en la formacion de disoluciones
coloidales estables de AuNPs muy grandes (excitacion laser) o de
nanonetworks (excitacién con lamparas) bajo irradiacién con luz UV-
C. La dependencia del proceso con la longitud de onda podria indicar
que el crecimiento de las AuNPs requiere la fotdlisis del cloroformo.
Aunque la absorcion del cloroformo es muy baja en el UV-C (0.05 y
0.02 a 260 nm y 270 nm, respectivamente), es suficiente para que se

inicie el proceso de fotdlisis del cloroformo.

'QS_L'S J\

Esquema 3. Mecanismo propuesto para los procesos de fusion de AuNPs.

El primer paso de la fotdlisis del cloroformo seria la escisién
del enlace C—CI para producir radicales diclorometilo y atomos de
cloro (esquema 3)."® Los radicales diclorometilo podrian actuar como
reductores, transfiriendo electrones a las AuNPs aglomeradas,
produciendo asi la liberacion de algunos ligandos de la superficie de

las NPs, las cuales formarian posteriormente AuNPs mas grandes.166
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'%7 La diferencia principal entre la irradiacion con las lamparas y con
el laser es el mayor flujo de fotones en el caso del laser. Por lo tanto,
la irradiacion laser puede producir un calentamiento mas eficaz de
las AuNPs asi como un mayor rendimiento en la fotdlisis del
cloroformo, generando wuna mayor cantidad de radicales
diclorometilo. Como consecuencia, la liberacion de ligandos y la
posterior fusion de las AuNPs seria mas eficaz en la irradiaciéon con
laser. Sin embargo, la irradiacién con las lamparas produciria una
liberacion menos eficiente de ligandos de las nanoparticulas, lo que
permitiria el crecimiento de las AuNPs hasta cierto punto, pero no la
fusion completa de las mismas. Por lo tanto, las nanoparticulas

parcialmente fusionadas darian lugar a nanoredes.
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3.3.6.- Conclusiones

La irradiacion de disoluciones coloidales de AuNPs a
longitudes de onda UV-C, utilizando lamparas o un laser pulsado de
nanosegundos, produce un rapido incremento del tamafio de las
NPs, incluso en presencia del filtro interno de cromdéforos presentes
en el ligando. La irradiacién laser con luz UV-C con una energia
relativamente baja (12 mJ/pulso) y tiempos inferiores a 1 h produce
AuNPs esféricas enormes (mas de 100 nm), con un incremento
relativamente bajo de la polidispersidad de las NPs. En cambio, la
irradiacion con lamparas UV-C da lugar a la formacion de AuNPs
grandes que colisionan con otras formando nanoredes (entre 200 y

1000 nm de longitud y diametros mayores a las NPs iniciales).

Estas estrategias pueden ser muy Uutiles para preparar

nanodispositivos funcionalizados con la forma y el tamafio deseados.
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3.4.- “CO, switchable nanoparticles: Reversible
water/organic-phase exchange of gold nanoparticles

by gas bubbling”

Salvador Pocovi-Martinez, Laura Francés-Soriano, Elena Zaballos-Garcia,

Tito Scaiano, Maria Gonzalez-Béjar, and Julia Pérez-Prieto

RSC Advances, 2013, 3, 4867-4871
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“Nanoparticulas intercambiables utilizando CO,:
Intercambio reversible mediante el burbujeo de gas de

nanoparticulas de oro entre fase acuosa y organica”

Como se ha comentado anteriormente las AuNPs poseen

".15.1% yna gran estabilidad coloidal* y

10, 168,

caracteristicas Opticas unicas,
es posible modular su tamafo y forma de una manera sencilla.
19 Ademas, se pueden utilizar como soporte de grupos funcionales,
incrementando la concentracion local de los mismos en la periferia de
la nanoparticula. Las AuNPs se han aplicado en biomedicina,*>
debido a su elevada biocompatibilidad y como catalizadores, debido

a su elevada relacién superficie/volumen.*® 7% 171

Las AuNPs pueden ser solubles en agua* ™ o en

disolventes organicos,”® dependiendo de los ligandos presentes en

su superficie.

Recientemente, existe un gran interés en la obtencién AuNPs
que puedan ser fransferidas de fase organica a fase acuosa
facilmente.®” Asi, las AuNPs sintetizadas en disolventes organicos
han sido transferidas a la fase acuosa de manera irreversible al
intercambiar el ligando apolar que se encuentra anclado a la
superficie de la AuNPs por un ligando bifuncional que contiene una
cabeza polar en el extremo opuesto al grupo que se ancla a la
superficie de la NP, como es el caso del acido mercaptoundecandico
(MUA)." Aun maés, se ha descrito que AuNPs funcionalizadas con

polietilenglicol (PEG) y diferentes derivados de éste presentan un
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comportamiento anfifilo, por lo que se pueden dispersar tanto en
disolventes polares como en disolventes apolares.’” También se ha
dedicado un gran esfuerzo al desarrollo de nanomateriales que
experimenten la transferencia de fase entre disolventes polares vy
apolares mediante estimulos externos (pH, temperatura y campo

eléctrico)®” 174 175

Ademas de las estrategias anteriores se han buscado
métodos que permitan transferir las NPs sin  modificar
irreversiblemente la superficie de éstas. Asi, se ha conseguido
solubilizar en agua AuNPs con un ligando hidrofébico en su
superficie tras la generacion de bicapas entre el ligando y un
surfactante anfifilico (como el bromuro de cetiltrimetilamonio, CTAB).
De este modo, la cadena hidrofébica del CTAB se intercala entre las
cadenas del ligando y la parte hidrofilica del surfactante queda en la
periferia de la NP, lo que permite su transferencia a la fase acuosa.**
%. 176 Sin lugar a dudas, la transferencia de las AuNPs de la fase
apolar a la polar de manera reversible seria una estrategia util para
eliminar las AuNPs del medio después de que éstas hayan cumplido

su objetivo (catalisis, por ejemplo) y, tras esto, poder reutilizarlas.

Ademas de todo esto, seria aun mejor si el estimulo externo
que utiizamos se eliminara facilmente del medio de reaccion
después de haber cumplido su objetivo. El grupo de Jessop y col.*®
han demostrado que alquil amidinas de cadena larga pueden
transferirse reversiblemente desde un disolvente organico a un
disolvente acuoso por exposicion a atmosfera de dioxido de carbono
(CO,). Este fendbmeno ocurre gracias a que el grupo amidina se
protona en presencia de agua y CO,, lo que genera &acido
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carbonico.®® ""'7® |a sal de amidinio resultante se puede transferir
de nuevo a la fase organica tras la exposicion a atmoésfera de N, o
Ar, lo que elimina el CO,. Estos compuestos han sido utilizados para

180, 181

obtener surfactantes y solutos intercambiables, asi como para

recuperar catalizadores (complejos de Co y Rh con ligandos

intercambiables'®

). Esta estrategia ha permitido separar de una
forma eficaz los materiales deseados después de que la reaccion

haya finalizado, con un simple burbujeo de CO..

La estrategia que se muestra en este capitulo combina
interdigitaciéon de las cadenas del surfactante con las cadenas de los
ligandos apolares que se encuentran en la superficie de la AuNPs y
la transferencia de fase de éstas inducido por burbujeo de CO,. El
sistema elegido consta de AuNPs funcionalizadas con oleilamina
(Au@OA) y de un surfactante intercambiable que contiene un grupo

amidinio (OAA), sintetizado a partir de oleilamina.

3.4.1.- Sintesis y caracterizacion de Au@OA y del surfactante
OAA

Las Au@OA fueron preparadas utilizando el siguiente
protocolo.” Una disolucién de AuCl y oleilamina (OA) (relacion molar
1:20) en cloroformo fue calentada a reflujo durante 24 h para obtener
una suspension de Au@OA coloidales (esquema 1). Para eliminar el
exceso de OA y los subproductos, las NPs se precipitaron con
acetona, la disolucion se centrifugd, el sobrenadante fue descartado

y las Au@OA fueron redispersadas en el disolvente organico

123



(cloroformo o tolueno). El proceso se repitio tres veces. Cabe

destacar que estas NPs no son solubles en agua.

2 [AuCI(CH3 -(CH3)7 -CH=CH-(CH3)g -NH)]

H,‘,/.»/.ol.o/.o/.o/rq

— 2 AW + [CH3 ~(CH,); -CH=CH~(CHp)gl, -NH + Cl, + NHj

a 4
L 7
)\ H, g
AuN 2

Esquema 1. Sintesis de Au@OA.

W,

v

Las Au@OA se caracterizaron por espectroscopia de
absorcién UV-Visible, TEM y "H-RMN (figura 1).

Como se puede observar en el espectro de 'H-RMN de
Au@OA las bandas caracteristicas de la OA se han ensanchado, lo
que indica que la OA se encuentra adsorbida en la superficie de la
NP (esquema 1). En el espectro de UV-Visible se observa la banda
de plasmoén a ~ 520 nm. El analisis de las imagenes de TEM mostro
que las Au@OA eran esféricas y con un diametro medio de particula
de 9.2+ 2.5 nm.

124



(a) Au@OA

Etanol

OA

o
(=)
—_—
(=2
-
con

Absorbancia
o
~
T

o
N
T

1 |
400 600 80 1000 & .
Longitud de onda/ nm e T R

o

Figura 1. (a) 'H-RMN comparativo de Au@OA (arriba) y OA (debajo),
ambos en CDCly; (b) espectro de absorcion UV-Visible en
cloroformo de Au@OA; (c) imagen de TEM de Au@OA. El diagrama

insertado indica la distribucion de diametros.

La OA también se utilizd como reactivo de partida para la
sintesis de la acetamidina de cadena larga (N’-oleil-N,N-
dimetilacetimidamida, OAA) (esquema 2). Para ello, se siguié un
procedimiento para la sintesis de acetamidinas a partir de aminas

1. Brevemente, una

primarias, previamente descrito por Jessop y co
mezcla de OA y una disolucion de dimetilamina (DMA, 2M) en THF
(relacién molar 1:2) se agitdé en un vial tapado durante 5 minutos.
Entonces, se anadié gota a gota el N,N-dimetilacetamida dimetil
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acetal (DMAc), se agité toda la mezcla durante 10 minutos y se dejo

en reposo en la oscuridad durante 18 h.

\\N/
1.2
H ~ )( - /
A~~~ =~~~~.NHy 2 N o o P S e S N\
+ TN T
OA 18 h en la oscuridad OAA

Esquema 2. Sintesis de OAA.

Posteriormente, se elimind la mayoria del THF vy la
dimetilamina en exceso en el rotavapor. Finalmente, la muestra a
vacio se calenté a 55 °C durante 8 h para eliminar completamente los
reactivos (DMA, DMAc, THF). El rendimiento de la reaccién fue del
94 %. El producto se caracterizé mediante 'H-RMN y "*C-RMN y

espectroscopia UV-Visible.

Una de las sefiales mas significativas de la OA en el "H-RMN
(figura 2) es el multiplete correspondiente al doble enlace CH=CH
(5.3 ppm), cuyo desplazamiento quimico se ve poco afectado por su
derivatizacion a acetamidina. La formacién del producto deseado
queda constatada por la aparicion de un singlete intenso a 2.8 ppm
correspondiente a los protones (6H) de los dos grupos metilo unidos
al nitrégeno, asi como por la aparicién de una singlete a 1.8 ppm
correspondiente a los protones (3H) del metilo unido al doble enlace
del grupo acetamidinio. ElI multiplete correspondiente al metileno
(CH,-N=) también se desplaza de 2.6 ppm a 3.0 ppm debido a que el
doble enlace N=C retira densidad electrénica del hidrégeno lo que
disminuye el apantallamiento. El resto de las sefiales no sufre

cambios significativos.

126



5.31
3.14
—1.99
—1.84
1.47
1.27
1.23
0.85

5.28
5.27
2.61
1.94
3
2
2
0!
8:

OA

55 50 45 4.0 35 3.0 25 20 15 1.0 05 0.0

Figura 2. Comparacion entre los espectros 'H-RMN del reactivo OA

(debajo) y del producto OAA (arriba), ambos en cloroformo deuterado.

En cuanto al espectro de "*C-RMN (figura 3), cabe destacar
una sefial sobre 160 ppm que corresponde al carbono cuaternario
situado entre los dos nitrégenos del grupo acetamidinio (-N=C-N-).
Ademas, la sefal de los dos metilos de este grupo aparece alrededor
de 40 ppm. La sefial del grupo -CH>-N se desplaza de 42 ppm en OA
a 51 ppm en OAA. Por ultimo, la sefal que corresponde a los dos
carbonos del doble enlace de la cadena, no sufre cambios

significativos y en ambos casos aparece sobre 130 ppm.
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Figura 3. Comparacion entre los espectros de *C-RMN del reactivo OA
(debajo) y del producto OAA (arriba), ambos en cloroformo deuterado.

Ademas, se registrd el espectro UV-Visible del compuesto
OAA (figura 4), observandose una banda cerca de 520 nm (la misma
longitud de onda de la banda de plasmoén). Sus coeficientes de
absorcion molar a esta longitud de onda en cloroformo y en tolueno

fueron 0.8 dm®mol'cm™ y 0.05 dm®mol”'cm™, respectivamente.
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Figura 4. Espectros de UV-Visible en (a) cloroformo y (b) tolueno de OAA a
diferentes concentraciones (0, 3.9, 22.6, 37.4, 56.1 and 74.9 mM).
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Para comprobar que la absorcion de la OAA no iba a influir en
el analisis del proceso de transferencia de fase, se prepard una
disolucion de Au@OA en cloroformo y se le adicionaron
concentraciones crecientes de OAA (de 3.9 a 74.9 mM). Como se
observa en la figura 5, no se produce ningun cambio apreciable en el
espectro de absorcion de Au@OA en el intervalo del espectro de 350
a 900 nm, tras la adicion de cantidades crecientes de OAA hasta
74.9 mM.

Absorbancia

0 | | h
350 500 650 800
Longitud de onda/ nm

Figura 5. Espectro de UV-Visible de Au@OA en cloroformo en ausencia y

en presencia de diferentes concentraciones de OAA (hasta 74.9 mM).

La solubilidad del compuesto OAA en agua fue despreciable,
pero se solubilizd completamente al burbujear CO,. Esto concuerda
con la formacién del bicarbonato de acetamidina (OAA;), ver

esquema 3.

OAA |
o N\\(N\

N2 u CO, oo
3

H o, |
_ NN
OAAg T

Esquema 3. Formacion reversible de OAA,.
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A una disolucién de OAA en CDCI; se anadio D,O y se
burbuje6é CO, hasta la completa evaporacion del disolvente organico.
Asi, se formo6 la OAA,, disuelta en D,O, que se recogidé con una
jeringa y se metio en un tubo de RMN bajo atmésfera de CO,. En el
espectro de 'H-RMN del bicarbonato de acetamidina (figura 5) se
observa que la sefal correspondiente a los dos grupos metilo unidos
al nitrogeno del grupo acetamidinio (N-(CHs);), sufre un
desdoblamiento de la sefial.'® Esto estaria de acuerdo con el
incremento de la restriccion a la rotacion alrededor del enlace C-N, lo
que fuerza a los dos metilos a encontrarse en entornos quimicos

diferentes.

Figura 5. Espectros de 'H-RMN de OAA; en D,0 bajo atmosfera de CO,.

Finalmente, se demostré la transferencia reversible del
surfactante a la fase organica, burbujeando N, para eliminar el CO,
del medio. Posteriormente, se afiadid CDCI; a la muestra preparada
para en RMN y se burbujeé N,. Mediante '"H-RMN se comprobd la

total recuperacion de la OAA y su solubilidad en la fase organica.
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3.4.2.- Estudios de la transferencia de fase de las AuNPs

Como las Au@OA y la OAA eran solubles en cloroformo y en
tolueno, se llevaron a cabo los experimentos de transferencia de fase
en los dos disolventes. En una de las etapas de los experimentos
que se van a mostrar a continuacién es necesario evaporar por
completo el disolvente organico. Por esto, como el tolueno es menos
volatil, los experimentos con este disolvente se realizaron con la
mitad del volumen de disolucion que en el caso de los experimentos
con cloroformo, pero las concentraciones de las AuNPs y de la OAA

se mantuvieron constantes en todos los experimentos.

Los experimentos se realizaron, en general, como se detalla a
continuacion: una disolucion de Au@OA en cloroformo (1 mL, Agy ~
1.5, [AU@OA] = 0.57 mg/mL // 0.26 uM) (figura 7a) se mezclé con
una disolucion de OAA en cloroformo (1 mL, 0.15 M) en un tubo de
ensayo pyrex (figura 7b). Entonces, se afadieron 2 mL de agua Mili-
Q vy el tubo se tapd con un septum que contenia dos agujas (figura
7c). Una aguja, unida a un tubo de teflon y sumergida en la
disolucion, y permitia la entrada de gas hasta el fondo del tubo de
pyrex. La otra aguja permitia la salida de gas y de disolvente

evaporado.

Después, se burbujeé CO, a través de la aguja unida al tubo
de teflén. Se observo la formacién de una emulsién, hasta que se
evaporo todo el disolvente organico (Figura 7d). Por cuestiones

183-186

termodinamicas, las AuNPs se acumulan en la interfase
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acuosa/organica y por ello fue necesaria la evaporacion completa del

disolvente organico.

Las AuNPs quedaron dispersas en la fase acuosa y la
disolucion se volvid un poco mas violeta. Posteriormente, se
afadieron 2 mL de cloroformo, observandose que las AuNPs se
mantenian disueltas en la fase acuosa mientras se mantenia la
atmésfera de CO, (Figura 7e). Finalmente, se burbujed N, para
eliminar el CO, y asi volver a tener las AuNPs disueltas en la fase
organica (figura 7f). Al proceso que abarca desde la etapa (d) hasta

la etapa (f) se denominara ciclo a partir de ahora.

Ciclo
[
| 1
(a) (b) () (d) (e) (N

Figura 7. Imagenes del proceso de transferencia reversible de fase de

AuNPs disueltas en cloroformo.

Se realizaron hasta un total de quince ciclos en cloroformo y
se comprobd que la transferencia de fase de las AuNPs se produjo
casi al completo hasta el ciclo 10, aunque el tiempo para transferir las
NPs aumentaba con cada ciclo. Ademas, las NPs mostraron buena
estabilidad coloidal, no se agregaron y no cambiaron ni de forma ni
de tamano (comprobado por TEM). La figura 8 muestra los espectros
de absorcién en cloroformo que contiene las NPs después de un

ciclo completo hasta un total de 15 ciclos.
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Figura 8. Espectros de absorcién UV-Visible de las Au@OA antes y

después de diferentes ciclos en la fase organica (cloroformo).

La figura 9 muestra la evolucién de la absorcion de la SPB
después de cada ciclo en cloroformo y la recuperacion casi por

completo de la misma hasta el ciclo 10.
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Ciclos

Figura 9. Evolucién de la absorbancia de la banda de plasmén con el

numero de ciclos.

Ademas, se siguid la variacion de parametros que podrian
evidenciar cambios en la concentracion o en la forma y el tamafo de
las NPs en la secuencia de ciclos. En la tabla 1 se puede observar

que la longitud de onda del maximo de la SPB (Anax), la absorbancia
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de la SPB (Aspg), la relacion Aspe/Asso Y la anchura de la banda a la

mitad del maximo (FWHM) experimentaron pequefas variaciones.

SPB (Amax M) Asp Aspa/Auso FMHW/2(nm)

Inicial 521 2.66 1.39 49
Ciclo 1 520 2.64 1.38 58
Ciclo 2 519 2.60 1.42 54
Ciclo 3 522 2.62 1.44 48
Ciclo 4 522 2.54 1.44 48
Ciclo 5 518 2.59 1.45 51
Ciclo 6 520 2.62 1.45 52
Ciclo 7 524 2.69 1.44 48
Ciclo 8 523 2.66 1.43 49
Ciclo 9 523 2.64 1.45 57
Ciclo 10 522 2.66 1.44 56
Ciclo 11 523 2.56 1.44 56
Ciclo 12 518 2.40 1.42 58
Ciclo 13 520 2.40 1.43 56
Ciclo 14 521 2.11 1.43 56
Ciclo 15 521 2.04 1.44 52

Tabla 1. Variacién de propiedades relativas de la SPB con el nimero de
ciclos (hasta 15) de Au@OA disueltas en cloroformo (longitud de onda del
maximo de la SPB, Anax, absorbancia de la SPB en el maximo, Aspg, la
relacién entre Aspp/Ayso, ¥ la anchura de la banda a la mitad del maximo,
FWHM).

En el caso del intercambio de fase en tolueno se obtuvieron

unos resultados muy parecidos (figura 10).
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(a) (b) l (c)
(d) r (e] (f)

Figura 10. Imagenes de un ciclo completo en tolueno: (a) mezcla de
Au@OA en tolueno; (b) adicion de OAA en tolueno a la mezcla (a); (c)
adicion de agua a la mezcla (b), (d) todo disuelto en la fase acuosa tras la
eliminacion del tolueno de la muestra (c) mediante el burbujeo de CO5; (e)
adicion de tolueno a (d); (f) todo disuelto en la fase organica tras el burbujeo
de N, en (e).

Los espectros de absorcion de UV-Visible de las disoluciones
extraidas después de completar los diferentes ciclos variaron un

poco con respecto a la mezcla Au@OA/OAA inicial (figura 11).
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Figura 11. Espectros de absorcion UV-Visible de las Au@OA antes y

después de diferentes ciclos en la fase organica (tolueno).

Los resultados de la transferencia de fase en cloroformo y en

tolueno indican que se produjo una transferencia casi completa
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durante cada ciclo y las AuNPs no se agregaron y tampoco
precipitaron, ni en la fase acuosa ni en la fase organica. Ademas, los
espectros de UV-Vis y las imagenes de TEM indican que las NPs
mantuvieron su tamano inicial y su forma durante todo el proceso.
Cabe destacar que si el CO, no se elimina del medio, las AuNPs se
mantienen dispersas en la fase acuosa. También hay que mencionar
que no se pudo registrar el espectro de absorcién de la fase acuosa
ya que ésta tenia un aspecto lechoso (se aprecia mejor en el caso

del tolueno) y no era transparente.

Estos resultados se atribuyen a la intercalacién de la parte
hidrofébica de la OAA entre las cadenas de OA que recubren la NP
(esquema 4). Cuando se burbujea CO, y en presencia de agua se
forma la OAA; y su parte hidrofilica queda en el exterior rodeando la
NP, permitiendo su transferencia a la fase acuosa. Mientras el
sistema se encuentre bajo atmésfera de CO,, la OAA; se mantendra

protonada e impedira que las AuNPs sean transferidas a la fase

organica.
N N N ,
N BN o N
- \l\\l\/ N N \\( HN HI\)J
i
/ / \ v ) v oy J
\ \ 7 \ 3\ 3
Co,
N Ha ﬂ» N Hy ~7—‘N2 N 2 Hy
AuNP AuNP: AuNP.

Esquema 4. Posible mecanismo de la transferencia de fase.

136



3.4.3.- Separacion de las Au@OA de un compuesto organico

Por ultimo, se realizaron ensayos para averiguar si esta
estrategia podria ser util para separar las Au@OA de una mezcla
que contenia un compuesto organico. EI compuesto organico que se
utilizé como modelo fue el pireno, ya que posee un coeficiente de
absorcion elevado en el ultravioleta, por lo que permite seguir

claramente la absorcion de las nanoparticulas.

Para llevar a cabo el experimento se preparé una mezcla de
Au@OA (1 mL, 0.14 uM Age = 0.75) y OAA (1 mL, 0.075 M) en
cloroformo en un tubo de pyrex. A esta disolucién se afadieron 100
ML de una disolucién 0.98 mM de pireno en cloroformo. Después se
afiadieron 2 mL de agua Mili-Q y se burbuje6 CO, hasta que el
cloroformo se evaporé completamente, observandose que todos los
componentes se encontraban disueltos en la fase acuosa. Entonces
se anadieron 2 mL de cloroformo y se burbujeé CO, suavemente
para prevenir la emulsién y mantener su atmadsfera. La muestra se
agité suavemente 1 minuto cada 15 minutos durante 5 horas
mientras se mantenia el burbujeo con CO,. Al cabo de 5 horas se
extrajo la fase organica y se midié su espectro de absorcion UV-
Visible.
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Figura 12. Espectro de absorcion UV-Visible en cloroformo de disoluciones
de pireno (rojo) y pireno extraido de una mezcla de Au@OA/OAA (linea
negra punteada). El recuadro muestra la ampliacion de la region de 500-600

nm evidenciando que las AuNPs no estaban presentes en la fase organica.

En la figura 12 se comparan los espectros de absorcion de la
disolucion de pireno inicial y de la muestra extraida. Se demuestra
asi la eficacia en la extraccion del pireno, asi como que las Au@OA

se mantuvieron disueltas en la fase acuosa.

Después de extraer el pireno por completo, el burbujeo de N,
permite la transferencia de Au@OA/OAA a la fase organica.

Cabe destacar que las AuNPs se recuperaron totalmente por
simple centrifugacion, mientras que la OAA se mantuvo disuelta en el

sobrenadante.
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Figura 13. Espectro de absorcion UV-Visible de una mezcla de Au@OA y
OAA (negro), Au@OA redisueltas en cloroformo después de la
centrifugacion (azul) y el del sobrenadante del mismo centrifugado en

cloroformo (rojo).
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3.4.4.- Conclusiones

El CO, puede ser utilizado como estimulo externo para
transferir las Au@OA desde la fase organica hasta la fase acuosa.
Los resultados obtenidos sugieren que las cadenas no polares de la
oleilamina y de la acetamidina se intercalan en la fase organica.
Cuando se afade agua y se burbujea CO,, los grupos acetamidina
que se encuentran en la periferia de la nanoparticula se protonan y el
sistema se vuelve soluble en agua. Ademas, este sistema puede
volver a ser soluble en disolventes organicos, simplemente

eliminando el CO, con N,.

Esta estrategia no reduce las emisiones de CO, pero lo
recicla, por lo que un producto de desecho que se obtiene en una
gran cantidad de procesos industriales puede ser utilizado. Ademas,
se ha comprobado la completa recuperacion selectiva de las AuNPs
que se encuentran en mezclas que contienen el surfactante y de
mezclas que contienen, ademas del surfactante, compuestos
organicos como el pireno.

Hasta el momento este es el unico trabajo en el que se utiliza
un estimulo externo para la transferencia de fase de AuNPs que
puede ser completamente eliminado del sistema de una forma
sencilla. Esta estrategia permite transferir NPs de agua a disolventes
organicos y viceversa.

Dado que la transferencia depende completamente de las
propiedades de los ligandos que se encuentran en la superficie de
las NPs, el protocolo debe ser aplicable a otros materiales, aunque
posiblemente tenga que ser modificado especificamente para cada
sistema.
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4.- TECNICAS INSTRUMENTALES

UTILIZADAS PARA LA SINTESIS,

CARACTERIZACION Y ESTUDIO
DE LAS NANOPARTICULAS
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Espectroscopia de Absorcion UV-Visible

Se uso6 un espectrofotébmetro Agilent 8543 (figura 1) equipado
con software de UV-Vis scanning ChemStation para la obtencion de
los espectros de absorcion. Para ello, se usaron cubetas de cuarzo

cuyas medidas eran 1 x 1 x 4 cm®.

Figura 1. Espectrofotdmetro UV-Visible.

Fluorescencia en estado estacionario

Estas medidas se han llevado a cabo mediante un
espectrofluorimetro Photon Technology International (PTI), modelo
LPS-220B, equipado con una lampara de Xenén de 75 W y de
detectores de recuento de fotones individuales entre 200 y 900 nm
(figura 2). Las medidas se registraron a temperatura ambiente en

nitrégeno con cubetas de cuarzo de 1 x 1 x4 cm.

) w R ]

i

Figura 2. Espectrofluorimetro.
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Fotolisis de destello laser (LFP)

Los experimentos de fotdlisis de destello laser se han
realizado utilizando el tercer arménico (355 nm) y cuarto armoénico
(266 nm) de un laser Nd:YAG (figura 3). La duraciéon del pulso fue de
10 ns, con una energia de 12-18 mJ/pulso, una frecuencia de 10 Hz.
Utilizando una lampara de Xendn Lo 255 Oriel como detector de luz.
El aparato consta del laser pulsado, la lampara de xendén, un
monocromador y un sistema fotomultiplicador. La senal saliente

desde el osciloscopio se almaceno en un ordenador personal.

Figura 3. Laser de Nd:YAG.

Irradiaciones con lampara

Las irradiaciones con lampara se han realizado en un
fotorreactor de Luzchem, modelo LZC-ORG, especialmente indicado
para la irradiacion de muestras liquidas. La camara de irradiacion
tiene unas dimensiones de 30.5 cm (ancho), 30.5 cm (profundidad) y
22 cm (altura), y esta dotada con un ventilador. Este modelo permite

colocar cinco lamparas en cada uno de los laterales (figura 4).
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Figura 4. Fotorreactor LZC-ORG.

Las lamparas se pueden cambiar facilmente, lo que permite
seleccionar en cada caso las que necesitemos. Se utilizaron
lamparas LZC-UVC: 280 nm > A > 240 nm, Ans= 254 nm; LZC-UVB:
360 nm > A > 280 nm, Ama= 320 nm; LZC-UVA: 400 nm > A >300 nm,
Amax= 350 nm (figura 5).
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Figura 5. Espectro de emisién de las lamparas utilizadas.
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Espectrometria de resonancia magnética nuclear de protén y
carbono ("H-RMN, "*C-RMN)

Los espectros de '"H RMN y ®C RMN se realizaron en un
espectrometro AVANCE DRX 300 Briker con una sonda de 300 MHz
que posee un iman Briker de 7 Tesla apantallado, y un
espectrometro AVANCE 400 Briker con una sonda de 400 MHz que
posee un iman Oxford de 9.3 Tesla. Los desplazamientos quimicos
(&) se dan en partes por milléon (ppm) relativos al trimetilsilano (TMS),
tomando como referencia interna la sefal residual del disolvente

deuterado. Las constantes de acoplamiento (J) se expresan en Hz.

400
UltraShield

300
UltraShield™ &

g%

Figura 6. Espectrometros de RMN de 300 (izquierda) y de 400 MHz

(derecha).

Microscopia Electréonica de Transmision (TEM)

Las imagenes de TEM se obtuvieron con un microscopio
electrénico de transmision de 200 KV JEOL 1010, equipado con una

camara GATAN vy el software Digital Micrograph. Las imagenes de
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TEM de alta resolucién (HR TEM) y la espectroscopia dispersiva de
rayos X (EDX) se realizaron utilizando un Microscopio de Filamento
de Emisién de Campo (FEG) TECNAI G? F20 (FEI) operado a 200
kV. Para adquirir las imagenes, 10 yL de las muestras disueltas en
su respectivo disolvente (cloroformo, tolueno o agua) se depositaron
sobre un soporte de carbono 24 h antes de la medida y se secaron al
aire. Para determinar el tamafio de las nanoparticulas se usé el
software Image J, con un recuento minimo de 300 nanoparticulas. El

diametro se expresa en nanémetros (nm).

Figura 7. Microscopio de Filamento de Emision de Campo (FEG) TECNAI
G? F20 (FEI).

Cromatografia de gases acoplada a espectrometria de masas
(GC/MS)

Los experimentos de espectroscopia de masas fueron
realizados mediante un espectrometro de masas Agilent 5973 con
analizador quadrupolar de baja resolucion para andlisis rutinarios,

con Cromatografo de Gases (Agilent 6890 N) para columnas
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capilares (spli/splitless, pulsed split y pulsed splitless) e interfase GC-
MS.

Cromatografia de capa fina (CCF o TLC)

Se ha realizado sobre cromafolios de gel de silice 60 Fysg4,
marca Merck utilizando para revelar una lampara UV con una

longitud de onda de 254 nm.

Cromatografia en columna

Se ha utilizado gel de silice 60 (0.040-0.063 mm) para
cromatografia en columna y diferentes eluyentes dependiendo de la

solubilidad de los compuestos a separar.
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5.- JUSTIFICACION DEL TEMA Y
CONTRIBUCION ORIGINAL DEL
AUTOR
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Esta tesis ha sido desarrollada en el Grupo de Reactividad
Fotoquimica del Instituto de Ciencia Molecular (ICMol) de la
Universidad de Valencia bajo la supervisién de la Profesora Julia
Pérez Prieto. Desde el 2007, el grupo se ha centrado en el campo de
los nanomateriales, trabajando con nanoparticulas metalicas, en
particular oro, nanocristales semiconductores, como los de CdSe y
CdSe/ZnS vy, recientemente, con nanoparticulas de “up-conversion”

dopadas con lantanidos.

Con respecto a las nanoparticulas de oro, el grupo se ha
centrado en el cambio inducido por la luz de su forma y tamafio, en la
transferencia de fase reversible de las AuNPs, y el disefio de

nanoparticulas funcionales.

En esta tesis se ha estudiado el crecimiento controlado de
AuNPs pasivadas con tioles fotosensibilizado por benzofenonas, la
modificacion de la forma y tamafio de las nanoparticulas por
irradiacion UV-C, y la transferencia reversible entre fase organica y

fase acuosa de AuNPs pasivadas con oleilamina.

En relacidon con los primeros objetivos, el principal reto de este
trabajo era controlar el tamafio y la forma de las nanoparticulas de
oro utilizando métodos fotoquimicos. Mientras que en ultimo objetivo
era realizar la transferencia de AuNPs de forma simple y eficaz, asi
como estudiar la posibilidad de utilizacion del método para la
separacion de la nanoparticula de un compuesto organico presente

en el medio.
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Los articulos descritos en esta tesis han sido publicados en
diferentes revistas con un factor de impacto de 3.153 hasta de 5.46,

lo que indica el interés suscitado por los resultados.

Los conocimientos obtenidos durante estos afios permitiran al
grupo disefiar nanoparticulas de oro versatiles como sensores,
catalizadores, agentes eficientes en la transferencia de calor, etc., asi

como su ensamblaje en nuevos sistemas supramoleculares.

Durante el desarrollo de la tesis, Salvador Pocovi Martinez,
ha adquirido experiencia en la sintesis, purificacion y caracterizacién
de nanoparticulas de oro. El ha realizado la mayor parte del trabajo
experimental de los resultados que aqui se presentan. La
preparacion de las nanoparticulas y todos los compuestos utilizados
(menos los comerciales) y las medidas de absorbancia, fluorescencia
y fotdlisis de destello laser se han realizado en el grupo de Julia
Pérez Prieto. Las medidas de RMN se realizaron en los servicios de
apoyo a la investigacion de la Universidad de Valencia, utilizando un
espectrometro Bruker AVANCE DRX 300 en los analisis de rutina
realizados por los técnicos del servicio. Cuando era necesario
realizar adquisiciones de tiempo prolongado, Salvador Pocovi
Martinez realizaba los experimentos en un espectrometro Bruker
AVANCE 400. Las medidas de TEM también se realizaron en los
servicios centrales de la UVEG, siendo el estudiante usuario de un
microscopio electronico JEM-1010 (JEOL). Ademas, el personal
técnico del servicio realizé las medidas con un microscopio
electrénico de alta resolucion TECNAI G? F20 (FEI).
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En el articulo “Photocatalytic coalescence of functionalized gold
nanoparticles” y “Photosensitized seeding of thiolate-stabilised gold
nanoparticles” M2 Consuelo Cuquerella Alabort, investigador pos-
doctoral en el grupo entre el afo 2007 y 2009, realiz6é los estudios

preliminares.

En el articulo “Controlled UV-C light-induced fusion of thiol-
passivated gold nanoparticles”, Miriam Parreiio Romero, estudiante
realizando la tesis de master en el grupo de investigacién, colabord
en la sintesis de las nanoparticulas utilizadas y realizé algunos de
estudios fotofisicos/fotoquimicos. Said Agouram es el técnico que se
encargo de realizar los estudios con TEM de alta resolucion en los

servicios de apoyo a la investigacién de la Universidad de Valencia.

En el articulo “CO, switchable nanoparticles: reversible
water/organic-phase exchange of gold nanoparticles by gas bubbling”
Laura Francés Soriano, actualmente estudiante pre-doctoral en el

grupo, realizé muchos de los ciclos de transferencia de fase.
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6.- RESUMEN DE LA TESIS
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Las propiedades fisicas y quimicas de las nanoparticulas de
oro (AuNPs), tales como la interacciéon con la luz, solubilidad,

catalisis, etc. dependen de varios factores:

» El tamafo y la forma: la interaccion de las AuNPs con la luz
depende mucho de sus dimensiones fisicas. Estos
parametros son cruciales para la aplicacion de estos
nanomateriales.

» El ligando puede modificar las propiedades opticas, las
propiedades quimicas, la estabilidad y la solubilidad de las
AuNPs.

Uno de los objetivos de esta tesis es optimizar la modificacién
controlada del tamafno/forma de AuNPs estabilizadas con tioles
utilizando luz, ya sea en presencia o0 en ausencia de un
fotosensibilizador. El otro objetivo, es encontrar una estrategia
eficiente y simple para la transferencia de fase reversible

agual/organica de AuNPs.

Los procesos fotoquimicos ofrecen varias ventajas para la
preparacion de AuNPs, como pueden ser un control espaciotemporal
y la generacién in situ de agentes reductores. Ademas, estos
meétodos son relativamente verdes, ya que se utiliza luz, el cual es un

reactivo inocuo que desaparece del medio de reaccion.

La interaccion entre cetonas aromaticas y luz conduce a la
formacion del estado excitado triplete de la cetona, el cual abstrae
atomos de hidrégeno eficientemente de disolventes, que son buenos
dadores de hidrégeno, lo que da lugar a la formacion de radicales

cetilo. Estos radicales pueden actuar como agentes reductores. Esta
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propiedad ha sido previamente utilizada para la sintesis de
nanoparticulas de oro y de plata a partir de sus correspondientes
sales metalicas. Sin embargo, el proceso ha sido poco eficiente
debido a la desactivacion del triplete de la cetona aromatica por parte

de la sal de oro.

Hemos desarrollado un método fotoquimico para modificar el
tamafio de AuNPs pasivadas con tioles que utiliza luz UV-A o UV-B.
Esta estrategia se basa en la generacion in situ de radicales cetilo en
presencia de las NPs. El estado excitado triplete de las cetonas
aromaticas, como la benzofenona (BP) o la 4-metoxibenzofenona,
abstrae hidréogeno de buenos dadores de hidrogeno, como el THF, el
cual se utiliza como disolvente. La capacidad de las AuNPs para
aceptar electrones es clave en el proceso. Los estudios sugieren que
es posible transferir electrones de los radicales cetilo a la superficie
de la nanoparticulas, recuperando el fotocatalizador. Esta
transferencia electronica incrementa el nivel de Fermi de las AuNPs
hacia potenciales mas negativos, lo que causa la liberacion del
ligando organico que se encuentra en la superficie de las NPs. Esto
facilita que las NPs se acerquen, y finalmente, se produzca la
coalescencia de éstas para dar lugar a AuNPs mas grandes con una

distribucion de tamarfos estrecha.

Entre los métodos estudiados para modificar el tamafio de las

NPs y obtener una distribucion de tamafos estrecha, el crecimiento

por sembrado es el método mas utilizado. Esta estrategia ha sido

utilizada con AuNPs estabilizada con tioles, pero requiere

condiciones drasticas. Por eso, se ha combinado la propiedad de las

AuNPs para almacenar electrones y la generacion in situ de radicales
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cetilo de la benzofenona (BPH) inducida por la luz, con el propdsito
de modificar el tamafio de las AuNPs y obtener una distribucion
estrecha de tamafos. La hipdtesis fue que las NPs pueden aceptar
electrones de agentes reductores y entonces éstas pueden reducir
iones metalicos que se encuentren en su superficie. Por tanto,
estudiamos la versatilidad de la BP, como fotocatalizador, y de las
AuNPs, como “semillas” y depdsito de electrones, para reducir sales

de Au** en THF y finalmente, provocar el crecimiento de las NPs.

Las muestras fueron irradiadas utilizando luz UV-A o UV-B. El
crecimiento de las NPs fue mas rapido cuando la sal de Au®*" estuvo
presente en la disolucion. La BP fue clave para inducir el crecimiento
de las NPs. Es bien sabido que el triplete de las cetonas aromaticas
es eficientemente desactivado por sales de oro. Por lo tanto, la
capacidad encapsulante de las AuNPs fue crucial para que se llevara
a cabo el proceso. Asi, una buena explicacién para estos hallazgos
es que la solubilidad de la sal de Au®** coordinada con el THF
previene que haya una gran concentracion de la sal entre las
cadenas hidrofébicas del agente estabilizante de las NPs. Como
consecuencia, el triplete de la BP conduce a la formacion de BPH
entre las cadenas hidrofébicas de la superficie de las NPs; de otra
manera, la formacién de BPH seria significantemente desactivada
por el Au**. La transferencia electrénica que se produce desde BPH
hacia las AuNPs electrofilicas produce NPs con electrones extra,
mientras que la BP se recupera. Asi, las AuNPs cargadas
negativamente actiian como principal agente reductor de Au** a Au’,
produciendo atomos de oro en la superficie de las NPs y, finalmente,

induciendo el crecimiento de éstas. En el disolvente, fuera de la NP,
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la desactivacion eficiente de pequefas cantidades de tripletes de BP
por la sal de oro hace que la reduccion de la sal sea un proceso poco

competitivo.

Por otra parte, el tamafio y la forma de las AuNPs pueden ser
modificados por su interacciébn con luz. La estructura de los
productos obtenidos cambia significativamente con la longitud de
onda de irradiacion y el flujo de fotones. Este efecto también
depende del tipo y la concentracion del agente estabilizante utilizado

para la sintesis de las NPs.

En la mayoria de los estudios realizados anteriormente, la
irradiacién de AuNPs con luz causé la reduccion del tamafio de las
NPs. Tan solo hay unos pocos estudios en los que se observd un
incremento del tamano de las NPs estabilizadas con tioles, en los
cuales utilizan una fuente de radiacion A > 300 nm y un flujo elevado

de fotones.

Nuestro propésito fue comparar el efecto de la irradiacion UV-
C con la irradiacion UV-A en AuNPs estabilizadas con tioles de un
tamafio relativamente pequefio. Ademas, para determinar si la
presencia de un croméforo que absorbe en el UV unido al agente
estabilizante de las NPs puede influir en el resultado final, estos
estudios se realizaron con AuNPs estabilizadas con ligandos que
contenian cromdforos, tales como la ftalimida (Au@PH) y la
benzofenona (Au@BP), o con octadecanotiol (Au@ODCT) de ~ 3
nm. Las NPs fueron irradiadas en cloroformo a diferentes longitudes
de onda del UV, utilizando un laser pulsado de nanosegundo (266

and 355 nm, ca. 12 md/pulso, pulso de 10 ns) o lamparas
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convencionales (300 nm < A < 400 and 240 nm < A < 280 nm); por
ejemplo, excitacién a longitudes de onda que tenian la energia
adecuada para producir exclusivamente transiciones interbanda, o

transiciones interbanda e intrabanda.

La irradiacién laser a 355 nm produjo la aglomeracion y
precipitacién de las NPs, mientras que las NPs fueron fotoestables
bajo iluminacién con lamparas UV-A. Interesantemente, la excitacion
laser a 266 nm indujo un rapido (escala de minutos) incremento del
tamano, lo que produjo enormes nanocristales esféricos (mas de 100
nm), mientras que la irradiacion con lampara en el UV-C produjo
nanoredes de NPs parcialmente fundidas con un diametro mayor que

las NPs iniciales.

En estudios anteriores se ha observado que la irradiacion con
luz UV-C de AuNPs puede producir su aglomeracion, lo que se ha
atribuido a un incremento de las fuerzas de van der Waals causado
por la liberacion fotoinducida de electrones de las nanoparticulas.
Ademas, aunque los pulsos de elevada energia de los laseres
pueden inducir una disminucién del tamafio de las NPs, los pulsos de
baja energia pueden producir una fusiéon de las AUNPs mas suave y

pueden fusionarse entre ellas cuando se encuentran.

La dependencia del proceso con la longitud de onda de
irradiacion fue indicativa de que la fotdlisis del cloroformo es
necesaria para que se produzca el crecimiento de las NPs. Aunque la
absorbancia del cloroformo en el UV es pequefa (0.05y 0.02 a 260 y
270 nm, respectivamente), es suficiente para que se produzca la

fotdlisis del cloroformo. El primer paso seria la rotura del enlace C-ClI
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para producir radicales diclorometilo y atomos de cloro. Los radicales
diclorometilo podrian actuar como reductores, ftransfiriendo
electrones a las nanoparticulas aglomeradas, lo que produciria la
eliminacion de algunos ligandos de la superficie de las NPs vy

finalmente, conduciria a la formacion de NPs mas grandes.

La principal diferencia entre la irradiacion con lamparas o con
laser es que el flujo de electrones es mayor en el caso del laser, lo
que produciria un eficiente calentamiento de las NPs asi como un
incremento en el rendimiento de la formacion de radicales
diclorometilo, haciendo que la liberacién del ligando y la fusién de las
NPs sea mas eficiente, dando como resultado nanoparticulas

esféricas (mas de 100 nm).

Finalmente, existen una gran cantidad de trabajos en los que
se estudia la transferencia de fase de las AuNPs provocando
cambios de pH, modificando el agente estabilizante, etc., pero la
mayoria de estos métodos son irreversibles. Por lo tanto, existe un
gran interés en el desarrollo de estrategias para transferir

reversiblemente las AuNPs de disolventes organicos a agua.

Las acetamidinas con una cadena hidrofobica larga se
transfieren reversiblemente entre la fase acuosa y organica
burbujeando gas (N, y CO,). Este tipo de compuestos pueden inducir
un cambio en la solubilidad de otros compuestos y son conocidos

como surfactantes intercambiables.

La intercalacion de este tipo de acetamidinas entre ligandos
apolares que se encuentran rodeando la superficie de las AuNPs,

podria hacer posible la transferencia reversible de las AuNPs
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mediante burbujeo de gas. Hasta donde sabemos, no existe otro
estudio en el que se utilicen diferentes atmodsferas como estimulo
externo para ftransferir AuNPs desde disolventes apolares a

disolventes polares o viceversa.

El sistema que se eligid para nuestro estudio estaba
compuesto por AuNPs estabilizadas con oleilamina (Au@OA) y un

surfactante intercambiable, N-oleil-N, N-dimetilacetamidina (OAA).

A una mezcla de Au@OA/OAA en cloroformo se le afiadié
agua y, entonces, se burbuje6 CO,. Las AuNPs se transfirieron
eficientemente de la fase organica a la fase acuosa. Mientras que la
disoluciéon se encontraba bajo atmodsfera de CO, las NPs
permanecieron en la fase acuosa, incluso afadiendo cloroformo.

Este proceso se revirtié simplemente eliminando el CO, con N,.

Para explicar estos resultados, proponemos una intercalacion
entre las cadenas de oleilamina que rodean la superficie de las NPs y
la cadena hidrofébica de la acetamidina, dejando los grupos polares
de la acetamidina expuestos al disolvente. En presencia de CO, y
agua estos grupos se protonan e inducen la transferencia de las NPs
del disolvente organico al agua. Esta situacién se revierte cuando el

CO, se elimina completamente.

Con el fin de probar si esta estrategia podria ser util para
extraer Au@OA de una mezcla que contiene un compuesto organico
como pueda ser el pireno, éste fue anadido a la mezcla
Au@OA/OAA en cloroformo contenida en tubo de ensayo Pyrex. El
pireno fue transferido completamente a la fase organica. Au@OA se

mantuvo en la fase acuosa debido a la atmdsfera de CO,, el cual
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protona la oleil acetamidina intercalada. Por otra parte, AuU@OA/OAA
volvieron a la fase organica por burbujeo de N,. Interesantemente,
las Au@OA se recuperaron en su estado inicial por simple

centrifugacién, mientras que OAA permanecio en el sobrenadante.

164



7.- CONCLUSIONES
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Los resultados obtenidos en esta tesis dan lugar a las

siguientes conclusiones:

- Las nanoparticulas de oro pueden ser redimensionadas facil y
rapidamente utilizando un proceso limpio que combina el uso
de luz y un fotocatalizador (condiciones muy suaves). Esta
sintesis que controla el tamafo de las nanoparticulas de oro
se ha aplicado a NPs funcionalizadas con cromoforos, las

cuales pueden ser de gran interés para nuevas aplicaciones.

- El efecto sinérgico entre los radicales cetilo (dadores de
electrones), la nanoparticula metalica (depésito de electrones
y medio de transferencia), y los ligandos de la nanoparticula,
los cuales inducen segregacion espacial, hace que sea
posible un crecimiento rapido de las nanoparticulas metalicas.
Esta estrategia no es solo de interés fisico-quimico, sino
también de interés preparativo ya que permite el control en el
tamafio de la particula y puede ser aplicado para sembrado

de otras nanoparticulas metalicas.

- Lairradiacion de disoluciones coloidales de nanoparticulas de
oro de ~ 3 nm a longitud de onda UV-C, usando lamparas o
laser de pulsado de nanosegundos, conduce a un rapido
incremento de las NPs, incluso en presencia de grupos
cromoforos que filtran la radiacion. La irradiacion con laser a
longitud de onda UV-C con una energia relativamente baja
(12 mJ/pulso) produce NPs esféricas de mas de 100 nm, con
un incremento relativamente bajo en la dispersion de tamafos
de las NPs, en menos de 1 h. Por el contrario, la irradiacion
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con lamparas a longitud de onda UV-C conduce a la
formacion de NPs grandes que colisionan entre ellas,
formando las nanoredes. Estas estrategias son prometedoras
para la preparacion de nanodispositivos funcionalizados, con

el tamano y la forma deseados.

Las nanoparticulas de oro funcionalizadas con oleilamina
pueden ser transferidas eficientemente desde un disolvente
organico a agua en presencia de un surfactante
intercambiable y burbujeo de CO, vy, después, revertir
eficientemente la solubilidad de nuevo a la fase organica por

burbujeo con N,.
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8.- SUMMARY OF THE THESIS
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The physical and chemical properties of AuNPs, such as
interaction with light, solubility, catalysis, etc; are dependent of

several factors:

» The size and shape. The interaction of AuNPs with light is
strongly dependent on their size and physical dimensions.
These parameters are crucial for the application of these
nanomaterials.

» The ligand not only can modify the optical properties of
AuNPs, but also their chemical properties, stability, and

solubility.

One of the objectives of this thesis is to perform a controlled
modification of the size/shape of gold nanoparticles (AuNPs)
stabilized with thioles by using light, either in the presence or in the
absence of a photosensitiser. The other objective is to find a simple
and efficient strategy for the reversible water/organic-phase exchange

of gold nanoparticles.

Photochemical processes offer several advantages on the
preparation of AuNPs, such as spatial- and temporal-control, as well
as in situ generation of reducing agents. In addition, these methods
are relatively green, because they use light, which is an innocuous

reagent, that disappears from the reaction media.

The interaction between aromatic ketones and light leads to
the ketone triplet excited state, which efficiently abstracts hydrogen
atoms from good H-donor solvents and leads to ketyl radicals. These
radicals can act as reducing agents. This property has been

previously used for the synthesis of gold and silver nanoparticles from
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the corresponding metallic salts. However, the process had low
efficiency due to the quenching of the aromatic ketone ftriplet by the

gold salt.

We have developed a photochemical method that uses UV-A
or UV-B light to modify the size of AUNPs passivated with thiols. This
strategy is based on the “in situ” formation of ketyl radicals (BPH) in
the presence of the nanoparticles. The triplet excited state of aromatic
ketones, such as benzophenone (BP) or 4-methoxybenzophenone,
abstracts hydrogen of a good H-donor, such as THF, which was used
as the solvent. The driving force of the process is the capacity of the
AuNPs to accept electrons. The studies suggest that it is possible to
transfer electrons from the ketyl radicals to the AuNP surface,
recovering the photocalyst. The electron transfer to the AuNP
increases the Fermi level of the NPs to more negative potentials,
causing the release of the organic ligands located at the surface of
the NPs. This facilitates the approach of the NPs and, finally, their
coalescence to bring about bigger AuNPs with a narrow size

distribution.

Between the reported methods to modify the size of the NPs
and provide quite a narrow size distribution, the seeding growth is the
most used method. This strategy has been used with thiolate-
stabilised AuNPs, but it requires drastic conditions. Therefore, the
ability of AuNPs to store electrons and the in situ generation of
benzophenone ketyl radicals induced by light was combined with the
aim to modify the size of AUNPs and obtain a narrow size distribution.
The hypothesis was that the nanoparticles can accept electrons from
reducing agents and then they can reduce metal ions placed on the
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NPs surface. Therefore, we studied the versatility of BP, as
photocatalyst, and AuNPs, as seeds and electron storage, to reduce

Au** salt in THF and, eventually, bring about the NP growth.

The samples were irradiated using UV-A or UV-B light. The
growth of AuNPs was faster when the gold salt was present in the
solution and the BP played a key role in the growth of the
nanoparticles. It is known that the aromatic ketone triplet is efficiently
quenched by gold salts. Therefore, the encapsulating capacity of the
nanoparticle was crucial for the process. Thus, a good explanation for
these findings is that the solubility of Au** salt in the coordinating THF
solvent prevents a high concentration of the salt within the NP
hydrophobic capping ligand. As a consequence, the BP triplet
efficiently leads to BPH within the NP shell; otherwise, the formation
of BPH would be significantly quenched by the Au**. Electron transfer
from the BPH to the electrophilic AuNP leads to NPs with extra
electrons while BP is recovered. Thus, the charged NPs actually act
as the main reducing source of Au** to Au’, leading to gold atoms on
the nanoparticle surface and, eventually, inducing the growth of the
NP. In the solvent, outside the nanoparticle, the efficient quenching of
the small quantities of BP triplets by the gold salt makes the salt

reduction a low-competitive process.

On the other hand, the size and shape of AuNPs can be
modified by their interaction with light. The structure of the products
changes significantly with the irradiation wavelength and the photon
fluency. This effect also depends on the type and concentration of the

capping agent used for the stabilization of the NPs.

173



In most of the reported studies, light irradiation caused the
reduction of the NP size. There are few studies reporting the increase
of the size of AUNPs capped with thiols by using irradiation at A > 300

nm and high photon densities.

Our purpose was to compare the effect of UVC-irradiation with
that of UVA-irradiation on thiol-capped AuNPs with a relatively small
size (~ 3 nm). In addition, to determine if the presence of UV-
absorbing chromophore in the ligand can influence the outcome,
these studies were performed with AuNPs either decorated with
chromophoric groups, such as a phthalimide (Au@PH) and
benzophenone (Au@BP), or without a chromophoric moiety
(Au@ODCN). The NPs were irradiated in chloroform at different UV-
wavelengths using either a nanosecond laser (266 and 355 nm, ca.
12 mJ/pulse, 10 ns pulse) or conventional lamps (300 nm < A < 400
and 240 nm < A < 280 nm); i.e., at excitation wavelengths having an
appropriate energy for promoting exclusively interband or both inter-

and intraband transitions.

Laser irradiation at 355 nm led to NP aggregation and
precipitation, while the NPs were photostable under UVA lamp
ilumination. Remarkably, laser excitation at 266 nm induced a fast
(minutes time-scale) increase in the size of the NPs, producing huge
spherical nanocrystals (bigger than 100 nm), while lamp-irradiation at
UVC wavelengths brought about nanonetworks (from 200 to 1000 nm
length) of partially fused NPs with a larger diameter than the native
NPs.
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It has been reported that UV-light irradiation of AuNPs can
produce their agglomeration, which has been attributed to an
enhanced van der Waals force caused by the photoinduced
detachment of electrons from the nanoparticles. In addition, though
high-energy laser pulses can induce a size reduction of spherical
nanoparticles, low pulse energies can produce a milder melting of the

NPs and they can fuse together by encounter and coagulation.

The wavelength dependence of the process was an indication
that the NP growth requires the photolysis of chloroform. Although
small, the UV absorbance of chloroform is 0.05 and 0.02 nm at 260
and 270 nm, respectively. The first step would be the C-Cl bond
cleavage to produce dichloromethyl radicals and chlorine atoms.
Dichloromethyl radicals could act as a reductant, transferring
electrons to the agglomerated gold nanoparticles, producing removal

of some ligands, and eventually leading to bigger nanoparticles.

The main difference between lamp- and laser-irradiation is the
higher photon fluency in laser conditions, which would produce an
efficient heating of the NPs as well as an increase in the yield of
dichloromethyl radicals, making the ligand liberation and the NP

fusion more efficient.

Finally, there are a lot of works reporting the phase transfer of
AuNPs by changing pH, capping, etc., but almost all these methods
are irreversible. Therefore, there was a great interest in the
development of strategies to transfer reversibly AuNPs from water to

organic solvents.
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Acetamidines with a long hydrophobic chain transfer reversibly
between water and an organic phase by gas bubbling (N, and CO,).
This type of compounds can induce the change of the solubility of

other compounds and they are known as switchable surfactants.

The interdigitation of this type of acetamidines in between
non-polar ligands capping AuNPs could make the reversible transfer
of the AuNPs possible by using gas bubbling. As far as we know,
there is no other report on the use of different gaseous atmospheres
as external stimuli to transfer AUNPs from polar to non-polar solvents

or vice versa.

The system of choice for our study comprised oleylamine-
capped AuNPs (Au@OA) and an amidine-based switchable
surfactant, N-oleyl-N,N-dimethylacetamidine (OAA).

To a mixture of Au@OA and OAA in chloroform was added
water and, then, CO, was bubbled. The AuNPs was transferred
effectively from the organic phase to the aqueous phase. While the
solution was in CO, atmosphere, the NPs remained in aqueous
solution, even after addition of chloroform. This process was reverted

back, by simply removing the CO, with N,.

In order to explain these results, we propose an
interdigitization between the oleylamine groups capping the AuNPs
and the hydrophobic chains of the acetamidine, leaving the
acetamidine polar groups surrounding the NPs. In the presence of
CO, and water these groups are protonated and induce the transfer
of the nanoparticles from the organic solvent to water. This situation

is reverted effectively when the CO, is completely removed.
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In order to test if this strategy could be useful to extract
Au@OA from a mixture containing an organic compound such as
pyrene, this was added to a chloroform Au@OA/OAA mixture in a
Pyrex test tube. After addition of CO,, pyrene was completely
transferred to the organic phase. Au@OA preferred to remain in the
aqueous phase due to the carbon dioxide, which protonates the
interdigitated oleyl acetamidine. Moreover, Au@OA/OAA reverted
back to the organic phase by nitrogen bubbling. Interestingly, the
clean Au@OA nanoparticles were finally recovered by simple

centrifugation, while OAA remained in the supernatant.
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9.- CONCLUSIONS
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180



The results obtained in this thesis give rise to the following

conclusions:

- Gold nanoparticles can be easily and quickly resized using a
clean process that combines the use of light and a
photocatalyst (i.e., very mild conditions). This size-controlled
NP synthesis has been applied to chromophore-functionalized

NPs, which can be of great interest for new applications.

- The synergetic action of the ketyl radicals (electron donors),
the metallic nanoparticle (electron-storage and transfer
medium), and the nanoparticle ligands, which induce spatial
segregation, makes a fast growth of the metallic nanoparticles
possible. This strategy is not only of physicochemical interest,
but also of preparative interest as it allows the control of the
particle size and can be applied for seeding other metallic

nanoparticles.

- Irradiation of AuNP colloidal solutions at UV-C wavelengths,
using either a lamp or a nanosecond pulsed laser, leads to a
fast size increase of the NPs, even in the presence of the
filtering effect of chromophoric groups. UV-C laser irradiation
at relatively low laser energy (12 mdJ/pulse) produces huge
spherical NPs (bigger than 100 nm), with a relatively small
increase of the NP polydispersity, in less than 1 h. By
contrast, UV-C lamp-irradiation leads to the formation of large
nanoparticles that collide with each other, leading to

nanonetworks (from 200 to 1000 nm length). These strategies
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are promising for preparing functionalized nanoscale devices

with a desired size and shape.

Gold nanoparticles capped with oleylamine can be effectively
transferred from an organic solvent to water in the presence of
an acetamidine surfactant by CO, bubbling and then

effectively reverted back to the organic phase by N, bubbling.
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A novel strategy for the synthesis of chromophore-functionalized AuNPs with a narrow size distribution is reported.
It consists of increasing the size of preprepared NPs by means of a fast (second scale) and clean (light and an organic
photocatalyst) method. The results agree with thiolate ligand liberation from the NP surface promoted by photo-
generated radicals. This lets gold cores come together and finally coalesce.

Introduction

The selective synthesis of metal nanoparticles (NPs) of any
desired size is of interest in chemistry, biology, and medicine
because the catalytic, optical, and electronic activities of the
nanoparticles can be dimensionally sensitive.'

Nanoparticles provide an adaptable platform for the incor-
poration of an enormous array of functionalities. Chromophore-
functionalized NPs feature physical and optical properties arising
from both the particle core and the chromophore. In addition,
metal NPs can modulate the photophysics of bound chromo-
phores.> The application of these hybrid nanomaterials for
imaging, sensing, and photovoltaics is under study.’ Their synth-
esis has been performed by the incorporation of the chromophore
on NPs using a ligand-exchange reaction or via the reduction of
Au salts in the presence of the derivatized chromophore.*

The benzophenone triplet excited state (°BP) is of an nz*
nature and efficiently abstracts hydrogen atoms from good
hydrogen donors.’ As a consequence, the irradiation of BP in
THF leads to ketyl radicals (BPH) that can act as electron donors
(Eox=—0.25V vs SCE).®’ This property has been previously used
for the synthesis of Ag and Au NPs from their corresponding
salts® as well as in the size reduction of CdSe NPs.”

*Corresponding author. E-mail: julia.perez@uv.es. Fax: (+34) 96 354
3274.
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In this letter, we report that nz* aromatic ketones, such as
benzophenone (BP) and 4-methoxybenzophenone (MeOBP), can
also act as efficient photocatalysts for the growth of preprepared
gold NPs functionalized with pyrene (Py), giving rise to a narrow
size distribution of NPs.

Experimental Section

Materials. All reagents were commercially available and used
as received. Solvents for extraction and chromatography were
reagent grade and were used without further purification. Chro-
matographic separations were performed on silica gel 60 (230—
400 mesh) using the indicated solvents. 'H NMR (CDCl3) spectra
were recorded on a 300 MHz spectrometer. Ligand 1 was
prepared as described in the literature.'”

Preparation of AuNP-1. Gold nanoparticles were synthe-
sized as described by Hegmann et al.'' with a few changes. In
brief, 120 mg of 1 was dissolved together with 43 mg of HAuCl, in
ca. 30 mL of anhydrous THF. The mixture was stirred for 10—15
min, and then a solution containing 50 mg of NaBH, in 5 mL of
deionized water was added at once. The mixture was stirred for
2 h. After this time, the volume of the sample was reduced under
vacuum and precipitated with ethanol. The precipitation was
repeated five times to remove any residue of 1 not bonded to
the nanoparticles.

Coalescence Experiments. Samples of AuNP-1 in THF (3
mL) were prepared such that they absorbed ca. 0.3 at 355 nm and
were placed in quartz cuvettes. Then, microliters of 24.7 mM BP
were added to obtain the desired final concentration (from 0.16
uM to 1.9 mM). The samples were bubbled with N for 15 min and
irradiated using a photoreactor containing eight lamps (four on
each side; LZC-UVB, LZC-UVA, and LZC-420 lamps). The
photoreaction was followed by UV—vis absorption.

Preparative Irradiations. A sample containing 9 mg of
AuNPs-1 and 7 mg of benzophenone in 200 mL of deaerated
THF was irradiated (UVA, 400 nm > 4 > 300 nm) for 100 s.
Then the nanoparticles were precipitated with ethanol and fil-
tered. The supernatant was concentrated to dryness. '"H NMR
showed that benzophenone was recovered unchanged.

Characterization. UV—vis spectra of the samples were re-
corded using a quartz cuvette spectrometer. TEM images were
registered with a JEOL JEM-1010 microscope operating at
100 kV and equipped with a digital camera (Megaview III).

(10) Montalti, M.; Prodi, L.; Zaccheroni, N.; Baxter, R.; Teobaldi, G.; Zerbetto,
F. Langmuir 2005, 19, 5172.
(11) Qi, H.; Hegmann, T. J. Am. Chem. Soc. 2008, 130, 14201.

Langmuir 2010, 26(3), 1548-1550



Consuelo Cuquerella et al.

0,25
0,20
0,154

0104°. 2
‘e 2

Absorbance
>

0,054

...
cee, 85
. 2g
ATt 1 T YT

0 : : .
400 500 600 700 800 900 1000
Wavelength (nm)

Figure 1. UV—visspectra of AuNP-1in THF before (®) and after
irradiation in the presence of benzophenone (40 «uM) for 12 (O) and
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HR-TEM was performed on a TECNAI F20 microscope
operating at 200 kV, equipped with a CCD GATAN camera.

Laser Flash Photolysis (LFP) Studies. Experiments were
performed on a pulsed Nd:YAG laser using 355 nm as the exciting
wavelength. The pulses width was ca. 10 ns, and the energy was ca.
12 mJ/pulse. A xenon lamp was employed as the detecting light
source. The apparatus consisted of the pulsed laser, the Xe lamp, a
monochromator, and a photomultiplier (PMT) system. The out-
put signal from the oscilloscope was transferred to a personal
computing machine.

Samples of AuNP-1 in THF (3 mL) were prepared such that
they absorbed ca. 0.3 at 355 nm and they were bubbled with N,.
Microliters of a 24.7 mM solution of benzophenone were added,
and its ketyl radical formation was monitored.

Results and Discussion

Pyrene-thiol-stabilized gold NPs (AuNP-1) were synthesized
by using 1'° (Scheme 1) as a ligand and following a reported
methodology.!! Their UV—vis absorption spectrum (Figures 1
and SI-1 in Supporting Information) evidenced the formation of
small NPs (no plasmon band). Their "H NMR spectrum showed
the broadening of the pyrene ligand signals (Figure SI-2A in
Supporting Information).

Transmission electron microscopy (TEM) analysis indicated
an average core diameter of 1.1 £ 0.3 nm (Figure SI-3, left, and SI-
4, left). The fluorescence spectrum of the NPs showed that the
emission of pyrene was drastically quenched.'?

Deareated THF solutions of AuNP-1 (2.5 uM) were irradiated
(400 nm > A > 300 nm) in the presence of BP (from 0.16 uM to
1.90 mM). The color of the samples changed in all cases from
brown to pink after irradiation. Absorption spectroscopy analysis
(Figure 1) confirmed the increase in a band at ca. 530 nm
(plasmon band) without detecting dampening of the plasmon

(12) The fluorescence of the pyrene ligand decreased by 94%. It has been
previously reported that Au NPs capped with organic molecules exhibit unusual
redox activity by readily accepting electrons from a suitable donor such as pyrene
(E(Py"/Py*)=—1.17 V vs SCE): (a) Battistini, G; Cozzi, P. G.; Jalkanen, J. P.;
Montalti, M.; Prodi, L.; Zaccheroni, N.; Zerbetto, F. ACS Nano 2008, 2, 77. (b)
Kamat, P. V.; Barazzouk, S.; Hotchandani, S. Angew. Chem., Int. Ed. 2002, 41, 2764.
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Figure 2. Comparative time evolution of the absorbance at
530 nm in the presence of BP or MeOBP. Conditions: (top)
400 nm > A > 300 nm, [BP] 40 uM (@), 96 uM (O), 0.2 mM (a),
0.4 mM (2), and 0.52 mM (H); (bottom) 360 nm > A > 280 nm,
[BP] 0.52 mM (@), and [MeOBP] 0.52 mM (a).

absorption or gold precipitation. TEM images of the irradiated
samples agreed with the NP size increase (Figures SI-3 and SI-4,
right, for BP 0.2 mM, average core diameter 4.4 £ 0.8 nm). These
NPs remained stable after 5 months in storage.

The rate of NP growth drastically increased when irradiation
was performed using UVB, where the absorption of the BP is less
filtered by the pyrene chromophore. Thus, the plasmon band
reached the plateau in 100 s (Figures 2 and SI-5)."% Figure 2 shows
the comparative time evolution of the plasmon band maximum
in the presence of different BP concentrations and MeOBP.

It has been reported that UV irradiation can induce gold cluster
oxidation to gold salt in the presence of an oxidizing agent.'*
Therefore, gold dissolution followed by a reduction of gold ionic
species by ketyl radicals was considered to be a potential expla-
nation of the growth of NPs. However, control irradiation of
AuNP-1 NPs under the same conditions but in the absence of BP
led to neither discoloration of the gold colloid nor a peak in the
UV spectra corresponding to gold cations. In addition, BPH
radicals are reductants.

To gain further insight into the process, laser flash photolysis
(Nd:YAG, Aexe = 355 nm, 10 ns pulse) experiments were per-
formed on deaerated THF solutions of AuNP-1. The transient
absorption spectra of AuNP-1 (4 = 0.26 at 355 nm) showed a
negligible absorption at A,,,,x =420 nm, which is ascribed to the Py
triplet excited state. The weakness of this signal was in accordance
with the drastic decrease of the pyrene emission for AuNP-1. In
the presence of increasing amounts of BP (8 uM to 1.9 mM), BPH
radicals (Anax at 520 nm) were clearly detected (see Figure SI-6 for

(13) The NP size also increased when irradiating Au-NP-1/BP with a visible
lamp (4> 316 nm, Amay, =420 nm, 1.94% energy in the range of 316—400 nm), but
growth occurred at a slower rate.

(14) Praharaj, S.; Panigraphi, B. S.; Pande, S.; Jana, S.; Chosh, S. K.; Pal, T.
J. Photochem. Photobiol., A 2007, 187, 196.
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Figure 3. Kinetic traces at 520 nm obtained after laser excitation
of BP solutions with (4355 = 0.55) and without AuNP-1 (4355 =
0.25).

AuNP-1/BP (1.9 mM)); in this case Py and BP chromophores
possess the same absorbance (0.25) at 355 nm.">!® Kinetic traces
at 520 nm of BP solutions with and without AuNP-1 showed that
BPH radicals are generated with a similar yield in both cases.
(Compare AA registered immediately after the laser pulse in
Figure 3.) The fast decay component is attributable to the radical
pair, and the slow decay component is ascribed to the escaped
BPH radicals. The contribution of the latter to the BPH decay was
drastically reduced in the presence of the NPs (Figure 3).

The above results, together with the demonstrated ability of
gold NPs to accept electrons,!” suggest that it is possible to
transfer electrons from the ketyl radicals to the NPs. An accu-
mulation of electrons would raise the NP Fermi level (Ep=0.5V
vs NHE)'” to more negative potentials, eventually leading to the
release of the organic ligand and then NP coalescence.

The novelty of the present strategy is that it is a photocatalyzed
coalescence. Thus, when AuNP-1 NPs were irradiated for 100 s,
an analysis of the solution after NP precipitation showed that BP
was recovered unchanged. In addition, this strategy tolerates a

(15) The negligible absorption band centered at 420 nm was indicative of
nonefficient triplet—triplet energy transfer from the BP triplet excited state to
the pyrene chromophore. Moreover, no BP triplet absorption was detected at 600
nm when registering the kinetic trace at times as short as 100 ns. For comparison,
transient absorption spectra of a deaerated THF solution of BP (1.9 mM) showed
the formation of BP ketyl radicals (Figure SI-7).

(16) The TEM images of irradiated samples evidenced the growth of NPs after
the laser experiments (Figure SI-8).

(17) (a) Barazzouk, S.; Kamat, P. V.; Hotchandani, S. J. Phys. Chem. B 2005,
109, 716. (b) Subramanian, V.; Wolf, E. E.; Kamat, P. V. J. Am. Chem. Soc. 2004, 126,
4943. (c) Chen, S.; Ingram, R. S.; Hostetler, M. J.; Pietron, J. J.; Murray, R. W.; Schaaff,
T. G.; Khoury, J. T.; Alvarez, M. M.; Whetten, R. L. Science 1998, 280, 2098.
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substoichiometic concentration of BP. By contrast, the photo-
chemical method for gold NP coalescence reported to date
requires a large amount of the photosensitizer and several hours
of irradiation.'® In addition, the thermal methods require high
temperatures, heating for several hours, and a large amount of
thiols to avoid NP aggregation.'* 2!

Furthermore, the following model experiments were performed
to demonstrate the generality of our strategy for NP growth: small
particles were derivatized with i) decanethiol, and ii) decanethiol/
11-mercaptoundecanoic acid. In both cases, their growth was
observed by means of TEM analysis and UV—vis spectro-
scopy (Figure SI-9). In addition, the coalescence of larger NPs
(6.7 &+ 0.6 nm) was detected after irradiation in the presence of BP
as shown by TEM analysis as well as by the contrast between the
maximum at 530 nm and the minimum at 450 nm in the UV
spectra.22

Conclusions

Gold nanoparticles can be easily and quickly resized using
a clean process that combines the use of light and a photocatalyst
(i.e., very mild conditions). This size-controlled NP synthesis has
been applied to chromophore-functionalized NPs, which can be
of great interest for new applications.
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Experimental section

Figure SI-1.- Absorption spectrum of AuNP-1

Figure SI-2.- 'H-NMR spectrum of AuNP-1 and pyrene ligand in CDCl;

Figure SI-3.- TEM images of AuNP-1 before and after irradiation in the presence of benzophenone
Figure SI-4.- Histograms for the nanoparticles shown in Figure SI-3

Figure SI-5.- Irradiation of AuNP-1 in the presence of 2-metoxibenzophenone (0.5 mM)

Figure SI-6.- LFP spectrum of AuNP-1 (Ajss,m=0.25) + 1.9 mM benzophenone under N,.

Figure SI-7.- LFP spectrum of a deaerated THF solution of benzophenone 1.9 mM.

Figure SI-8.- TEM image of AuNP-1 after the laser experiments

Figure SI-9.- Irradiation of decanethiol-derivatized Au NPs in the presence of benzophenone



Experimental section

Materials: All reagents were commercially available and used as received. Solvents for extraction
and chromatography were reagent grade and were used without further purification.
Chromatographic separations were performed on silica gel 60 (230-400 mesh) using the indicated
solvents. "H-NMR spectra were recorded on a 300 MHz (300 MHz, 'H) spectrometer in CDCls.

The ligand 1 was prepared as already described in the literature.’

Preparation of AuNP-1: Gold nanoparticles were synthesized as described by Hegmann with a few
changes: 120 mg of 1 were dissolved together with 43 mg of HAuCl, in ca 30 mL of anhydrous
THF. The mixture was stirred for 10-15 min and then a solution containing 50 mg of NaBH, in 5 mL
of deionised water was added at once. The mixture was left under stirring for 2 h. After this time,
the volume of the sample was reduced under vacuum and precipitated with ethanol. The
precipitation was repeated 5 times to remove any residue of 1 not bonded to the nanoparticles.

Coalescence experiments: Samples of AuNPs-1 in THF (3 mL) were prepared such that they
absorbed ca. 0.3 at 355 nm and were placed in quartz cuvettes. Then, uL of BP 24.7mM were
added to obtain the desired final concentration (from 0.16 uM to 1.9 mM). The samples were
bubbled with N, during 15 min and irradiated using a photoreactor containing 8 lamps (4 each side;
lamps: LZC-UVB, LZC-UVA and LZC-420). The photoreaction was followed by UV-Vis absorption.

Preparative irradiations: A sample containing 9 mg of AuNPs-1 and 7 mg of benzophenone in 200
mL of deaerated THF was irradiated (LZC-UVA, 400 nm > A > 300 nm) for 100 s. Then the
nanoparticles were precipitated with ethanol and filtered. The supernatant was concentrated to
dryness. 'H-NMR showed benzophenone was recovered unchanged.

Characterization: UV-vis spectra of the samples were recorded using a quartz cuvettes
spectrometer. TEM images were registered with a JEOL JEM-1010 microscope operating at 100
kV and equipped with a digital camera (Megaview Ill). HR-TEM was performed on a TECNAI F20
microscope operating at 200 kV equipped with a CCD GATAN camera.

Laser flash photolysis (LFP) studies: Experiments were performed on a pulsed Nd:YAG laser,
using 355 nm as exciting wavelength. The pulses width was ca. 10 ns, and the energy was ca. 12
md/pulse. A xenon lamp was employed as the detecting light source. The apparatus consisted of
the pulsed laser, the Xe lamp, a monochromator, and a photomultiplier (PMT) system. The output
signal from the oscilloscope was transferred to a personal computing machine.

! Montalti, M.; Prodi, L.; Zaccheroni, N.; Baxter, R.; Teobaldi, G.; Zerbetto, F. Langmuir, 2005, 19, 5172.



Samples of AuNP-1 in THF (3 mL) were prepared such that they absorbed ca. 0.3 at 355 nm and
they were bubbled with N,. Microliters of a 24.7mM solution of benzophenone were added and its

ketyl radical formation monitored.
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Figure SI-1.- Absorption spectrum of AuNP-1
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Figure SI-3.- TEM images of AuNP-1 before (left) and after (right) irradiation in the presence
of benzophenone (0.2 mM). Please note that the scale in the left is 10 nm and that in the right

is 20 nm.
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Figure SI-4. Histograms of the nanoparticles shown in Figure SI-3. More than 500 NP were

measured for the preparation of these histograms.
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Figure SI-5. Irradiation of AuNP-1 in THF in the presence of 4-metoxibenzophenone (0.5
mM).
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Figure SI-6. Laser flash photolysis spectrum of deaerated THF solution of AuNP-1
(Ass5nm=0.25) in the presence of benzophenone (1.9 mM) registered 1.6 us after the laser
pulse.
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Figure SI-7. Transient absorption spectra of deaerated THF solution of benzophenone (1.9
mM) registered 4.8 us (black), 35.2 us (red), 98.4 us (green), and 489 us (blue) after the laser
pulse.

Figure SI-8. TEM image evidencing the growth of AuNP-1 after the laser experiments.
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Photosensitised Seeding of Thiolate-Stabilised Gold Nanoparticles
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Colloidal metal nanoparticles (NPs) are of great interest due to
their unique electronic and chemical properties, which are di-
mensionally sensitive.? The preparation of hydrophobic Au
NPs with uniform sizes is of interest, because they can function
as building blocks for ordered assemblies. Although some
other strategies have been described,? seeding growth™ is a
general strategy for achieving size control. It usually requires
the addition of protective agents such as soluble polymers,
surfactants, and dendrimers. In particular, the seeding ap-
proach has recently been applied to the growth of Au NPs
containing strong coordinating ligands such as thiols; it leads
to NPs with a narrow-sized distribution.”” However, it requires
heating at high temperatures for several hours and the addi-
tion of amine to solubilise the gold salt as well as a large
amount of thiol to avoid NP aggregation. Therefore, this strat-
egy cannot be used with organic ligands that are heat-labile or
have a low boiling point.

Photochemical methods offer several advantages for the
preparation of NPs, namely, spatial and temporal control as
well as controllable in situ generation of reducing agents.”’ In
addition, metal NPs can act as an electron-storage and transfer
medium, reducing metal ions on their surface.”

Combining these effects, here we report that benzophenone
(BP), one of the most commonly used chromophores, photoca-
talyses the growth of thiolate-stabilised Au seeds in the pres-
ence of a Au*>* salt in a clean and fast process. This method
combines the advantages of a photochemical method with
those of a catalytic process, that is, this is a green approach to
the controllable preparation of thiolate-stabilised Au NPs.

Decanethiolate-stabilised Au NPs (Au@DCT) were synthes-
ised using decanethiol as a ligand, following a previously re-
ported methodology.® Their UV/Vis absorption spectrum (Fig-
ure 1A) evidenced the formation of small-sized NPs (no plas-
mon band). Transmission electron microscopy (TEM) analysis
indicated an average core diameter of 2.1+0.7 nm (see Fig-
ure S1 of the Supporting Information, left).

Interestingly, short irradiation (400 nm >\ > 300 nm) of dea-
erated THF solutions of Au@DCT in the presence of different
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Figure 1. A) UV/Vis spectrum of a THF solution of Au@DCT. B) UV/Vis spectra
of Au@DCT in the presence of BP and HAuCl, (BP/Au*>* 1:1 molar ratio,

82 um) upon light irradiation (0, 30, 60, 120, 180 and 240 s). This figure
shows that the disappearance of the gold salt (absorbance at 320 nm) is fol-
lowed by the growth of the NPs.

concentrations (8.2-82 um) of BP and Au®* (BP/Au’* 1:1 molar
ratio) produced larger sized NPs which remained in solution
after five months. The UV/Vis spectra (Figure 1B, [BP]=82 pm)
showed that the absorbance of Au®*, centered at A=
330 nm, disappeared® before the growth of a plasmon reso-
nance band. Analysis of the NP size by means of TEM evi-
denced the formation of NPs measuring 3.6 +£0.9 nm (see Fig-
ure S1 of the Supporting Information, right).

It has previously been reported that clusters can act as cata-
Iytic seeds in the photoreduction of Au** by solvents such as
alcohols."” Therefore, Au** was irradiated in the presence of
Au@DCT and the experiment was followed by UV/Vis spectros-
copy. Figure 2 shows the comparison between the time evolu-
tion of the absorbance at 554 nm for a sample of Au@DCT irra-
diated in the presence of BP/HAuCl, (Figure 2A) and that
found in the presence of HAuCl, (Figure 2B). The increase of
the absorbance was not only much slower in the absence of

ChemPhysChem 2011, 12, 136-139
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Figure 2. Time evolution of the Au@DCT NP absorbance at 554 nm after
light irradiation: A) in the presence of BP/HAuCl, (@, 82 um, 1:1) and B) in
the presence of HAuCl, (A, 82 um).

BP, but the nanoparticles precipitated soon after the irradia-
tion. Similarly, irradiation of THF solutions of HAUCl, in the ab-
sence of Au@DCT led to a black precipitate.

In addition, the BP triplet excited state (BP*) is of an nm*
nature and efficiently abstracts hydrogen atoms from good
H donors, leading to ketyl (BPH) radicals which are strong re-
ductants."” However, BP has proved inefficient as a photocata-
lyst in the reduction of Au**, due to extensive quenching of
the BP triplet excited state by the metal ions that are really the
NP precursors (see below).'?

Therefore, our results evidenced that the synergetic effect of
Au@DCT and BP was crucial for the generation of the new thio-
late-stabilised NPs. Furthermore, the fact that no precipitated
Au was detected when Au@DCT was irradiated in the presence
of the Au’" salt and BP could only be explained if the genera-
tion of the Au atoms actually took place close to the NP sur-
face.

Additional experiments were performed to demonstrate that
this approach of fattening thiolate-stabilized Au NPs can be
used more broadly, also to gain insight into the mechanism of
nanoparticle growth.

Thus, octadecanethiolate-stabilised Au NPs (Au@ODCT) with
an average core diameter of 3.4+0.8 nm were synthesised fol-
lowing the Brust and Schiffrin method"” and they were used
as seeds (see TEM image in Figure S2 of the Supporting Infor-
mation). The UV/Vis absorption spectrum showed a plasmon
band at 510 nm. Then, they were irradiated in the presence of

ChemPhysChem 2011, 12, 136 - 139
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BP and Au®" (533 pm) for 1.5 min. The UV/Vis spectrum exhib-
ited a red-shift (maximum at 592 nm) and a more intense ab-
sorption band, which are characteristic features of a combina-
tion of NP plasmon absorption and light scattering, evidencing
a considerable increase of the NP size."*' The TEM image in-
dicates that the Au NPs are roughly globular with an average
diameter of 24.1+7.5 nm (Figures 3A and 3B).

Figure 3. A) TEM image of the NPs generated after irradiation of Au@ODCT
in the presence of benzophenone/HAuCl, (1:1 ratio, 533 um). B) Amplification
of the upper right-hand corner of image (A).

Similar studies were performed on small-sized NPs capped
by bulkier ligands such as a pyrene-thiol [PyCH,(CH,);0CO-
(CH,),,SHPyYT]. The Au NPs (Au@PyT, average core diameter of
1.1£0.3 nm) were irradiated for 5 min in the presence of BP
and Au** (1:1 molar ratio), giving rise to NPs with an average
core diameter of 47+1.5nm ([Au’*]=205um) and 5.4+
1.1 nm ([Au**1=533 pm); see UV/Vis spectrum in Figure S3 of
the Supporting Information.

Laser flash photolysis (LFP, Nd:YAG, 355 nm, 10 ns pulse) ex-
periments were performed to gain insight into the role played
by BPH ketyl radicals and the NP seeds in the induced NP
growth. Laser excitation of deaerated THF solutions ([BP]=
0.93 mm) led to BPH radicals (two maxima at 325 and 540 nm,
Figure S4 of the Supporting Information), which presented a
very long lifetime (¢ of 1.6 ms, Figure S5 of the Supporting In-
formation). The effectiveness of formation of BPH radicals was
compared with that observed when BP was irradiated in the
presence of the Au** salt and Au@ODCT; this was done by
registering the absorbance at 325 nm immediately after the
laser pulse (Figure 4). The ketyl BPH radicals were generated
with much lower effectiveness (less than 50%) when BP was
excited in the presence of the Au** salt (BP/Au>* 1:0.5 molar
ratio), which agrees with the high capacity of the metallic
cation as a BP triplet quencher. Interestingly, the formation of
BPH radicals in the presence of Au’*/Au@ODCT showed the
low capacity of Au®>" salt to quench the BP triplet in the pres-
ence of the nanoparticle, which is indicative of BP being
mainly encapsulated in the nanoparticle shell.

With regards to the lifetime of the BPH radicals generated
under the different conditions, this was much shorter in the
presence of the Au@ODCT (r=0.8 ps) and Au*" salt (r=3.1
and 2.0 ps in the presence of 0.46 and 0.93mm, respectively),
see Figure S5 of the Supporting Information. In addition, the
Au’" salt only had a slight influence on the lifetime of the BPH
radicals generated in the presence of the nanoparticles (r=
0.75 and 0.50 ps in the presence of 0.46 and 0.93mwm of Au’*,
respectively).
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Figure 4. Absorption decay traces upon laser excitation (355 nm) of solu-
tions containing BP (7, 0.93 mm), BP/Au@ODCT (W), BP/Au@ODCT/Au*?
(O, BP:Au*? 1:0.5 molar ratio), and BP/Au*? (@, BP:Au "> 1:0.5 molar ratio).

A plausible explanation for our findings is that the solubility
of Au** salt in coordinating THF solvent prevents a high con-
centration of gold salt within the nanoparticle hydrophobic
capping ligand. As a consequence, the BP triplet efficiently
leads to BPH radicals within the NP shell (Scheme 1); other-

THF

O

—_—0 Do

\ BP H*

hv

O -«

Scheme 1. Proposed mechanism for the fast photocatalysed growth of Au
nanoparticles.

wise, the BPH radicals would be significantly quenched. Elec-
tron transfer from the BPH radicals to the electrophilic Au NP
would lead to NPs with extra electrons while BP is recovered.
Thus, the charged NPs would actually act as the main reducing
source of Au*" to Au’, leading to gold atoms on the nanoparti-
cle surface and eventually inducing the growth of the NP In
the solvent, outside the nanoparticle, the efficient quenching
of the BP triplet excited state by the gold salt would make the
salt reduction a low-competitive process (Scheme 1).1"7:1®
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In summary, we have demonstrated the efficient BP-photo-
catalysed growth of thiolate-stabilised Au NPs. The synergetic
action of the ketyl radicals (electron donors), the metallic nano-
particle (electron-storage and transfer medium), and the nano-
particle ligands, which induce spatial segregation, makes a fast
growth of the metallic nanoparticles possible. This strategy is
not only of physicochemical interest, but also of preparative in-
terest as it allows the control of the particle size and can be
applied for seeding other metallic nanoparticles.

Experimental Section

Preparation of Au@DCT: Decanethiolate-stabilized Au nanoparticles
were synthesized as described by Hegmann® with a few changes:
decanethiol (120 mg) was dissolved together with HAuCl, (43 mg)
in anhydrous THF (ca. 30 mL). The mixture was stirred for 10-
15 min and then an NaBH, aqueous solution (50 mg in 5 mL of de-
ionised water) was added at once. The mixture was stirred for two
hours. After this time, the volume of the sample was reduced
under vacuum and precipitated with ethanol. The precipitation
was repeated five times to remove any residues of thiol species
not bonded to the nanoparticles.

Preparation of Au@ODCT: Octadecanethiolate-stabilized nanoparti-
cles were prepared using the two-phase method."? Briefly, two sol-
utions were prepared, one containing HAuCl, (0.12 mmol) dis-
solved in water (20mL), and the other containing TOAB
(0.48 mmol) dissolved in toluene (20 mL).

The two solutions were mixed and the resulting solution was stirred
for 30 min. After separating the aqueous phase, NaBH, (1.2 mmol)
was added at once. The solution was left under N, and vigorous stir-
ring for three hours. Then, the reaction mixture was rinsed twice
with milli-Q water and dried over anhydrous Na,SO,. The final step
consisted of adding ODCT in toluene (0.25 mmol, 15 mL) slowly and
stirring the solution under N, overnight. The NPs were purified by
inducing precipitation with cold EtOH (three times).

Typical Seeding Experiment: Samples of Au@DCT in THF (3 mL)
were prepared so that their absorbance was about 0.2 at 355 nm.
These samples were placed in quartz cuvettes. Then, THF solutions
of BP and Au™® (24.7mm) were added to obtain the desired final
concentration (82 to 533um). The samples were bubbled for
15 min with N, and irradiated using a photoreactor containing
eight lamps (four each side; lamps: LZC-UVB, LZC-UVA and LZC-
420). The photoreaction was followed by UV/Vis absorption.

Laser flash photolysis (LFP) studies: Experiments were performed
with a pulsed Nd:YAG laser, using 355 nm as the exciting wave-
length. The pulse width was about 10 ns, and the energy was
around 12 mJ per pulse. A xenon lamp was employed as the de-
tecting-light source. The apparatus consisted of a pulsed laser, a
Xe lamp, a monochromator, and a photomultiplier (PMT) system.
The output signal from the oscilloscope was transferred to a per-
sonal computing machine.
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Photosensitised Seeding of Thiolate-Stabilised Gold Nanoparticles

M. Consuelo Cuquerella, Salvador Pocovi-Martinez and Julia Pérez-Prieto*

Figure S1. TEM images of Au@DCT before after irradiation in the presence benzophenone/HAuCls
Figure S2. TEM image of Au@ODCT NPs
Figure S3. UV-vis spectra of the irradiation of Au@PyT in the presence BP and Au* in THF.

Figure S4. UV-vis absorption spectrum of BPH radicals obtained after laser excitation (355 nm) of

deaerated THF solutions of BP (0.93 mM).

Figure S5. Decay kinetic traces at 540 nm obtained after laser excitation (355 nm) of deaerated THF
solutions of BP (0.93 mM) in the absence (A) and in the presence of Au@ODCT (A3s5=0.036, B);
0.46 mM of Au™ (C); 0.93 mM of Au™ (D); Au@ODCT (A355=0.036) plus 0.46 mM of Au’" (E); and
Au@ODCT (A355=0.036) plus 0.93 mM of Au** (F).
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Figure S1. TEM images of Au@DCT before (left) and after (right) irradiation in the presence

benzophenone/HAuCls (1:1 ratio, 82 uM).

Figure S2. TEM image of Au@ODCT NPs.

S2



— Os
i —120s
3 —180s
8 —— 2405
%
2 27
o
(2]
<
1

NS

400 600 800 1000
Wavelength (nm)

o
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Figure S4. UV-vis absorption spectrum of BPH radicals obtained after laser excitation (355 nm) of
deaerated THF solutions of BP (0.93 mM).

S3



0,4
+ Au@ODCT

£ 1 £
c o <

0,3 BP 0,96 mM o
=) 2 <
b 12 )
Qo2 ¢
8 0,24 o
: 5
g 8
° 0,1 o
8 2
S 3

0,04

Time (us
o 0.3+ (ws)
e |2 +0.46 mM Au3* 0 +0.93 mM Au®
Q

€ 0.41¢ E 0
o S %
2 3
: H
© 02' c
£ ]
3 5
2 2
<«

0.0 3

Time (us) Time (us)

0,93 mM Au** + Au@ODCT

o
n

+0.46 mM Au*, Au@ODCT

o
—_
1

AAbsorbance@540 nm
AAbsorbance@540 nm

o
Q

Time (pus)

Figure S5. Decay kinetic traces at 540 nm obtained after laser excitation (355 nm) of deaerated THF
solutions of BP (0.93 mM) in the absence (A) and in the presence of Au@ODCT (A3s5=0.036, B); 0.46
mM of Au™* (C); 0.93 mM of Au®* (D); Au@ODCT (As3s5 =0.036) plus 0.46 mM of Au®* (E); and
Au@ODCT (A3s5=0.036) plus 0.93 mM of At (P).

S4



Langmuir

pubs.acs.org/Langmuir

Controlled UV—C Light-Induced Fusion of Thiol-Passivated Gold

Nanoparticles™

Salvador Pocovi-Martinez," Miriam Parreno-Romero,” Said Agouram, and Julia Pérez-Prieto™"

"Molecular Science Institute (ICMOL), Universidad de Valencia, Catedrético José Beltran 2, 46980 Paterna, Valencia, Spain
*Department of Applied Physics and Electromagnetism, SCSIE, Dr. Moliner 50, 46100 Burjassot, Valencia, Spain

eSupporting Information

ABSTRACT: Thiol-passivated gold nanoparticles (AuNPs) of a relatively small
size, either decorated with chromophoric groups, such as a phthalimide
(Au@PH) and benzophenone (Au@BP), or capped with octadecanethiol
(Au@ODCN) have been synthesized and characterized by NMR and UV—vis
spectroscopy as well as transmission electron microspcopy (TEM). These NPs
were irradiated in chloroform at different UV-wavelengths using either a
nanosecond laser (266 and 355 nm, ca. 12 m]J/pulse, 10 ns pulse) or conven-

tional lamps (300 nm < A < 400 nm and ca. 240 nm < 4 < 280 nm) and the new

AuNPs were characterized by X-ray and UV—vis spectroscopy, as well as by TEM. Laser irradiation at 355 nm led to NP aggregation
and precipitation, while the NPs were photostable under UV-A lamp illumination. Remarkably, laser excitation at 266 nm induced a
fast (minutes time-scale) increase in the size of the NPs, producing huge spherical nanocrystals, while lamp-irradiation at UV-C
wavelengths brought about nanonetworks of partially fused NPs with a larger diameter than the native NPs.

M INTRODUCTION

Metal nanoparticles (MNPs) have unique optical and electro-
nic progerties that are not available in either molecules or bulk
solids.” The absorption spectrum of AuNPs can be considered
as a superposition of the contribution from inter- and intraband
transitions. Thus, the nanoparticles exhibit a resonance peak
(surface plasmon band) in the visible region as a consequence of
photoexcitation of the free conduction electrons on the surface of
AuNPs (intraband excitation). The peak position and the
intensity depend on the NP size and shape (between 520 and
550 nm for spherical NPs of a few nm to ca. 50 nm depending on
the dielectric properties and local environment of the NP);" the
peak exhibits a red-shift and becomes more intense as the particle
size increases. The onset of the interband transitions occurs at
about 600 nm, but interband transitions mainly contribute at
wavelengths shorter than 300 nm, presenting a broad absorption
band, the intensity of which increases as the NP becomes
smaller.”* Consequently, the contribution of the plasmon band
is considerably large even at UV-A wavelengths, such as 355 nm,
for NPs of a few nanometers to ca. 20 nm in diameter.®

The shape and size of AuNPs can be changed after light
irradiation; the structures of the products change significantly
with the light wavelength and the photon density (even with the
pulse width in the case of lasers), as well as with the type and
concentration of the surfactant employed for stabilization of the
NPs or the absence of such stabilizers. Thus, it has been reported
that lamp irradiation of small-sized (8 nm) “naked” AuNPs with
visible light for 30 h induced an NP growth of ca. 1 nm, while
their illumination at 4 > 330 nm with a high-pressure mercury
lamp led to a gradual NP size reduction during the first 8 h

7 ACS Publications ©2011 American Chemical society

irradiation followed by a drastic change after 16 h irradiation due
to formation of cluster aggregates.

Lasers can provide high photon densities, different photon
energies, and pulse widths from a femto- to nanosecond pulse
duration that permit controlled excitation. Koda et al. proposed a
heating-melting-evaporation concept for the observation of the
size reduction of chemically prepared aqueous AuNPs by ex-
posure at various intensities of 532 nm nanosecond laser.” Later,
Inasawa conducted experiments using a 355 nm picosecond laser
and also found a size reduction.® Calculations have suggested that
the photothermal mechanism prevails at low laser intensities.”
Recently, the greater efficiency of interband than intraband
excitation to heat citrate-capped AuNPs using a nanosecond
laser® has been explained as being due to a drastic reduction of
the specific heat capacity of the AuNPs, which occurs during
photoexcitation with UV light.

Few studies have reported on the size increase of AuNPs
induced by light and they are mainly related to thiol-passivated
NPs irradiated at wavelengths longer than 300 nm using
high photon densities."”"" Thus, near-IR laser light (1064 nm,
350 m]J/pulse) induces a significant size increase of colloidal Au
NPs capped with dodecanethiol, resulting in a wide range of size
distribution of NPs, which aggregate, and eventually lead to a
black precipitate.'” By contrast, a 1,n-dithiol was required as the
AuNP capping ligand for the fusion of the NPs by means of a
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Figure 1. TEM images of the initial nanoparticles of Au@PH (A), Au@BP (C), and Au@ODCN (E). TEM images of the nanoparticles irradiated with
laser (266 nm) in chloroform for 52 min (Au@PH (B) and Au@BP (D)) and, for 15 min (Au@ODCN (F)).

Scheme 1

PH-8H; n= 8, R = CgHNO,
ODCN-SH; n =15, R = CHy
BP-SH; n = 8, R = ODCCH{CHL)C5H.COCH5
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532 nm laser, since a monothiol caused no substantial aggrega-
tion and/or fusion, even at 35 m] laser pulse.'®

Here we report studies on the effect of UV-irradiation on thiol-
passivated AuNPs of a relatively small size. In addition, to
determine if the presence of UV-absorbing chromophore in
the ligand can influence the outcome, these studies were
performed with AuNPs either decorated with chromophoric
groups, such as a phthalimide (Au@PH) and benzophenone
(Au@BP), or without a chromophoric moiety (Au@ODCN)
(Scheme 1). The NPs were irradiated in chloroform at different
UV-wavelengths using either a nanosecond laser (266 and
355 nm, ca. 12 mJ/pulse, 10 ns pulse) or conventional lamps
(300 nm < A < 400 and 240 nm < A < 280 nm); i.e., at excitation
wavelengths having an appropriate energy for promoting
exclusively interband or both inter- and intraband transitions.
The data showed that laser excitation of the NPs at 266 nm
produced a fast (minutes time-scale) size increase of the NPs,
while excitation at 355 nm did not produce this effect.
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Figure 2. Absorption spectrum of Au@PH (A), Au@BP (B), and
Au@ODCN (C) in chloroform, before and after the irradiation with
laser (266 nm) for up to ca. 1 h.

Comparatively, lamp-irradiation at UV-C wavelengths brought
about nanonetworks of partially fused NPs with a larger diameter
than the initial NPs.

B EXPERIMENTAL SECTION

Materials. All reagents were commercially available and used as
received. Solvents for extraction and chromatography were reagent
grade and were used without further purification. Chromatographic
separations were performed on silica gel 60 (230—400 mesh) using the
indicated solvents. Chloroform (99.8% with a 0.5—1.0% ethanol as
stabilizer) was purchased from Sigma-Aldrich.

Characterization. '"H NMR (CDCl;) spectra were recorded on a
300 MHz spectrometer. Data of NMR are reported as follows: chemical
shift (ppm), multiplicity (singlet (s), doublet (d), triplet (t), quartet (q),
or multiplet (m)) and coupling constant (Hz). UV—vis spectra of the
samples were recorded using a quartz cuvette spectrometer. Further
characterization of the samples was performed by transmission electron
microscopy (TEM) with a JEOL JEM-1010 instrument operated at
100 kV; high resolution TEM (HRTEM) and energy dispersive X-rays
spectroscopy (EDX) were carried out by using a Field Emission Gun
(FEG) TECNAI G F20 microscope operated at 200 kV. To prepare

TEM samples, a few drops of the gold nanoparticles suspension were
deposited on a carbon film supported on a copper grid, which was
subsequently dried.

The presence of gold, carbon, and copper peaks were clearly
discerned in the TEM-EDX spectrum of the different AuNP samples
(see Figure S1 of the Supporting Information, SI, for Au@ ODCN NPs
after UV-C lamp illumination). The carbon and copper peaks were due to
the TEM holey carbon-Cu grid; the oxygen signal could be attributed to
the Cu and/or C grid. EDX analysis confirmed the Au nature of the NPs.

Preparation of the Thiol Ligands. Synthesis of N-(11-Mercap-
toundecyl)phthalimide (PH-SH). PH-SH was prepared as already
described in the literature for an analogous compound.'* In brief,
potassium thioacetate (279 mg, 2.4 mmol) was added to a solution of
N-(11-bromoundecyl)phthalimide (840 mg, 2.2 mmol) in deaerated
DMF (16 mL) and the mixture was heated at 40 °C for 1 h. Then, the
reaction mixture was filtered over diatomaceous earth, concentrated in
vacuum, poured onto ice/water and extracted with ether. The organic
phase was washed with a saturated solution of sodium chloride and dried
over MgSO,. After solvent removal, the crude was recrystallized from
ether, hexane, and finally purified by column chromatography (hexane:
ether 3:1) to give N-(11-acetylthioundecyl)phthalimide (411 mg, S0%
yield).

Methanol (9 mL) was added to N-(11-acetylthioundecyl)phthali-
mide (400 mg, 1,1 mmol) and the mixture was heated at 45 °C. Then,
Et,NH (0,064 mL, 2.2 mmol) was added and the solution was refluxed
for 3 h. The solvent was removed to give a crude which was purified by
column chromatography (hexane/ether 3:2) to give N-(11-mercap-
toundecyl)phthalimide (254 mg, 71%) as a white solid. "H NMR (300
MHz, CDCl3): 1.08—1.36 (m, 1SH), 1.41—1.68 (m, 4H), 2.44 (q, ] =
7.6,2H),3.60 (t, ] = 7.4, 2H), 7.59—7.67 (m, 2H), 7.73—7.80 (m, 2H).

Synthesis of 11-Mercaptoundecyl 2-(3-benzoylphenyl)propanoate
(BP-SH). The BP-SH ligand was prepared following an esterification
method described in the literature.”> In brief, ketoprofen (500 mg,
2.0 mmol) and 11-mercapto-1-undecanol (402 mg, 2.0 mmol) were
dissolved in anhydride toluene (24 mL). A complex of hafnium/THF
(1.8 mg) was added and the mixture was heated for 48 h under
azeotropic reflux conditions to remove water through a Soxhlet thimble
with 3 A molecular sieves. In order to quench the reaction, 1 mL of water
was added. The product was purified by column chromatography using
hexane:ethyl acetate solvents (8:1). The compound was obtained in a
80% vyield.

'H NMR (300 MHz, CDCl3): 1.00—1.34 (m, 14H), 1.25 (t, ] = 7.7
Hz, 1H), 1.45—1.57 (m, 7H), 2.43 (q, J = 7.1 Hz, 2H), 3.73 (q, ] = 7.2
Hz, 1H), 3.99 (t, ] = 6.7 Hz, 2H), 7.33—7.55 (m, SH), 7.60 (dt, ] = 6.2
Hz, ] = 1.5 Hz, 1H), 7.67—7.75 (m, 3H).

Preparation of the Au NPs. Mercapto-stabilized NPs were
prepared using the two phase method.'® Briefly, two solutions were
prepared, one containing HAuCl, (0.12 mmol) dissolved in 20 mL of
water, and the other containing tetraoctylammonium bromide
(0.48 mmol) dissolved in 20 mL of toluene. The two solutions were
mixed and the resulting solution was stirred for 30 min. After separating
the aqueous phase, NaBH, (1.2 mmol) was added at once. The solution
was left under N, and then was vigorously stirred for 3 h. Subsequently,
the reaction mixture was rinsed twice with milli-Q water and dried over
anhydrous Na,SO,. The final step consisted of adding the correspond-
ing mercapto compound in toluene (0.25 mmol, 15 mL) slowly and
stirring the solution under N, overnight. The NPs were purified by
inducing precipitation with cold EtOH (three times).

Laser Excitation. Irradiation of 3 mL aliquots of deaerated solu-
tions of AuNPs contained in a quartz cuvette (1 cmx1 cmx4 cm) was
carried out with the beam of the second and third harmonics of a Nd:
YAG laser (repetition rate of 10 Hz, 10 ns pulse, ca. 12 mJ/pulse).

Lamp Excitation. Irradiation of 3 mL aliquots of deaerated
solutions of AuNPs contained in a quartz cuvette (1 X 1 X 4 cm)
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Figure 3. TEM images of the AuNPs irradiated with laser (266 nm): Au@PH irradiated 10 min (A) and 52 min (B); Au@BP irradiated 20 min (C) and

52 min (D); and Au@ODCN irradiated 10 min (E) and 15 min (F).

was carried out in a Luzchem photoreactor using 10 UV-A or UV-
C lamps.

B RESULTS AND DISCUSSION

Gold NPs were prepared using a two-phase method"® by
adding, in the final step, a mercapto-compound, such as the
heterobifunctional ligands N-(11-mercaptoundecyl)phthalimide
(PH-SH) and 1l-mercaptoundecyl 2-(3-benzoylphenyl)pro-
panoate (BP-SH), as well as a monofunctional ligand, such as
octadecanethiol (ODCN-SH) (Scheme 1). The "H NMR spec-
trum of the thiol-capped NPs showed a drastic broadening of the
signals of the organic ligands (Figures S2—S4 of the SI); this was
indicative of the attachment of the ligands to the Au surface. The
UV—vis absorption spectrum of the AuNPs in chloroform
showed a plasmon band ca. 540 nm ascribed to the surface
plasmon band (Figure SS of the SI). The contribution of the
ligand chromophore moieties to the UV absorption spectra of
the AuNPs was especially evident for Au@BP. Transmission
Electron Microscopy (TEM) analysis indicated roughly spherical

nanoparticles (Figure 1A,C,E). Thus, the Au@PH sample was
dominated by NPs of a regular spherical shape with a uniform
size around 3—5 nm, coexisting with a few particles of about
10 nm in diameter. The average core diameters were 3.5 &
098 nm (Au@PH), 46 + 13 (Au@BP). and 34 + 08
(Au@ODCN).

Later on, the AuNPs were irradiated at different UV-wave-
lengths under different photon densities (lamp or laser). The
whole UV—vis spectrum of the NPs (initial absorbance, A, of
0.13 at 540 nm) lowered when they were irradiated with a
355 nm nanosecond laser and eventually NP precipitation was
detected (see UV—vis spectra in Figure S6 of the SI for Au@BP).
This was suggestive of a fast NP aggregation of the NPs followed
by their precipitation. The same trend was observed for the
other NPs.

By contrast, laser irradiation of the AuNPs (A ca. 0.5 at
540 nm) at 266 nm led to interesting changes in the NP
absorption spectrum. Thus, the plasmon band total inten-
sity increased, and its maximum shifted to the red, while the
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Figure 4. Left: Absorption spectrum of the Au NPs in deaerated chloroform before and after UV-C irradiation for up to 480 s: Au@PH (A), Au@BP
(C), and Au@ODCN (E); Right: TEM image of the NPs after 480 s of irradiation: Au@PH (B), Au@BP (D), and Au@ODCN (F).
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Figure 5. Fluorescence emission spectrum of PH-SH (squares) and
Au@PH NPs in deaerated CHCI, (straight).

UV-absorbance decreased; this was indicative of an increase in the
average size of the AuNPs induced by irradiation (Figure 2).7

Transmission electron microscopy was used to assess the
changes caused by laser irradiation. TEM images of Au@PH and
Au@BP samples irradiated for ca. 1 h (Figure 1B,D) showed the
presence of mostly huge NPs (ca. 100 nm size), with a clear
domination of individual particles. Au@ODCN samples needed
less irradiation time, ie., the formation of the huge NPs
(ca. 100 nm) was detected after only 15 min (Figure 1F) and
only small changes were observed after prolonged irradiation (up
to 1 h). By contrast, images of the Au@PH and Au@BP NPs
obtained after a brief irradiation (10 or 20 min) showed the
presence of very large, nearly spherical NPs together with much
smaller NPs, although the latter were larger than they were
initially (compare Figure 3A,C with part E). Some agglomerated
NPs were present, mainly in the samples irradiated for a short
time, as shown by high magnification TEM images in which two
or more small crystalline particles surrounded a bigger one
(Figure 3).
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The evolution of the NP size was measured for two periods of
irradiation. Thus, Au@PH NPs exhibited an average size of
49.8 & 13.2 nm after 10 min of irradiation and 119.5 £ 28.7 nm
after 52 min of irradiation. Illumination of Au@ODCN NPs for
10 min led to particles with an average size of 91.4 £ 30.3 nm,
which increased to 112.1 & 32.6 nm after 15 min of irradiation. In
the case of Au@BP samples, the NPs exhibited an average size of
78.3 & 26.2 nm after 35 min of irradiation and 97.2 & 31.1 after
52 min of irradiation (see Figure S7 and histograms in Figure S8
of the SI). The growth rate and final size varied for the different
NPs. Such variations can be explained by the UV-filtering effect
of the chromophore, which is greater for Au@BP NPs and
Au@PH NPs than for Au@ODCN NPs, thus explaining the
relatively fast growth of Au@ODCN NPs (size ca. 100 nm after
only 15 min of irradiation).

For comparison, the colloidal Au@PH, Au@BP, and
Au@ODCN NPs were also irradiated using low photon density

mn,

0 100 200 300 400 500
Time (s)

0 1000 2000 3000
Time (s)

Figure 6. Upper panel: increase of the phthalimide emission at 410 nm
when Au@PH NPs in CHCI; were irradiated with UV—C lamps. Lower
panel: increase of the phthalimide emission at 410 nm when Au@PH
NPs in CHCl; were irradiated with a 266 nm laser.

(UV-Alamps, 300 nm < 4 < 400 nm, and UV-C lamps, 240 nm <
A <280 nm). UV-A lamp illumination of the colloidal AuNPs (A
ca. 0.5 at 540 nm) for 20 min showed their high photostability
under these conditions (see Figure S9 of the SI for Au@BP). By
contrast, UV-C lamp irradiation induced drastic changes in the
NPs. Figure 4 shows the optical absorption spectra of the NPs
before and after irradiation lasting up to 480 s as well as a typical
electron micrograph of the final photoproduct. The photopro-
ducts consisted of nanonetworks* which ranged from 200 to
1000 nm in length and had line widths greater than the diameter
of the initial NPs. Consequently, the optical absorption spectra of
the samples irradiated for 480 s showed changes in the visible
region, i.e., a red-shift of the plasmon band and the :ppearance of
a broad absorption in the 650—900 nm range.'® The UV-C
irradiation experiments, both under laser and lamp conditions,
were repeated in freshly distilled chloroform, using Au@PH NPs
as a representative example; the results were similar to those
performed in undistilled chloroform.

The structural and morphological analyses using high resolu-
tion TEM (HRTEM) images revealed that the initial NPs were
constituted by single crystalline Au nanospheres (see Figure S10
of the SIfor native Au@PH). All AuNP samples (before and after
UV—C laser irradiation) showed a clear interplanar spacing,
which means that the nanoparticles were highly crystalline with
an interplanar spacing of about 2.37 A, corresponding to the
(111) lattice spacing of Au (see Figures $10—S14 of the SI). A
lattice spacing of 2.04 A was obtained between adjacent lattice
planes that corresponds to the (200) lattice spacing of Au.
According to JCPDS No. 4—784 and the Braggs diffraction
law, these values are very close to the spacing of (111) and (200)
planes in the face-centered cubic (fcc) phase of gold (2.35 and
2.04 A, respectively). We also illustrate the line profiles along the
(111) and (200) axes of the NPs shown by HRTEM and their
corresponding Fast Fourier Transform (FFT) of the selected
particle. The FFT pattern of the selected particle again clearly
illustrated the monocrystalline structure which could be indexed
by the face-centered cubic phase of gold space group Fm3m
(225) [ref. JCPDS No.: 4—784]. In addition, HRTEM images of
the nanonetworks showed they were composed of partially fused
irregular-shaped AuNPs (see Figure S15 of the SI for Au@BP).

These results demonstrated an efficient coalescence of the
NPs, which requires both aggregation of the NPs and a partial
removal of some of the adsorbed thiol molecules. The removal of
the organic ligands upon UV-C illumination was monitored in
the case of Au@PH NPs, making use of the fluorescence of the
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Figure 7. Left: Absorption spectra of Au@PH NPs in deaerated THF before and after irradiation with the UV-C lamps for up to 480 s (A). Right: TEM

images of Au@PH irradiated 480 s with the UV-C lamps (B).
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phthalimide chromophore. First, the emission of PH-SH in
chloroform was compared with that of a sample of Au@PH,
both possessing the same absorbance of the phthalimide chro-
mophore at 266 nm. Figure 5 shows the drastic quenching of the
phthalimide fluorescence by the AuNPs. Later on, a solution of
Au@PH was irradiated with UV-C light, bringing about an
increase in the phthalimide emission (monitored at 410 nm) as
a consequence of the liberation of the organic ligand from the
AuNPs (Figure 6).

Using Au@PH NPs as a model, assays were also performed in
THF to determine whether the fusion of the NPs was only
induced by UV-C illumination or if chloroform also played a key
role in the process. Au@PH NPs in THF only underwent

aggregation after UV-C lamp-irradiation for up to 480 s
(Figure 7A,B). Laser (266 nm) illumination of Au@PH NPs
caused fusion of some of the agglomerated NPs after 15 min of
irradiation (Figure 8B) and, finally, a variety of sizes of huge NPs
surrounded by considerable smaller nanoparticles were detected
(Figure 8C). In addition, UV-C irradiation of the Au@PH NPs
in THEF resulted in a slight increase in the phthalimide emission
(not shown).

It has been reported that UV-light irradiation of AuNPs can
bring about their agglomeration, which has been attributed to an
enhanced van der Waals force caused by the photoinduced
detachment of electrons from the nanoparticles.”” In addition,
though high-energy laser pulses can induce a size reduction of
spherical nanoparticles, low pulse energies can produce a milder
melting of the NPs and they can fuse together by encounter and
coagulation.*

However, our experiments evidenced that chloroform played a
key role in the formation of stable colloidal solutions of either
huge spherical nanoparticles (laser excitation) or nanonetworks
(lamp excitation) under UV-C irradiation. The wavelength
dependence of the process could be an indication that the NP
growth also requires the photolysis of chloroform. Although
small, the UV absorbance of chloroform is 0.05 and 0.02 nm at
260 and 270 nm, respectively. The primary step in the photolysis
of chloroform is the C—Cl bond cleavage to produce dichloro-
methyl radicals and chlorine atoms (Scheme 2).2! Dichloro-
methyl radicals could act as a reductant, transferring electrons to
the agglomerated gold nanoparticles, producing removal of some
ligands, and eventually leading to bigger nanoparticles.”> The
main difference between lamp- and laser-irradiation is the higher
photon fluency in laser conditions, which would produce an
efficient heating of the NPs as well as an increase in the yield of
dichloromethyl radicals, making the ligand liberation and the NP
fusion more efficient. Lamp irradiation induces the NPs to grow
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to a certain extent although it does not bring about a complete
fusion of the NPs, but results in a connection of the NPs pro-
ducing nanonetworks.

B CONCLUSIONS

Irradiation of AuNP colloidal solutions at UV-C wavelengths,
using either a lamp or a nanosecond pulsed laser, leads to a fast
size increase of the NPs, even in the presence of the filtering effect
of chromophoric groups. UV-C laser irradiation at a relatively
low laser energy (12 mJ/pulse) produces huge spherical NPs,
with a relatively small increase of the NP polydispersity, in less
than 1 h. By contrast, UV-C lamp-irradiation leads to the
formation of large nanoparticles that collide with each other,
leading to nanonetworks. These strategies are promising for
preparing functionalized nanoscale devices with a desired size
and shape.

B ASSOCIATED CONTENT

© Supporting Information. 'H NMR spectrum and UV—
vis spectrum of the ligands as well as of the thiol-capped NPs
(Au@PH, Au@BP, and Au@ODCN), additional UV—vis ab-
sorption spectra, as well as TEM and HRTEM images. This
material is available free of charge via the Internet at http://pubs.
acs.org.
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Figure S1. TEM-EDX spectrum of a Au@OQODCN sample after UV-C irradiation (240 nm<A<280 nm).
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Figure S3. "H-NMR spectra in CDCl; of PH-SH and Au@PH NPs.
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Figure S5. UV-vis spectra in chloroform of the functionalized thiol-capped AuNPs (Au@PH, Au@BP,
and Au@ODCN) compared with that of their corresponding organic ligand (PH-SH, BP-SH, and

ODCN-SH).
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Figure S6. UV-vis spectra of Au@BP NPs in chloroform before and after laser irradiation (355 nm) for
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Figure S7. Typical bright field TEM images of Au@BP nanoparticles after 35 min irradiation with a

266 nm laser.
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Figure S8. Comparative size distribution of Au@BP nanoparticles irradiated with a 266 nm laser for

35 and 52 min.
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Figure S9. UV-vis absorption spectra of Au@BP NPs in deaerated chloroform before and after
irradiation at 300 nm<A<400 nm up to 1200 s.
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Figure S10. High Resolution TEM image of Au@PH NPs before irradiation. Line profiles of the
AuNPs and their Fast Fourier transform (FFT) also shown; d-spacing between adjacent lattice planes of
2.38 A and 2.04 A correspond to the (111) and (200) planes.



Figure S11. TEM and high resolution TEM images of a big Au@PH NP formed through a coalescence
process of various small NPs and a surface reorganisation. The corresponding FFT showed the good
crystalline quality of the particle.

O
=

Figure S13. TEM and high resolution TEM images of a big Au@BP NP formed through a coalescence
process of various small NPs and a surface reorganisation. The size of the particle and resolution line
are clearly seen in the figure with an interplanar distance of 2.37 A; this value corresponds to (111)
orientation. The corresponding FFT showed the crystallinity of the particle.
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Figure S14. TEM and high resolution TEM images of a big Au@ODCN NP formed through a
coalescence process of various small NPs and a surface reorganisation. The size of the particle and
resolution line are clearly seen in the figure with an interplanar distance of 2.37 A; this value
corresponds to (111) orientation. The corresponding FFT showed the crystallinity of the particle.

Figure S15. HRTEM images of Au@BP NPs after UV-C lamp irradiation (480 s).
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Gold nanoparticles capped with oleylamine can be effectively
transferred from an organic solvent to water in the presence of an
acetamidine surfactant by CO, bubbling and then effectively
reverted back to the organic phase by N, bubbling.

Introduction

Gold nanoparticles (AuNPs) are proving useful in many fields due
to their unique optical features,' colloidal stability,> and their
relatively easy size- and shape-modulation.* Some popular fields
where AuNPs are applied are biomedicine,* due to their high
biocompatibility; light harvesting,” due to their optical properties,
and catalysis, due to their surface/volume ratio.®

Up to now, colloidal AuNPs can be soluble in either water®” or
in organic solvents,® according to the synthetic method employed
and the ligands present on their surface. In addition, AuNPs with
phase transfer capabilities are a subject of intense research.” For
example, AuNPs synthesised in organic solvents can be transferred
to an aqueous phase in a non-reversible way by ligand exchange,
i.e., replacing the non-polar ligand on their surface by another one
containing a polar head, such as mercaptoundecanoic acid
(MUA)." Further, AuNPs can be amphiphilic and dispersible in
both aqueous and organic solvents."" Whenever AuNPs are capped
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with hydrophobic ligands or polymers, interdigitation of amphi-
philic ligands (such as cetyltrimethylammonium bromide, CTAB)
or polymers with long apolar chains and polar heads in between
the hydrophobic ligands capping the AuNPs is commonly used to
transfer the hydrophobic AuNPs to water.”” In the past decade,
many research groups have devoted huge efforts to develop
nanomaterials that undergo reversible phase transfer between
polar and non-polar solvents with external stimuli (pH, tempera-
ture and electric field).>"* Undoubtedly, transferring AuNPs, in a
reversible manner, from an organic to an aqueous solvent would
be desirable in order to remove AuNPs from the organic solvent
after the desired application (e.g., catalysis) and be able to re-use
them again. It would be even better if one could obtain the
external stimulus from waste by-products and if, besides this, the
by-product is easily removed from the system after being applied.
Interestingly, pressurized carbon dioxide has also been used for
shuttling of nanoparticles between phases (gas expanded
liquids)."* Along that line, Jessop et al. have reported seminal
work showing that long-chain alkyl amidines can reversibly
exchange from an organic solvent to an aqueous one upon
exposure to an atmosphere of carbon dioxide due to the
protonation of the amidine group in the acidic water generated
by bubbling CO, (ie., generating carbonic acid)."> The resulting
amidinium salt reverts back to the organic phase under very mild
conditions upon exposure to N, or Ar gas, due to CO, removal.
This idea has been successfully applied to make switchable
surfactants and solutes'® and to recover catalysts (Co and Rh'”
complexes with switchable ligands'® and PPh, with an attached
amidine moiety). This strategy facilitates post-reaction separations
of the prepared materials by simply using CO, and water.

Here we report a strategy that combines surfactant interdigita-
tion in between non-polar ligands capping AuNPs and phase
exchange promoted by carbon dioxide. Our system of choice
comprises oleylamine-capped AuNPs (Au@OA) and an amidine-
based switchable surfactant, OAA (see Schemes 1 and 2). As far as
we know, there is no other report on the use of different gaseous
atmospheres as external stimuli to transfer AuNPs from polar to
non-polar solvents or vice versa. This is of interest to prepare

RSC Adv., 2013, 3, 4867-4871 | 4867
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Scheme 1 Reversible protonation/deprotonation of N'-oleyl-

N,N-dimethylacetamidine (OAA)/N'-oleyl-N,N-dimethylacetamidinium bicarbonate
salt (OAAB) in water by CO,/N, bubbling.

“smart” switchable NPs and could be ideal to be applied, for
example, in plasmon mediated catalysis."®

Results and discussion

Au@OA NPs were prepared using an established protocol
described elsewhere.® Briefly, AuCl was heated under reflux in
chloroform in the presence of oleylamine (OA, 20 x ) for 24 h to
obtain a red suspension of colloidal AuNPs. Acetone was added to
precipitate the nanoparticles, the supernatant was discarded, and
Au@OA NPs were redispersed in the organic solvent (chloroform
or toluene). The solubility of Au@OA NPs in water was negligible.

Fig. 1 shows a transmission electron microscopy (TEM) image
of the spherical nanoparticles and a histogram with their size
distribution. The colour of Au@OA and their UV-visible spectrum
in chloroform are shown in Fig. 2a and 3, respectively (see ‘H-
NMR spectrum of Au@OA in Fig. S1, ESIf). The average particle
size of Au@OA is 9.2 + 2.5 nm and they have a characteristic
“surface plasmon band” (SPB) centered at 521 nm in chloroform
(Fig. 3). Since oleylamine was the capping agent, this was chosen
as the starting material to make the corresponding long-alkyl
chain acetamidine, in particular, N'-oleyl-
N,N-dimethylacetamidine (OAA, see preparation details in the
experimental section in the ESIf). The NMR spectra of OAA are
shown in Fig. S2 and S3 in the ESIf. The acetamidine is soluble in
organic solvents under air or nitrogen and its extinction coefficient
at the SPB wavelength is almost negligible (¢ = 0.8 dm® mol™*
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Fig. 1 Representative TEM micrograph of oleylamine-capped AuNPs (Au@OA) and
a histogram with their size distribution.

cm ! in chloroform; see Fig. S4-S6 in ESIf). In fact, we recorded
the UV-visible spectra of chloroform solutions of Au@OA in the
absence and in the presence of increasing amounts of OAA and no
absorbance changes were detected in the 350-900 nm wavelength
range (Fig. S7, ESIf).

The OAA acetamidine showed negligible solubility in water, but
became soluble in the presence of CO,; this was evidenced in its
transformation into the acetamidinium bicarbonate salt (OAAB),
see Scheme 1. The NMR spectra of OAA in deuterated water under
a CO, atmosphere are shown in Fig. S8 and $9 in ESIf.'™
Whenever carbon dioxide was replaced by N,, OAAB reverted back
to its unprotonated form OAA, which re-dissolved in the organic
solvent.

Fig. 2 and S10, ESIf illustrate the water/organic phase exchange
test using chloroform and toluene as the organic solvent,
respectively. Typically, Au@OA NPs were mixed with OAA in an
organic solvent in a Pyrex test tube (Fig. 2b and S11, ESIf, show the
mixture in chloroform and Fig. S10b, ESIf that in toluene). It was
reasonable to expect an interdigitation between the long polar
oleyl chains present on the Au@OA surfaces and those of OAA in
the solution (Scheme 2), ie., at this stage the acetamidine groups
would form a shell around Au@OA. Subsequent addition of Milli-

—N - _':Y —-N/

/

v

Scheme 2 Cartoon showing the proposed interdigitation between Au@OA and the OAA acetamidine, as well as the protonation/deprotonation of the acetamidine units

on carbon dioxide/nitrogen bubbling.
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Fig. 2 Photographs of (a) Au@OA in chloroform; (b) mixture of Au@OA and OAA
in chloroform under air atmosphere; (c) addition of water to solution b under air; (d)
sample ¢ purged with CO, until complete removal of chloroform; (e) addition of 2
mL of chloroform to sample d; and (f) sample e purged with nitrogen.

Q water led to an organic solvent/water biphasic system, retaining
the NPs in the organic phase because the acetamidine groups at
their periphery were not polar enough to transfer the NPs to water
(see Fig. 2c and Fig. S10ct).

Then, the tube was capped with a septum and CO, bubbled
through the solution until the organic solvent was completely
driven off (Fig. 2d and Fig. S10d and S12 in the ESIf) in order to
prevent accumulation of the colloidal AuNPs at the aqueous/
organic interface, which is their preferred location due to
thermodynamic stability.”

The AuNPs were now soluble in water due to protonation of
OAA to afford OAAB at the NP periphery (Scheme 2). Moreover, the
AuNPs remained in the aqueous phase after the addition of 2 mL
of organic solvent (Fig. 2e and Fig. S10e in ESIf) confirming the
success of our strategy. Interestingly, nitrogen bubbling reverted
the AuNPs back to the organic phase by carbon dioxide removal
(Fig. 2f and Fig. S10f, ESIf). Control experiments showed that, in
the absence of OAA, the nanoparticle phase transfer from the
organic solvent to water did not occur when carbon dioxide was
bubbled.

Once Au@OA NPs were transferred to the organic phase, we
tested the capability of the Au@OA/OAA system to be reversibly
water/organic-phase exchanged over several cycles. For that
purpose, solvent removal by CO, bubbling was followed by (i)
addition of 2 mL of the organic solvent, and (ii) replacement of
carbon dioxide by nitrogen bubbling, ie., steps d, e, and f were
repeated up to three cycles. Note that transfer from the organic
solvent to water and from water back to the organic solvent is
defined as one cycle. Whenever Au@OA was reverted back to the
organic phase, its UV-visible spectrum was recorded. Fig. 3 shows
the UV-Visible spectra of the NPs up to three cycling tests in
chloroform (spectra for toluene not shown). The spectra of the
initial Au@OA/OAA mixture in chloroform and those of the
recovered nanoparticles are virtually identical.

Next, to gain further insight into the limits of our strategy, 15
cycles were performed (see Table S1 and Fig. S13, ESIf). The results
indicated an almost complete phase exchange of the nanoparticles
after each cycle up to cycle 10 (though the time required for the
transfer of the nanoparticles increased with the number of cycles)
and that they were stable and not aggregated, and retained their
size and morphology. Of course, AuNPs cannot be reverted back
from water to the organic solvent if carbon dioxide is not removed
from the system. Note also that, since the water phase is a “milky”

This journal is © The Royal Society of Chemistry 2013
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Fig. 3 UV-Visible spectra of chloroform solutions of the Au@OA/OAA mixture
before and after each of the three phase exchange cycles.

emulsion (easier to observe when toluene is used as the organic
solvent; Fig. S10f, ESIf), it is not possible to record the aqueous
spectra. Another trick that can be used to transfer the AuNPs back
to the organic phase is to add sodium chloride, which breaks the
acetamidinium salt emulsion. However, in this case the process
would not be as clean and loses its reversibility.

Finally, in order to test if this strategy could be useful to extract
Au@OA from a mixture containing an organic compound such as
pyrene, this was added to a chloroform Au@OA/OAA mixture in a
Pyrex test tube. Then, 2 mL of water were added and carbon
dioxide was bubbled through until complete removal of chloro-
form. Afterwards, 2 mL of chloroform were added to the aqueous
mixture and CO, was bubbled through to maintain its atmo-
sphere. The sample was shaken for 1 min every 15 min during a
total of 5 h to favour the contact between the two phases. Note that
gas flow and shaking cannot be too vigorous in order to prevent
emulsion formation. Fig. 4 shows the comparison between the
initial UV-visible spectrum of pyrene at the concentration used in
this experiment in the absence of Au@OA/OAA and that of the
extracted pyrene in the same volume. It is clear that pyrene was
completely recovered but Au@OA NPs were not transferred to the

Wavelengih nm

Absorbance/ a.u.

500 600
Wavelength/ nm

Fig. 4 UV-Visible spectra of chloroform solutions of pyrene (red) and pyrene
extracted from a Au@OA/OAA mixture (black dashed line). Inset shows an
amplification of the 500-600 nm region evidencing the efficient removal of
Au@OA from the organic phase.
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organic phase. Au@OA preferred the aqueous phase due to the
carbon dioxide, which protonates the interdigitated oleyl acet-
amidine. Moreover, Au@OA/OAA reverted back to the organic
phase by nitrogen bubbling. Interestingly, the clean Au@OA
nanoparticles were recovered by simple centrifugation, while OAA
remained in the supernatant (Fig. S14, ESIY).

Conclusions

Carbon dioxide can be used as external stimulus to transfer
Au@OA NPs from an organic phase to water. Our results suggest
an interdigitation between the non-polar oleylamine capping of
the AuNPs and an acetamidine (surfactant) in the organic phase
under air or nitrogen as the driving force. Once water is added and
carbon dioxide bubbled through the system, the acetamidine
groups at the NP periphery are protonated and the system
becomes water soluble. Even more, this switchable system can be
reverted back to the organic solvent by simply removing the
carbon dioxide with nitrogen. Although this useful strategy does
not reduce CO, emissions, it recycles greenhouse gas CO, from
waste by making it useful. Remarkably, we show it is possible to
extract clean Au@OA NPs selectively from mixtures containing
either the surfactant or both the surfactant and an organic
compound such as pyrene.

As far as we know this is the only report that uses an external
stimulus that can be completely and easily removed from the
system. This strategy enables reversible transfer of nanoparticles
from organic solvents to water and from water to organic solvents.
The versatility of this phase transfer strategy for other types of
nanoparticles (different compositions and shapes) will be studied
in the near future. Given that the transfer relies entirely on
properties of the capping ligands, we anticipate that it should be
applicable to other materials, although the detailed protocol will
likely have to be adjusted to each specific system.

Experimental methods
Synthesis of N'-oleyl-N,N-dimethylacetamidine (OAA)

OAA was synthesized following a method previously described by
Jessop et al.**” to obtain similar acetamidines. Briefly, a mixture of
oleylamine (860.6 pL, 2.43 mmol) and a THF solution of
dimethylamine 2 M (2.435 mL, 4.87 mmol) was stirred for 5
min in a glass vial. Then, N,N-dimethylacetamide dimethyl acetal
(474.7 pL, 2.92 mmol) was added dropwise. The mixture was
stirred for 10 min and then left standing for 18 h in the dark. Most
of the dimethylamine and THF were removed by rotatory
evaporation. This was followed by heating at 55 °C under
continuous stirring in a high vacuum for 8 h. Yield: 665 mg,
94%. CpHygNy: Amay(CHCl;)/nm 520 (¢/dm® mol * em™* 0.8), 'H
NMR (400 MHz, CDCly) 8y: 5.4-5.3 (m, 2H), 3.14 (t, J = 7.3 Hz, 2H),
2.84 (s, 6H), 2.05-1.9 (m, 3H), 1.84 (s, 3H), 1.55-1.4 (m, 2H), 1.35-
1.20 (m, 23H), 0.85 (t, ] = 6.6 Hz, 3H); '*C NMR (100 MHz, CDCl;)
d¢: 159.0, 130.7, 130.2, 50.6, 38.3, 33.0, 32.8, 32.3, 32.2, 30.2, 30.1,
30.1, 30.0, 30.0, 29.9, 29.7, 29.6, 28.0, 27.6, 23.1, 14.5, 12.7. IR
(KBr): 720 (w), 1008 (w), 1182 (m), 1340 (m), 1464 (m), 1632 (s,
Y(C=N)), 2852 (s), 2919 (s); m/z (EL) 336 (M, 56), 321 (3), 309 (14),
292 (28), 279(6), 256 (6), 251 (17), 237 (83), 223 (19), 209 (17), 197

4870 | RSC Adv., 2013, 3, 4867-4871

(3), 183 (42), 169 (19), 155 (42), 141 (28), 127 (22), 113 (56), 99 (100),
86 (42), 69 (25), 56 (58), 41 (22), 30 (6).

Synthesis of N'-oleyl-N,N-dimethylacetamidinium bicarbonate
salt (OAAB)

OAAB was obtained by bubbling CO, through a mixture of OAA
and D,0. After bubbling CO,, all OAA was dissolved. [C»,HysN,]'":
'H NMR (400 MHz, D,0) dy;: 5.46-5.26 (m, 2H), 3.39 (t, ] = 7.3 Hz,
2H), 3.30-3.08 (m, 6H), 2.28 (m, 2H), 2.08-1.92 (m, 4H), 1.64-1.45
(m, 2H), 1.40-1.27 (m, 24H), 0.89 (m, 3H); *C NMR (100 MHz,
D,0) dc: 164.5, 160.5, 130.3, 129.8,44.8, 32.3, 30.4-29.7 (multiple
peaks), 27.7, 27.6, 26.9, 23.0, 14.5, 14.3. IR (KBr): 836 (m, v(CO,)
out-of-plane for HCO; ), 1370 (m), 1638 (s, V(C=N)); MS (ES", low
resolution): M expected for [Cp,HysN,]" 337.4, observed 337.4.

Phase exchange experiments

The Au@OA concentration was kept constant in all experiments
performed either in chloroform or toluene. However, the volume
in toluene samples was half of that used in chloroform due to the
low volatility of toluene. Thus, a solution of Au@OA in chloroform
(1 ML, Agpo = 1.5, [AUNP] = 0.57 mg mL™'//0.26 uM) was mixed
with a solution of OAA in chloroform (1 mL, 0.15 M) and placed in
a Pyrex test tube. Then, 2 mL of Milli-Q water were added (a) and
the tube was capped with a septum adding a syringe to allow gas
and solvent exit. Then, CO, was bubbled through the solution
using a Teflon tube to avoid contact of the gold nanoparticles with
metallic needles. The formation of an emulsion was observed (b).
Once chloroform was evaporated, the remaining aqueous solution
turned slightly purplish (c) and a new 2 mL of chloroform were
added. At this point, AuNPs remained stable in the aqueous phase
(d) until N, was bubbled through again to remove carbon dioxide
(e). This process was repeated fifteen times in order to test the
reversibility of the system.

Extraction of pyrene in the presence of Au@OA and OAA

Pyrene (100 pL, 0.98 mM in chloroform) was added to a mixture of
Au@OA (1 mL, 0.14 yM, Agyo = 0.75) and OAA (1 mL, 0.075 M) in
chloroform. Then, 2 mL of water were added and CO, bubbled
into the solution until complete chloroform evaporation. Then, 2
mL of chloroform were added and CO, bubbled to maintain the
gas atmosphere and to mix the two layers. The sample was shaken
for 1 min every 15 min during a total of 5 h. Then, the organic
phase was extracted and the UV-visible spectrum registered.
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Experimental methods
General

All reagents were used as received from Sigma-Aldrich. Oleylamine technical grade
(70%, but 98% primary amines), N,N-Dimethylacetamide dimethyl acetal (90%),
dimethylamine solution (2M in THF), gold chloride trace metal basis (99.9%). Solvents
were used without further purification. Chloroform (99.5% with 0.5% ethanol as
stabilizer) Multisolvent ® HPLC Grade ACS ISO UV-VIS and toluene (99.8%) HPLC
Grade were purchased from Scharlau. Carbon dioxide (99.8%) was purchased from

“Carburos Metalicos” (Air Products Group).
Characterization

'"H NMR and *C NMR (CDCl; or D,0) spectra were recorded on an AVANCE 400 MHz
Bruker spectrometer. NMR data are reported in ppm, coupling constants in Hz and
multiplicity as follows: singlet (s), doublet (d), triplet (t), quartet (q), or multiplet (m).
UV-Vis spectra were recorded using a quartz cuvette (1x1x4 cm) in an Agilent-8543
spectrometer. Centrifugation was carried out in an Eppendorf Centrifuge 5804 R. Further
sample characterization was performed by transmission electron microscopy (TEM) with
a JEOL JEM-1010 instrument operated at 100 kV. To prepare TEM samples, a few drops
of gold nanoparticles solution on carbon-coated copper grids (300 mesh), which was
subsequently dried. Nanoparticle sizes were calculated by using ImageJ software.'

Synthesis of gold nanoparticles. AuNPs were synthesized as previously described.?
Briefly, AuCl (10 mg, 0.043 mmol) and oleylamine (395.9 pL, 0.860 mmol) were
dissolved in CHCIl; (2.15 mL) and heated at 67°C under reflux during 24 h. The resulting
nanoparticles were precipitated with acetone (5 mL) and centrifuged at 8000 rpm for 5
min. The supernatant was removed, CHCl; (1 mL) and acetone (8 mL) were added again
and the suspension was centrifuged under similar conditions. Once supernatant was
removed, gold nanoparticles capped with oleylamine (Au@OA) were obtained and ready

to be dissolved in the desired organic solvent.

1. C. A. Schneider, W. S. Rasband and K. W. Eliceiri, Nat. Methods, 2012, 9, 671-675.
2. X. Lu, H.-Y. Tuan, B. A. Korgel and Y. Xia, Chem. Eur. J., 2008, 14, 1584-1591.
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Figure S1. 'H-NMR spectrum of Au@OA in deuterated chloroform.
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Figure S2. "H-NMR spectrum of OAA in deuterated chloroform under nitrogen.
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Figure S3. "C-NMR spectrum of OAA in deuterated chloroform under nitrogen.
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Figure S4. UV-Visible spectra of OAA at different concentrations: 0, 3.9, 22.6, 37.4, 56.1
and 74.9 mM in chloroform.
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Figure S6. UV-Visible spectra of OAA at different concentrations: 0, 3.9, 11.3, 22.6, 37.4,
56.1 and 74.9 mM in toluene.
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Figure S7. UV-Visible spectra of Au@OA in the absence and in the presence of different
concentrations of OAA (up to 74.9 mM) in chloroform.
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toluene under air atmosphere; (c) addition of water to solution b under air; (d) sample ¢

purged with CO; until complete removal of toluene; (e) addition of 2 mL of toluene to

sample d; and (f) sample e purged with nitrogen.
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Table S1. Surface Plasmon Band (SPB) features of Au@OAA in the chloroform phase (wavelength

maximum, An., absorbance at the SPB maximum, Agpp, Aspp/Ay4so ratio, and full width at half

maximum, FWHM) after each cycle up to cycle 15.

SPB (Zyaxs nm)

FMHW/2(nm)

Initial
Cycle 1
Cycle 2
Cycle 3
Cycle 4
Cycle 5
Cycle 6
Cycle 7
Cycle 8
Cycle 9
Cycle 10
Cycle 11
Cycle 12
Cycle 13
Cycle 14
Cycle 15

521
520
519
522
522
518
520
524
523
523
522
523
518
520
521
521

2.66
2.64
2.60
2.62
2.54
2.59
2.62
2.69
2.66
2.64
2.66
2.56
2.40
2.40
2.11
2.04
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1.45
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Abstract A topological-mathematical model based on
multilinear regression analysis has been built to search new
terpenoid actives as mosquito repellents. The structural
depiction was performed using topological indices, and a
four-variable model for the prediction of corrected repellent
ratio (r2 = 0.9672, 0% = 0.9435) was selected. The model
was checked by cross-validation, internal validation, and ran-
domization test. The results confirm its capability to predict
the property analyzed. After carrying out a virtual screening
upon such a model, new structures with potential repellent
activity against mosquitoes are proposed.

Keywords Molecular topology - QSAR -
Mosquito repellents - Terpenoid - Multilinear regression -
Virtual screening

Introduction

Several diseases are associated to the mosquito—human inter-
action. Mosquitoes are the carriers of severe and well-known
illnesses such as malaria, arboviral encephalitis, dengue
fever, Rift Valley fever, West Nile virus, and yellow fever.
These diseases produce significant morbidity and mortality
in humans and livestock around the world [1]. Due to that,
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new repellents are necessary to provide personal protection
against mosquito bites. One of the most common repellents is
N, N-diethyl-m-toluamide (DEET) which was first reported
in 1951 [2,3]. Since then, several attempts have been made
to synthesize repellents better than DEET [4].

The prediction of biological properties of organic com-
pounds is one of the main issues of the methods based on
quantitative structure—activity relationships, QSAR. Many
works about this topic have been published up to date using
this method. One of the earliest is the one by Suryanarayana
etal. [5] who prepared 40 amides of aromatic and cyclo-
hexyl carboxylic acids and developed QSAR models using
lipophilicity, vapor pressure, and molecular length as corre-
lating variables. Later on, other studies were carried out with
the same dataset [6,7].

It is well known that a key issue to ensure the success of
a QSAR approach is the selection of the adequate molecular
descriptors.

Basak etal. [4] classified these descriptors into four
categories:

(1) Topostructural indices (TS) quantify information
regarding the connectivity, adjacency, and distances
between atoms—or vertices according to graph theo-
retical nomenclature—ignoring their distinct chemical
nature.

(2) Topochemical indices (TC) which are sensitive to both
the pattern of connectedness of the atoms and their
chemical and bonding characteristics.

(3) 3D or geometrical parameters (3D).

(4)  Quantum chemical descriptors (QC) which encode elec-
tronic aspects of chemical structure.

Today, it is known—and at some extent surprising—that
topostructural and topochemical information can explain the
main part of the predicted properties, and that the inclusion
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of three-dimensional features results in slightly improved
predictive models in many cases [8].

Among the methodologies usually employed in the devel-
opment of predictive QSAR models stand the multilinear
regression analysis (MLRA) [9], Ridge regression (RR) [10,
11] principal components regression (PCR) [12], and partial
least squares (PLS) [13].

Topological indices (TIs) are non-empirical descriptors
calculated from the representation of the molecules as math-
ematical graphs [14-18]. These descriptors are able to char-
acterize the most important features of molecular structure:
molecular size, binding, and branching. The computation
of TIs is very swift, and they also have the advantage of
being true structural invariants. TIs have been useful in the
prediction of biological properties related to toxicity and
insecticidal activity, even in groups of compounds showing
considerable structural diversity [19-25].

The aim of this study is to obtain a topological model
using only topological and topochemical descriptors. The
study consists of the utilization of the MLRA to develop a
topological-mathematical model capable of identifying the
activity of the terpenoids as mosquito repellent, and apply
the model to the search of new potentially active compounds
through molecular screening.

Materials and methods

Analyzed compounds

A group of 20 compounds synthesized from «- and 8- pinene
was used to study the activity as repellent against Aedes alb-
opictus mosquito. All the compounds are derivatives of a
six-carbon ring scaffold with a substituent containing at least
one oxygen (see Table 1).

Repellent ratio (RR) was determined by applying test
compounds at a dose of 0.16 mg/cm? on the depilated abdo-
men of white mice as follows:

(TN-TNB)
R=—F7"7—"x

100,
TN

TN is the total number of female mosquitoes used in testing,
while TNB is the total number of biting female mosquitoes.
The repellent ratio of the control experiment (CERR) was
calculated in the same way as RR. The corrected repellent
ratio (CRR) was also calculated to evaluate the repellency
more accurately.

CRR = (RR-CERR) x 100.

(100-CERR)

CRR values for each compound are shown in the Table 1.
Details over synthesis and repellent assays have been
obtained from reference [26].

@ Springer

Molecular descriptors

A set of well-known topological descriptors was input for
correlation, namely, subgraph Randi¢—Kier—Hall-like indi-
ces up to the fourth order ("x;,"x.’) [27,28], topological
charge indices (TCI) up to the fifth order, (Ju, G, J3, GY,)
[29], quotients and differences between valence and non-
valence connectivity indices ("C, =", "x;and "D, ="
x: —"x!) and some ad hoc indices [30]. Each compound
was characterized by a set of 62 descriptors. Table2 shows
the notation, name, and definition of each descriptor. All
descriptors used in this study were obtained with the aid of
the Desmoll1 program (available by e-mail request).

Multilinear regression analysis

The general purpose of multilinear regression analysis
(MLRA) is to outline the relation between two or more inde-
pendent variables and a dependent variable by fitting a linear
equation to observed data. In prediction of repulsive activ-
ity against mosquitoes, the MLRA was used as statistical
method. This calculation was performed using the software
package Statistica version 8.0. [31]. Variable selection was
carried out by means of the Furnival-Wilson algorithm and
variable sets with the minimal Mallows’ Cp were selected as
the best to the regression equations [32].

The predictability quality and robustness of the developed
model must be verified by using different types of validation
criteria. Usually four strategies are adopted [33]: (a) internal
validation or cross-validation with leave-one-out, LOO, and
leave-some-out, LSO; (b) validation by dividing the dataset
into training and test compounds; (c) true external validation
by application of the model on external data; and (d) data
randomization or Y-scrambling. In this article, given that our
dataset was small, n = 20, we used the strategies (a, b, and
d) as validation criteria.

Results and discussion

In order to obtain the CRR predictive topological model,
the multilinear regression analysis was applied; a rigorous
statistical analysis using the Statistica 8.0 software was per-
formed. Topological indices were used as independent vari-
ables and the CRR values, in their logarithmic transformation
(LogCRR), were input as dependent variables. Likewise,
according to the number of cases (N = 20) and the selected
group of variables, the obtained function is summarized in
Table 3.

If we observe the column p-level in Table3, we real-
ize that all the present indices are statistically significant
at above 99%. This indicates that all contain, at a signifi-
cant rate, topological and structural information enough to
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Table 1 CAS registry number, structure of chemicals, and Log CRR experimental and obtained values in the QSAR study for the training group

Compound CAS Structure Log CRR.," Log CRR.’ Log CRR. (cv)°
[e]
N
01 57782-95-3 1.767 1.791 1.806
o
o)k/
02 1034449-20-1 1.803 1.797 1.795
oA
03 902779-66-2 1.954 1.946 1.941
OH
O\fo
04 1081-64-7 1.908 1.915 1.924
OH
OH
05 1490-04-6 : S : 1.724 1.739 1.748
[e]
06 16409-45-3 )k 1.588 1.577 1.570
(6]
07 1.607 1.586 1.577
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Table 1 continued

08

09

10

13

14

15

128-50-7

81991-72-2

259532-24-6

68310-60-1

128-51-8

259532-23-5

1686-14-2

o N

1.839

1.717

1.794

1.860

1.749

1.784

1.809

1.577

1.839

1.753

1.799

1.813

1.738

1.785

1.797

1.589

1.839

1.761

1.800

1.805

1.735

1.785

1.796

1.599
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Table 1 continued

(o) o

16 94134-25-5 @/ \f 1.724 1.731 1.732
(0} 0

17 1037399-56-6 @/ 1.754 1.743 1.742

18 1037399-58-8 mo 1.701 1.712 1.714

19 1037399-60-2 M 1.713 1.724 1.727
g

20 1037399-62-4 1.712 1.711 1.711

=y

(0]

2 Values obtained from ref. [26]; b From selected equation; ¢ From cross-validation study

quantify the property studied. In the selected equation, there
are topological descriptors evaluating the topological dock-
ing of each compound, 2C and *C., molecular branching,
PR2, and the distributions of the intramolecular charge
through the charge index JV; PR2 and *C, being the descrip-
tors that contribute more to the value of r2 (see column six
in Table3). Moreover, all the selected descriptors are only
slightly intercorrelated (r> < 0.56).

The selected model is able to explain more than 96% of
the variance of the property correlated (2 = 0.9672) with
a standard estimation error below 6% of the range of the
property (SEE=0.199).

The summary of the linear regression for the dependent
variable (LogCRR) applying the same statistical package
provides a suitable correlation coefficient with a short stan-
dard error and a large Fisher factor.

Table 1 and Fig. | show the prediction values obtained for
every compound of the group studied. Roughly 80% of the
compounds exhibited residuals below 1 SEE, and only the
compound n°11 shows a residual above +2 SEE.

The first validation test of the topological mathematical
model arranged was a cross-validation type of LOO and LSO
forn < 5.Table 1, column six, shows the predicted values for
each compound in the LOO test. The coefficient of determi-
nation obtained, Q2 = 0.9435, is similar to 2 in the training
set (2 = 0.9672), which stands for the statistical quality of
the selected equation.

In the cross-validation of the type LSO, we work with
values of n= 2, 3, 4, and 5, which implies the elimina-
tion of 90%, 85%, 80%, and 75% of the compounds in the
training set, respectively. The prediction coefficients were
of similar order to those obtained with the complete group
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Table 2 Descriptors used

Definition

Randié-like indices of order k and type
path (p), cluster (c), and path cluster

Kier-Hall indices of order k and type
path (p), cluster (c), and path cluster

Topological charge indices of order &

Valence topological charge indices of

Normalized topological charge indices

Normalized valence topological

Connectivity differences of order k
and type path (p), cluster (c), and

Connectivity quotients of order k and
type path (p), cluster (c¢), and path

Pairs of ramifications at distance k

in this study Symbol Name
k Xt
k=04
1 =p.c,pc (pe)
Ky
k=04
1 =p.c,pc (pe)
Gy
k=1-5
Gi
k=1-5 order k
Jk
k=1-5 of order k
I
k=1-5 charge indices of order k
kp,
k=04
t = p,c,pc path cluster (pc)
ke,
k=04
t = p,c,pc cluster (pc)
MW Molecular weight
R Ramification
PRk
k=0-3

(Q2_, =0.94348; 02_, = 0.94342, Q

“'ll 71/2
kXt =2 ( I1 31’)
J=1\i€eS;

8, number of bonds, o or 7, of the
atom i to non-hydrogen atoms

S, jth sub-structure of order k and
type t

k -1/2
ne

=3 ( Il 5,-”)
J=1 \J€S;

5}’, Kier-Hall valence of the atom i
S, jth sub-structure of order k and
type ¢
N-1 N
Gy = Z Z |M1/ 7M,',‘
i=1 j=i+l
) (k. D,-j) M = AQ, product of the
adjacency and inverse squared
distance matrices for the
hydrogen-depleted molecular graph
D, distance matrix
8, Kronecker delta
N-1 N
Gi=3 > |my-my
i=1 j=i+1
(k, D,-j) M = A?Q, product of the
electronegativity-modified adjacency
and inverse squared distance
matrices for the hydrogen-depleted
molecular graph
D, distance matrix
8, Kronecker delta

8

— Gk
Je= w4
Gy

L k
S =

kD, =k x X'

ke, =

Number of single structural branches
Number of pairs of single branches at
distance k in terms of bonds.

2

=4 = 0.94316, and

B, and so forth. Four out of the five subsets (A, B, C, and D),

02_s = 0.94316).

In a second stage, an internal validation was carried out by
dividing the training set into five subsets (A-E),containing
each 20% of the compounds analyzed: the first, sixth, elev-
enth, and sixteenth data points going into the subset A, the
second, seventh, twelfth, and seventh into the second subset

@ Springer

(A,B,C,andE), (A,B,D,andE), (A,C,D,and E), and (B, C,
D, and E) were used as the training set, whereas the remaining
ones were left as test set. The regression equation obtained
for each of the training sets containing the same descriptors
was used to predict the values of the corresponding test sets.

Table 4 shows the values of 2 and rgred for each training and
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Table 3 Statistical parameters of the four-variable equation in the 1 °
QSAR study for the training set
Coefficient SE t-stat.  p-level Contribution to r2 0.8 4
Intercept ~ 1.387 0.091 1527 0.0003 — 06
i —0.535 0.059 —8.92 0.0001 0.1744 “
2c 0.666 0.090 7.39 0.0001 0.1197 4
ac, 0112 0009 1261 0.0002 0.3478 044,
PR2 —0.076 0.005 —15.86 0.0001 0.5509 )
0.2+
N =20; 7 = 0.9672; SEE = 0.0199; 0 = 0.9435; F(4,15) = 110.6;
p < 0.0001 6]
0 8000 . T
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1.90 - Fig. 2 Graphic representation of the prediction coefficient, Q°, ver-
sus correlation coefficient, 72, obtained by randomization study (black
point: selected model)
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Fig. 1 Graphic representation of Log CRRex, versus Log CRRcaic
from the topological model selected

Table 4 Internal validation of QSAR model

Training set Test set r2 (training set) rpzred (test set)
A,B,C,Dand E - 0.9672 —
B,C,Dand E A 0.9830 0.8864
A,C,Dand E B 0.9692 0.9996
A,B,Dand E C 0.9548 0.9986
A,B,C,and E D 0.9724 0.9553
A,B,C,and D E 0.9619 0.9941
Average 0.9725 0.9403

test set analyzed. The variability of 7> and 2 4 is low for

each subset, and the average r? and rgred (r2 = 0.9725 and
réred‘ = 0.9403) is similar to that obtained with the selected
model.

In a third stage, a randomization study was applied to the
model to show that changes in the values of the property CRR
among different molecules give rise to worse significance
values as compared to the training system. Indeed, correla-
tion coefficients (r2 and Q2) lower than 0.5 were observed,

which makes obvious the conclusion of the non-randomness

Fig. 3 Chemical structures used in the virtual screening with Scifinder
Scholar

of the selected equation, Fig. 2 (black point with the real val-
ues of each compound).

The results from the validation analysis stand for the
robustness and stability of the regression model as well as
its performance in predicting CCR for similar compounds
(terpenoids).

As compared to the Wang etal.’s results [26], dealing with
the same group of compounds and properties, one can see that
those described here are better. For instance, for the four-
variable equation, Wang’s results are r%vang = 0.950 and
SEEwang = 0.0250 versus r?2 = 0.967 and SEE=0.0199
obtained by us. Moreover, the only descriptors used in our
models are topological indices, which are easy to calculate
and are not affected by any experimental error. In the Wang
model, parameters such as boiling point, dipole moment,
molecular surface area, and charge are present; these parame-
ters were experimentally measured and hence slower to deter-
mine and subject to experimental error.

Once validated the model for terpenic compounds, it was
applied to the search of new terpenic compounds poten-
tially showing mosquito repellent activity. Therefore, a vir-
tual screening into the Scifinder Scholar database was carried
out to find out new molecular candidates potentially active.
Figure 3 illustrates the scaffolds used in the screening pro-
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Table 5 Computational

erccning applied to trpenoid CAS ° Log CRRyeg.  CRRpea (%)  CASn° Log CRRyred.  CRRyyeq (%)

x:‘;‘::&"o;“;:gsge’r“fsi ;‘;;‘;:gs 18368917 1.960 913 127345-36-2 1777 50.9

base and using the model 111957-789  1.958 90.7 18410-94-1  1.767 58.5

selected by molecular topology 101666-14-2 1.942 87.4 22833-73-4 1.750 56.2
111957-81-4  1.912 81.7 66062780 1.748 56.0
127345-32-8  1.871 742 648894-38-6  1.731 53.8
2226-14-4 1.852 711 20833723 1.709 512
35836738 1.839 69.1 85302387 1.705 50.7
33885-517 1830 67.6 474102 1.697 49.8
7712-50-7 1.813 65.0 42370070 1.691 49.1
124434-99-7  1.805 63.8 588708-10-5  1.678 417
68754-15-4  1.805 63.8 52557978 1.598 39.7
33885528 1.785 61.0

CAS n° 18368-91-7

OH

CRR g =91.3%

CAS n°® 111957-78-9
HQO

CRR g =90.7%

HO

CAS: 111957-81-4

CRRpyeq=81.7%

CAS:101666-14-2

Q HO,
o
HO
o

CRR .4 =87.4%

HO

cess. The structural fragments in the substituents R' and R?
should only contain the atoms H, C, and O.

Table 5 depicts the predicted values for the CCR activity
in the selected compounds. Among them, stand four can-
didates with repellent activity above 80%, namely, CAS:
18368-91-7 with CRRpreq. = 91.3%; CAS: 111957-78-9
with CRRpreq = 90.7%; CAS: 101666-14-2 with CRRpred. =
87.4%; and CAS: 111957-81-4 with CRRpreq = 81.7%.
Furthermore, according to the literature sources consulted,
none of them has been yet described as mosquito repellent.
Compound CAS: 101666-14-2 is known to show antipyretic
activity [34] and could be a good candidate for experimental
testing.

@ Springer

These suggestive results need to be confirmed by experi-
mental tests. Should the test be positive, the model proposed
would be validated and serve as a useful tool for the search
of novel compounds with mosquito repellent activity.

Conclusions

Molecular topology has been successfully used to build up a
QSAR model for predicting the mosquito repellent activ-
ity of a group of terpenoids comprised of six-membered
ring compounds. All the molecular descriptors used in this
study were graph-theoretical ones. The mathematical model
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arranged here retains the main structural features involved in
the correlated property, (corrected repellent ratio, CRR), and
hence can be applied to the search of new active analogous
compounds by virtual screening throughout databases. A vir-
tual library of terpenoid derivatives was screened for seeking
and optimizing the repellent activity against Aedes albopic-
tus mosquitoes. The results demonstrate that new compounds
potentially exhibiting activity have been obtained. The exper-
imental results, whether positive, would strengthen the role
of molecular topology in the prediction of mosquito repellent
activity.
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