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RESUMEN

La necesidad de generar estrategias analiticas sensibles, simples y econdmicas para la
determinacion de nanoparticulas metalicas sintéticas, principalmente de oro y de plata,
motivo el desarrollo de esta tesis durante los uUltimos cinco afos. Particularmente, nos
enfocamos en el estudio de las interacciones que se establecen entre las nanoparticulas
metalicas y algunos sensores moleculares. Por ejemplo, en funcién de la distancia entre una
sonda fluorescente y una nanoparticula metdlica, es posible modular la emisién de
fluorescencia de la sonda y, en consecuencia, existe la posibilidad de desarrollar un método
analitico para la deteccidon y cuantificacidon de estas nanoparticulas.

Este trabajo de tesis se presenta de la siguiente manera:

En el capitulo |, se introducen los conceptos mas importantes para una mejor comprension
de los resultados. En primer lugar, se presenta la problematica de los nanomateriales como
contaminantes emergentes. Luego, se describe la naturaleza, las propiedades de los
nanomateriales focalizando en nanoparticulas metalicas, y las estrategias sintéticas mas
relevantes. Posteriormente, se presentan las metodologias que con mayor frecuencia se
emplean para su caracterizacidn, y las aplicaciones de los nanomateriales en diferentes areas.
Por ultimo, se describe como las nanoparticulas metdlicas se consideran analitos especiales y
los principales métodos para su deteccidn y cuantificacién.

En el capitulo Il, se efectia un analisis mas profundo de la problematica de los
nanomateriales en el medio ambiente y cdmo pueden ejercer toxicidad sobre diversos
organismos. Luego, se sientan las bases sobre las que se llevd a cabo esta tesis doctoral,

planteando la estrategia propuesta para la deteccidon y cuantificacién de nanoparticulas
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Resumen

metalicas empleando sensores moleculares y el estudio de un surfactante gémini para la
sintesis de nanoparticulas con propiedades diferentes y novedosas. Finalmente, se plantean
los objetivos de este trabajo de tesis y la organizacién de los resultados obtenidos.

En el capitulo Ill, se estudia el rol de un surfactante gémini aniénico en la sintesis de
nanoparticulas de plata. Se realiza la caracterizacidon de este nuevo nanomaterial evaluando
su estabilidad y la funcionalizacién utilizando didecamido cistina de sodio como ligando de las
nanoparticulas metalicas por diversas técnicas que incluyen, la espectroscopia fotoelectrénica
de rayos X, espectroscopia infrarroja y espectroscopia Raman intensificada por la superficie.

En el capitulo IV, se evaluan las propiedades cataliticas de las nanoparticulas estabilizadas
con el surfactante gémini anidnico utilizando una reaccion modelo que involucra la reduccion
de un compuesto organico y, ademds, mediante la formaciéon de nuevas particulas en
soluciones de crecimiento que contienen el surfactante.

En el capitulo V, se describe la interaccidon entre un compuesto azo con nanoparticulas de
plata de diferentes tamafios y ligandos mediante espectroscopia UV-visible; y se estudia la
influencia del tautomerismo azo-hidrazona que presenta este compuesto. A su vez, se evalla
como las nanoparticulas metalicas de oro y plata generan la desactivacién de la emision de
fluorescencia de sondas fluorescentes de la familia de las rodaminas.

En el capitulo VI, se propone un método espectrofluorimétrico basado en la desactivacion
de la fluorescencia de rodamina B y rodamina 6G como método analitico para la deteccion y
cuantificacién de nanoparticulas de oro y de plata. Se presentan los principales parametros
analiticos de validacidn y la aplicacion del método al andlisis de las nanoparticulas estudiadas
en muestras reales de agua de red domiciliaria y agua de rio.

En el capitulo VII, se presentan las conclusiones mds importantes del presente trabajo de
tesis, con relacion a los objetivos planteados inicialmente.

En los anexos A, By C, se describen algunos detalles para la estimacién de la concentracion
de nanoparticulas metalicas empleando un algoritmo denominado NANoPoLC, conceptos

basicos de fluorescencia y de validacidon de métodos analiticos, respectivamente.
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INTRODUCCION GENERAL

1.1 MARCO TEORICO

Las Nanociencias son el estudio de las propiedades y los fenédmenos de los materiales en
funcién de sus dimensiones. La Organizacion Internacional de Estandarizacion (International
Organization for Standardization - ISO) definié a los nanomateriales (NM) como aquellos que
miden al menos en una dimensién de 1 a 100 nm y que exhiben propiedades, funcionalidad y
fenédmenos notables que son consecuencia de su tamano [1,2]. Los nanomateriales han sido
sintetizados y empleados por los seres humanos por cientos de afios. El primer estudio cientifico
relacionado a los NM fue publicado en 1857 por Michael Faraday, donde reporto la sintesis de
una solucion coloidal de nanoparticulas de oro (AuNP) a las que llamé “oro activado” empleando
como agente reductor fésforo. En esta publicacidn, Faraday expresé: “el oro es reducido a
particulas extremadamente finas, que al difundir, producen un fluido rojo rubi... varias
preparaciones de oro, sean rojo rubi, verde, violeta, o azul... consisten en un estado metdlico
dividido o particionado de esa sustancia” [3]. Si bien, la existencia de nanomateriales se remonta
de épocas mds antiguas, recién con el advenimiento de tecnologias mdas avanzadas se ha
permitido identificar a ciertos materiales como materiales nanoestructurados. Por ejemplo, ahora
es conocido que el intenso color rojo rubi de algunos vitrales se debe a nanoparticulas de oro y
de plata atrapadas en la matriz del cristal [4]. Estos avances fueron posibles gracias al desarrollo

de técnicas avanzadas de andlisis que impulsaron la identificacién y caracterizaciéon de los
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nanomateriales, que incluyen las técnicas microscépicas como por ejemplo: el microscopio de
efecto tunel (STM), el microscopio electrénico de transmisién (TEM) o el microscopio de fuerza
atémica (AFM), entre otros [4,5].

De esta manera, el desarrollo tecnolégico fomentd la manipulacion, el control y la integracion
de atomos y moléculas para crear materiales, estructuras, componentes, dispositivos y sistemas
en la nanoescala con un objetivo industrial y comercial. Esto dio lugar a la nanotecnologia [1] y al
reciente incremento en la produccién y empleo de NM alrededor del mundo; lo que ha fomentado
a que esta época sea llamada “Nano Era” [3]. Este hecho nos lleva a preguntarnos épor qué la
produccion, el empleo y el estudio de los nanomateriales ha ganado tanta importancia en estos
ultimos afios? Si las dimensiones de los materiales se encuentran en la nanoescala, ¢ este pequeiio
tamafio hace la diferencia? Sorprendentemente, la respuesta a esta pregunta es un enfatico Sl.
Las modificaciones en las propiedades de los materiales en funcién de sus dimensiones
nanomeétricas son inmensas, y en muchos casos, las propiedades resultantes son superiores a las
de los materiales convencionales. Esto los convierte en excelentes candidatos para aplicaciones
biomédicas, electrdnicas, dpticas y cataliticas, entre otras [6,7].

En la actualidad, el desarrollo de nuevos NM vy su aplicacién ha favorecido la elaboracién de
una gran variedad de productos que los contienen. Un proyecto sobre nanotecnologia llamado
PEN (Project on Emerging Nanotechnologies [8]) realizé un inventario de productos disponibles
en el mercado que contienen nanomateriales. Por ejemplo, el 60% de las nanoparticulas metalicas
adicionadas a estos productos son de plata (figura 1.1A). A su vez, se evidencia un claro
crecimiento en la cantidad de productos que poseen nanoparticulas de plata, principalmente en
el area de salud y cuidado personal, entre 2006 y 2019 (figura 1.1B) [8]. De esta manera, el
incremento en la utilizacion de NM inevitablemente genera incrementos en la produccidn de sus
desechos al medioambiente, particularmente en ambientes acuaticos [9]. Sin embargo, debido a
gue aun no se conocen los potenciales efectos que podrian generar a la salud humana, animal o
al medio ambiente, a estos materiales se los clasifica como contaminantes emergentes [10].
Actualmente, las investigaciones cientificas se han concentrado en evaluar las propiedades
toxicolégicas de un gran espectro de NM buscando el posible riesgo que podrian tener sobre la
salud humana. No obstante, el potencial impacto de los NM en el medio ambiente todavia carece
de la suficiente atencion. El ambiente acuatico actia como sumidero de todos los contaminantes
desechados, y debido a que la cantidad de NM prevalece en los mismos, es sumamente

importante evaluar su riesgo potencial para la vida acuatica [9].
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Figura 1.1. Representacion de la cantidad de productos disponibles en el mercado
que poseen nanoparticulas metdlicas clasificados de acuerdo a su naturaleza (A) y
de la utilizacion de AgNP en diferentes dreas (B). Fuente: Ref. [8].

En general, el problema que existe en el estudio de los nanomateriales es su comportamiento
impredecible. En este contexto, la determinacién de NM en el medio ambiente es un factor crucial
y para ello es necesario el desarrollo de metodologias robustas para la caracterizaciéon y
cuantificacion de NM en matrices ambientales [11]. De esta manera, la interrelacion de las

nanociencias con otras areas cientificas, especialmente con la quimica analitica, favorecid el
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estudio de los NM y permitié el desarrollo de numerosas técnicas que permiten aislar, manipular,
caracterizar y cuantificar nanomateriales de diferente naturaleza [11].

La Quimica Analitica es un area de la ciencia que se enfoca principalmente en la deteccidn,
cuantificacion y determinacién de la composicidon y naturaleza de un analito mediante la
utilizacién de diversas moléculas simples y/o de instrumentos electronicos capaces de
transformar la informacidon quimica en una sefial de utilidad analitica [12]. Esta drea juega un rol
crucial en diversos campos de la ciencia y la sociedad, participando en el disefio de materiales y
protocolos sustentables de sintesis, desarrollo de productos farmacéuticos y el estudio de
sistemas bioldgicos complejos al proporcionar un abanico de técnicas que lo hacen posible [13].
En el caso de los NM, actualmente se disponen de distintas metodologias de fraccionamiento,
extraccion y separacion de los mismos, entre las que podemos mencionar la ultrafiltracion (UF),
la extraccion de punto nube (CPE) o la cromatografia de exclusién por tamafios (SEC). Finalmente,
la cuantificacion se realiza principalmente empleando técnicas épticas atdomicas, siendo algunas
de ellas la espectrometria de masas con plasma acoplado inductivamente (ICP-MS) o
espectrometria de absorcién atémica electrotérmica (ETAAS) [11]. Si bien el empleo de este
conjunto de metodologias permite la cuantificacion de NM en el orden de las partes por trillén
(ppt), se requiere de instrumentacién muy costosa, personal altamente capacitado, es necesaria
la digestion previa de la muestra y poseen una baja disponibilidad para el analisis de rutina. De
esta manera, se observa que la quimica analitica avocada a la deteccion y cuantificacion de NM
es un campo en vias de desarrollo y aln es necesario el disefio de estrategias que sean capaces
de responder a las demandas planteadas, motor de este trabajo de Tesis.

Alo largo de este capitulo se introduciran diferentes tipos de nanomateriales, especificamente
nanoparticulas metdlicas. También se mencionaran sus propiedades, sintesis, caracterizacion,
clasificacién y se describiran las metodologias mas empleadas para la deteccién y cuantificacién

de las mismas.

1.2 NANOMATERIALES

El término “nano” deriva de la palabra griega “enano”. Un nandmetro (nm) es simplemente la
billonésima parte de un metro (1 nm = 10° m). A fines comparativos, la relacién de tamafio entre
el planeta tierra y una pelota de futbol es aproximadamente la misma que entre una pelota de

futbol y una esfera compuesta por 60 atomos de carbono conocida como fulereno C-60 (figura
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1.2). La tierra mide aproximadamente 100 millones de veces mas que una pelota de futbol, de la
misma forma, una pelota de futbol mide aproximadamente 100 millones de veces mas que el

fulereno [14].

100 millones : 1

Figura 1.2. Esquematizacion de la comparacion de los tamafios del
planeta Tierra con una pelota de futbol, y de ésta con el fulereno C-60.

Este ejemplo nos brinda una perspectiva de lo que implica la manipulacion de materiales en la
nanoescala. De esta manera, es importante preguntarnos ¢como definiriamos la nanoescala? La
definicion mas aceptada de |la nanoescala corresponde al rango entre 1 y 100 nm [15]. En este
sentido, los materiales de dimensiones menores a una micra pero mayores a un nandmetro, al
menos en una dimensidn, se consideran materiales en la nanoescala [1]. Existen varios ejemplos
gue permiten visualizar esta escala y en la figura 1.3 se presentan algunos de ellos. Por ejemplo,
un cabello humano mide aproximadamente 100.000 nm (0,01 cm) de diametro mientras que un
glébulo rojo mide alrededor de 7.000 nm de didmetro. Incluso a esta escala se hallan organismos
tan pequefios como los virus mas comunes, como el virus del herpes o de la influenza (45 a 200
nm); y en la escala atémica, la longitud de enlace entre atomos de carbono se encuentra en el

orden de 0,12 - 0,15 nm.
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Figura 1.3. Representacion de la escala nanométrica. Los nanomateriales se encuentran entre 1-
100 nm; aproximadamente 10 millones de veces menos que una pelota de tenis.

Como ya se menciond, en esta escala se encuentran los nanomateriales, aquellos materiales
gue exhiben propiedades Unicas a consecuencia de su tamafio [1]. A lo largo de la historia, el
hombre ha empleado diferentes tipos de nanomateriales. Sus usos se remontan a la medicina
tradicional china y maya, y a las pinturas italianas medievales. Un ejemplo notable de esto es la
magnifica copa de Licurgo que data del siglo V. Cuando se ilumina desde afuera, la copa se observa
de color verde (figura 1.4A); mientras que, al ser iluminada desde adentro, la misma se torna rojo
carmesi, excepto por el rey, que se observa purpura (figura 1.4B). Este fendmeno fue explicado
recién en 1990 gracias al analisis de la copa en un microscopio electrénico de barrido (SEM). Se
descubrid que se apreciaba ese dicroismo espléndido debido a la presencia de nanoparticulas de
plata, oroy cobre embebidas en la matriz del cristal [1]. De esta manera, el avance de la tecnologia
ha permitido la caracterizacion de una amplia variedad de nanomateriales. En la figura 1.3 se
incluyen algunos ejemplos de diferentes tipos de nanomateriales, entre los que se encuentran las
nanoparticulas metalicas (MNP), quantum dots (QDs) o puntos cuanticos, materiales basados en
carbono como los nanotubos de carbono (CNTs), nanomateriales organicos como los dendrimeros

o liposomas, entre otros. Cada uno de estos materiales poseen formas, tamanos y propiedades
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unicas que las diferencian de sus analogos de mayor tamafio y que permiten su aplicaciéon en una

inmensa cantidad de areas.

Figura 1.4. Copa de Licurgo iluminada desde afuera (A), de color verde; y
desde adentro (B), de color rojo carmesi'y purpura.

1.2.1 TIPOS DE NANOMATERIALES

Los nanomateriales poseen diferentes formas, tamafios, estructuras y naturaleza. La mayoria

de ellos puede ser clasificado en funcion de su morfologia o de su composicién.

1.2.1.1 Clasificacion en funcidon de su composicion

De acuerdo a su composicién, podemos clasificar a los nanomateriales en 4 grandes grupos:
inorganicos, organicos, basados en carbono, organicos, y otros nanomateriales semiconductores
como los QDs. En esta seccidn se desarrollaran los aspectos mas relevantes de los nanomateriales

inorganicos.

Nanomateriales inorgdnicos

En esta categoria se encuentran aquellos NM formados por metales u 6xidos de metales. Se
han sintetizado nanoparticulas de diferentes metales: aluminio, cobre, cobalto, cadmio, plomo,
hierro, zinc, entre otras [16]. Sin embargo, las nanoparticulas de metales nobles, especificamente
de oro (Au) y plata (Ag), son de las MNP mas estudiadas.

Las nanoparticulas inorganicas poseen propiedades Unicas, como una gran area superficial,
densidad superficial de carga, pueden ser cilindricas o esféricas y de estructura cristalina o amorfa

[16]. Estos NM poseen multiples aplicaciones en el transporte de farmacos [17,18], catdlisis
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[19,20], como sensores 6pticos [21,22], en biorremediacidon [23], paneles solares [24], deteccidn
de biomoléculas [25], entre otros.

Por ejemplo, los NM de plata comenzaron a emplearse hace mdas de 100 afios, no obstante,
Lea fue el primero que publicé la sintesis de un coloide de plata estabilizado por citrato en 1889,
donde obtuvo particulas de 7-9 nm de diametro promedio [26,27]. En las uUltimas décadas, la
investigacion y desarrollo de nanomateriales de plata ha crecido considerablemente. Se ha
observado que las nanoparticulas de plata (AgNP) tienen una actividad antimicrobiana excelente
promovida por el contacto cercano entre el nicleo de plata y las paredes celulares bacterianas
gue desencadena la disrupcién de la membrana [11]. A su vez, AgNP de diferentes formas y
tamanos exhiben actividad antimicrobiana diferente. Las nanoparticulas mas pequenas son mas
eficientes para eliminar bacterias mas largas, probablemente debido a su gran area superficial, lo
qgue les permite adherirse a las membranas celulares e ingresar a la célula mas facilmente [27] y
también se observé efecto antibacteriano en particulas cilindricas y en nanoplatos triangulares
[28].

Las AgNP constan de un area superficial extensa que les permite ser excelentes candidatos
como catalizadores, principalmente debido a la gran cantidad de sitios reactivos que poseeny su
alta energia superficial. Estos nanomateriales han sido utilizados como catalizadores de varias
reacciones quimicas, por ejemplo, en la oxidacidon del benceno [29], la reduccién de algunos
colorantes [30] o de 4-nitrofenol [31]. Una de sus mayores ventajas es la posibilidad de modificar
las propiedades de la nanoparticula al cambiar los grupos funcionales de la superficie o al emplear
materiales de soporte en su disefio, lo que permite conseguir catalizadores mas eficientes y
duraderos [27].

Por otra parte, las AgNP se han utilizado ampliamente en la espectroscopia de dispersion
Raman incrementada por la superficie (Surface Enhance Raman Scattering — SERS). Esta
metodologia esta basada en la amplificacion de los espectros vibracionales de moléculas cercanas
a superficies metalicas nanoestructuradas. Algunas AgNP son capaces de generar incrementos de
las sefiales observadas en el orden de 10'-10%°, lo que permitiria la deteccién de cantidades muy
pequeiias de la molécula de interés [27]. Estas propiedades dpticas permiten emplear las AgNP
como sensores para la deteccidn de diversos compuestos [32—34]. Debido a sus aplicaciones, el
estudio de las AgNP ha desarrollado un crecimiento mas rapido y amplio en comparacién con

otros nanomateriales [11].
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Por otra parte, en las Ultimas décadas, las nanoparticulas de oro (AuNP) también se han
convertido en el objeto de estudio en una amplia gama de investigaciones. Estas nanoparticulas
metalicas se han considerado tan atractivas para una inmensa variedad de aplicaciones debido a
tres razones principales [35-37]:

v su elevada estabilidad quimica y fisica, lo que involucra la biocompatibilidad intrinseca
de las AuNP,

v funcionalizacidn de la superficie muy simple con moléculas organicas o bioldgicas, y

v electrones de conduccidon superficiales polarizables que le brindan mdltiples
propiedades Opticas.

Es por ello que ha crecido el interés del drea biomédica en estas nanoparticulas con el objetivo
de ser utilizadas como sensores [38], en imagenes celulares [39], transporte de farmacos [40,41]
y terapias contra el cancer [42]. En este ultimo campo, se han empleado AuNP en terapias
fototérmicas que se basan en generar calor para dafiar o destruir las células y el tejido
cancerigeno [43]. Las ventajas de emplear AuNP incluyen la posibilidad de limitar la terapia al drea
donde se encuentran las nanoparticulas y de alcanzar temperaturas de cientos de grados sobre
la temperatura fisioldgica del organismo en una escala de tiempo relativamente corto [43]. De
esta manera, las terapias fototérmicas son selectivas para tejidos tumorales protegiendo al tejido
sano y reduciendo los efectos negativos de las terapias tradicionales [44]. El primer ejemplo del
uso de AuNP en terapia fototérmica del cédncer fue publicado en 2003 por West y sus
colaboradores [44]. La investigacidn consistié en emplear nanoparticulas conformadas por un
corazon (core) de silica de 110 nm rodeado de una corteza (shell) de AuNP de 10 nm vy
funcionalizadas con un polimero biocompatible (polietilenglicol, PEG) encargado de minimizar la
agregacion de las MNP e incrementar su vida media y la circulacidon en sangre. Al ser inyectadas
en el tumor e irradiadas a 820 nm (radiacion NIR), se alcanzé una temperatura promedio de 37,4°
C en el sitio del tumor comparada a los 9° C que se alcanzaban empleando Unicamente el laser,
generando daiio en el tejido tumoral, coagulacidn y contraccién celular [44]. A partir de esto, se
han desarrollado AuNP de diferentes tamafiios y formas con el objetivo de ser aplicadas en terapia
fototérmica y en diferentes estrategias para combatir el cancer [42,45-48].

Por otra parte, las AUNP también se han empleado en catalisis [20,49], electrénica [50,51] y
Optica no lineal [52-54]. En el caso de la catdlisis, las AuNPs de tamafos menores a 10 nm han
resultado tener actividad catalitica eficiente para varias reacciones quimicas; principalmente,

gracias a su tamafio nanométrico. El oro masivo suele ser quimicamente inerte y posee una baja
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qguimisorcion en la superficie. Sin embargo, la gran fraccién de atomos superficiales y la
extremadamente alta relacidn area superficial/volumen de las AuNP les otorgan la capacidad de
ser catalizadores muy eficientes que proveen mayores rendimientos, son selectivos y efectivos
incluso a menores temperaturas [55]. En la actualidad, los catalizadores basados en AuNP han
adquirido gran interés debido a la posibilidad de ser aplicados en diversas reacciones quimicas de
importancia industrial y ambiental, sumado al bajo costo comparado a la utilizaciéon de Pt o Pd

[55].

1.2.1.2 Clasificacion en funcidon de su morfologia

Ademas del tamano, la forma de los nanomateriales es un factor que gobierna las propiedades
del mismo. Tanto la relacidn de aspecto, como la porosidad y la rugosidad de la superficie cambian
la relacién superficie-volumen y, por lo tanto, otras propiedades del material. La morfologia de
los nanomateriales permite su clasificacién en base a su dimensionalidad, estructura o relaciéon
de aspecto. En la figura 1.5 se esquematizan ejemplos de nanomateriales de diferente morfologia
y su clasificacion.

Los nanomateriales cero dimensionales (0-D) incluyen aquellos materiales en donde todas sus
dimensiones (x, y, z) se encuentran entre 1y 100 nm. La mayoria de estos materiales son esféricos,
sin embargo, aquellos que son cubicos o poligonales de dimensiones nanométricas también se
encuentran en esta clase. Algunos ejemplos de nanomateriales de este tipo son las nanoparticulas
de oro y plata, quantum dots y core-shell quantum dots, esferas huecas, fulerenos, entre otros
[56,57].

Los nanomateriales uni-dimensionales (1 — D) son aquellos que poseen al menos dos de sus
dimensiones (x, y) en la escala nanométrica y la tercera dimensién se encuentra fuera de la
nanoescala (> 100 nm). Ejemplos de materiales 1 — D son nanoalambres, nanocilindros (de
dimensiones mayores a 100 nm) y nanotubos de metales u éxidos de metales, fibras, filamentos,
entre otros [56].

Los nanomateriales bi-dimensionales (2 — D) son aquellos con una dimensién en la nanoescala,
y con dos de sus dimensiones no confinadas a la nanoescala. Los nanomateriales 2 — D exhiben
formas similares a ldminas. Los materiales mas comunes en esta clase son las denominadas
nanoldminas, nanoparedes, nanofilms, algunas fibras, nanocapas, etc. El grafeno es un material

muy estudiado perteneciente a esta clase; que corresponde a una ldmina de grafito formado por

10
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un sistema conjugado de carbonos sp? organizados en una estructura similar a la de un panal de
abejas [56].

Finalmente, los nanomateriales tri-dimensionales (3 -D) son estructuras donde todas sus
dimensiones se encuentras fuera de la nanoescala (> 100 nm). Sin embargo, estos materiales
poseen una estructura nanocristalina o estdn formados por materiales que estan a nanoescala.
Pueden estar compuestos por multiples arreglos de nanocristales, la mayoria en diferentes
orientaciones. Estos materiales incluyen aquellos formados por bloques individuales, por ejemplo
fulerenitas, esqueletos de fibras o de nanotubos, particulas en una matriz, “nanobrotes”
(nanobuds) que son combinaciones de nanotubos de carbono y fulerenos unidos covalentemente,

entre otros [56].

Nanoparticulas
metalicas

Nanohilos Nanoestructura de AgNP

Quantum dots Nanocilindros Laminas de grafeno Electrodo de Grafeno 3D

Y/

0-D 1-D ’z-o 3-D

Figura 1.5. Ejemplos de nanomateriales de diferente dimensionalidad.

1.2.2 PROPIEDADES DE LOS NANOMATERIALES

A medida que reducimos el tamafio de un material hasta la nanoescala, sus propiedades
cambian abruptamente, y algunas de ellas son excepcionales. Por ejemplo, en |la década de 1970,
investigadores japoneses descubrieron que metales como cobre o plata que originalmente
poseen conductividad eléctrica y térmica, al ser reducidos a la nanoescala, pierden su naturaleza
original y se convierten en materiales no conductivos y no térmicos [58]. Sin embargo, aunque las

dimensiones del material se encuentren en la escala nanométrica, si estos no presentan

11
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propiedades Unicas que los diferencian del material masivo, entonces no se consideran
nanomateriales [58].

A continuacidn, se describiran las propiedades dpticas de los nanomateriales.

1.2.2.1 Propiedades Opticas

Las propiedades dpticas de los nanomateriales dependen de diversos pardmetros, entre los
gue se encuentran el tamano, la forma, las caracteristicas superficiales y otras variables que
incluyen el dopaje y la interaccion con el ambiente que lo rodea o con otras nanoestructuras. Un
ejemplo de esto es el corrimiento al azul del espectro de absorbancia y fotoluminiscencia de
nanoparticulas semiconductoras con la disminucién del tamafio de la particula [59]. En la figura
1.6 se observa una representacioén de la variacion de los espectros de emisién de fluorescencia de
nanoparticulas de CdTe o QDs en funcién del tamaino del nanomaterial. Para semiconductores, el

tamafio es un pardmetro critico que afecta las propiedades épticas.

e 3 F 0§ 3

Quantum dots Iz nm :[z 5nm ( ]:3 nm 5 er[ ]:
Emisién dependiente
del tamafio

Fluorescencia

—

450 500 550 600 650
Longitud de onda (nm)

Figura 1.6. Representacion de espectros de emision de fluorescencia de QDs en funcidn
de su tamafio. Se observa como la disminucidn en el tamano del nanomaterial genera un
corrimiento al azul de la emision de fluorescencia. Imagen adaptada de Ref [60].

Las nanoparticulas de metales de transicion, como Au, Ag y Cu; exhiben una banda de extincion
intensa en la regidn visible, que es un producto del pequefio tamano de las particulas. Cuando

estas nanoparticulas interaccionan con la luz se produce una oscilacién coherente de los
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electrones superficiales inducido por el campo magnético incidente. Los modos de oscilacién
comprenden un campo electromagnético acoplado a las oscilaciones de los electrones
superficiales, denominados plasmones de superficie. Cuando las dimensiones del material se
reducen, los efectos de contorno y de superficie toman una gran importancia, y por esta razon las
propiedades dpticas de pequefias nanoparticulas metdlicas estan dominadas por la oscilaciéon
colectiva de electrones superficiales. Se observa una banda de absorcion cuando la frecuencia del
fotén incidente es resonante con la oscilacion colectiva de electrones y esto se conoce como
Resonancia de Plasmones Superficiales (SPR). Este efecto se esquematiza en la figura 1.7. Para
algunos metales, por ejemplo Pb, In, Hg, Sny Cd, las frecuencias del plasmdn se encuentran en la

region UV del espectro y las nanoparticulas no exhiben efectos intensos de color [61].

B A

Absorbancia

A A
400 500 600 700
Longitud de onda (nm)

Figura 1.7. llustracion esquemdtica de la resonancia de plasmones superficiales de una nanoparticula
metdlica esférica (A) y del espectro de absorcion de la banda SPR (B) en AuNP esféricas.

La banda de extincidn del plasmdn observada en los espectros de absorcién de las dispersiones
coloidales de MNP se origina por la suma de los fotones absorbidos y dispersados, en una
proporcidn que depende en gran medida del tamafio de la particula [62]. Por ejemplo, para AuNP,
si el diametro d « A; donde A es la longitud de onda de la radiacién electromagnética incidente;
la absorcidn prevalece por sobre la dispersion. Sin embargo, la dispersion y la absorcién escalan
con la 62 y 32 potencia del diametro de una particula, respectivamente. Por lo tanto, los efectos
se hacen comparables para AuNP de 50 nm v la dispersion prevalece a mayores didmetros [63].

La frecuencia de resonancia de SPR depende fuertemente del tamano, de la forma, de la
interaccion entre particulas, de las propiedades dieléctricas y del ambiente local de la

nanoparticula [61].
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Factores que influyen en la resonancia de los plasmones superficiales

El tamafo de las nanoparticulas metdlicas influye en la resonancia de plasmones superficiales
observada cuando las mismas interaccionan con luz. Los efectos generados por el tamafio de las
MNP pueden dividirse en dos categorias: efectos extrinsecos e intrinsecos. El efecto extrinseco
corresponde a un efecto de retardo debido a la excitacion de modos multipolares multiples al
incrementar el tamafo de la nanoparticula en relacién a la longitud de onda electromagnética.
Este efecto es un fendmeno electromagnético que se manifiesta en el espectro de absorcidn con
un ensanchamiento o un desplazamiento al rojo de la banda SPR al incrementar el tamafio de la
MNP [63]. El efecto extrinseco predomina en MNP mayores a 60 nm y en el caso de las AuNP,
permite variar la longitud de onda de la SPR al incrementar el tamano de las MNP [62].

Los efectos intrinsecos se deben a modificaciones de las constantes épticas del metal cuando
el mismo posee tamafios menores a 30 nm [62]. Las constantes dpticas cambian debido a las
contribuciones adicionales de la relajacidn de electrones libres cuando el tamafio de la particula
se reduce. Especificamente, la dispersion de los electrones libres en la superficie de la particula
ya no es despreciable cuando el camino libre medio (distancia promedio que viaja el electrén
antes de ser dispersado) de los electrones de conduccién se hace comparable al tamafio de la
nanoparticula [62]. En el espectro de absorcién, el efecto intrinseco incrementa el decaimiento
del SPRy, en consecuencia, disminuye la intensidad de banda SPR al disminuir el tamafiio de la
MNP. En el caso de las AuNP, es posible lograr una disminucién casi completa de la banda del
plasmén cuando estas particulas poseen tamafios menores a 2 nm [63]. Los efectos mencionados

se ejemplifican en la figura 1.8.
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Figura 1.8. Efectos del tamaiio de la MNP en la banda SPR. Los efectos extrinsecos generan un
corrimiento al rojo y ensanchamiento de la banda SPR, principalmente, en MNP de tamafios mayores a
60 nm (A); mientras que en MNP con tamafios menores a 25 nm se observa una disminucion de la
banda SPR consecuente a la disminucion del tamafio de MNP (B). Imagen adaptada de Ref. [62,64].

El ancho, la posicién y el nUmero de bandas de SPR también estd influenciado por la forma de
las MNP. Las nuevas bandas de SPR que se observan en el espectro de absorcion de los
nanocilindros tienen la particularidad de aparecer a niveles energéticos menores comparados con
la de las esferas [62]. Por ejemplo, AuNP esféricas de tamaiios entre 2-50 nm presentan una
banda SPR centrada en 520 nm aproximadamente; a diferencia de los nanocilindros de oro (AuNR)
gue presentan dos bandas de SPR. La primera banda corresponde a la oscilacion de electrones
transversales, mientras que la segunda banda corresponde a la oscilacion de electrones
longitudinales [62]; como se observa en la figura 1.9.

La relacién de aspecto (RA) entre la longitud y ancho de los nanocilindros también influye en
la longitud de onda a la que se observa la banda longitudinal de SPR. Si la RA aumenta se observa
un corrimiento batocrémico o hacia el rojo de la banda longitudinal, la cual puede pasar del
espectro visible al rango del infrarrojo cercano (NIR) [62]. Esto se ilustra en la figura 1.10, donde
se evidencia el desplazamiento de la banda longitudinal con el incremento en la RA de los
nanocilindros (figura 1.10B), la variacién de colores de la solucién de AuNR (figura 1.10A) y la
variacién en la morfologia de las particulas visualizadas por TEM (figura 1.10C). Al disminuir la

simetria de las nanoestructuras, se observan nuevos modos de resonancia [63].
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Figura 1.9. Representacion esquemdtica de la oscilacion de electrones superficiales transversales y
longitudinales (A) y espectro de absorbancia de AuNR con las respectivas bandas SPR (B).
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Figura 1.10. Efectos del incremento de la relacion de aspecto de AuNR en el color de la solucion (A), el
desplazamiento de la banda longitudinal SPR en el espectro de absorcion UV-visible (B) y la morfologia
de las particulas (C) observada mediante microscopia TEM. Ref [65].

El ambiente fisico-quimico en el que se encuentran las nanoparticulas también influye en la

SPR de diferentes maneras. El principal mecanismo involucrado corresponde al damping

(amortiguacién) de la interfaz quimica (CID). Este mecanismo consiste en la transferencia directa

de energia en forma de electrones “calientes” interfaciales desde un metal a una molécula o
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material encontrado en la superficie metdlica [66]. El proceso se aplica a la quimisorcién, como,
por ejemplo, de moléculas unidas a la superficie de las nanoparticulas por enlaces tiol; y a la
fisisorcion, como en el caso de nanoparticulas estabilizadas por citrato. El CID genera un
ensanchamiento y un desplazamiento al rojo de la banda SPR cuando un adsorbato se encuentra
unido a la superficie de la nanoparticula [63]. Este efecto se debe a las nuevas vias de relajacion
gue ofrece la presencia del adsorbato para los electrones y fonones excitados del metal. Al unirse
distintos adsorbatos que poseen diferentes energias en el orbital molecular no ocupado de mas
baja energia (LUMO) y localizaciones diferentes, se generan varios acoplamientos con la banda
de conduccidn del metal y originan distintos ensanchamientos de la banda SPR [62].

Por otra parte, las propiedades dieléctricas del medio que rodea la nanoparticula es otro factor
a tener en cuenta. El efecto de la funcion dieléctrica local se basa en el incremento de la
polarizabilidad de la particula y de un desplazamiento al rojo de la banda SPR en los medios que
tengan mayor funcidn dieléctrica [67]. Este comportamiento se debe a las cargas inducidas en un
medio polarizable cercano a la superficie de la nanoparticula. Estas cargas producen una “fuerza
restauradora” sobre los electrones oscilantes que afecta la frecuencia e intensidad de la
resonancia del plasmoén. A mayores funciones dieléctricas, existe una mayor polarizabilidad del
medio y se genera una fuerza restauradora mayor que causa que la frecuencia del plasmén se
desplace a energias menores [67,68]. Por ejemplo, en AuNP dispersadas en una matriz
homogénea y transparente (solucidn liquida o matriz polimérica) el incremento en el indice de
refraccion del medio genera un incremento en la intensidad, corrimiento al rojo e incremento del
ancho maximo a media altura (FWHM) [63].

Ademas, el plasmén de distintas nanoparticulas pueden influenciarse de forma reciproca entre
ellas en funcion de la distancia entre particulas, la geometria y la polarizacion relativa de los
fotones [63]. En general, agregados de esferas poseen un nuevo SPR debido a que cuando
disminuye la separacion de las nanoparticulas, los plasmones de particulas individuales
comienzan a interaccionar y se hibridan con los plasmones de otras particulas [63,69]. En el caso
de dimeros, la hibridacion del plasmdn produce un desplazamiento al rojo de la SPR, efecto que
disminuye casi exponencialmente con el aumento en la distancia entre particulas y que es
independiente del tamaifio de la nanoparticula, de su forma, naturaleza y de la constante

dieléctrica del medio [70]. Este efecto se esquematiza en la figura 1.11.
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Figura 1.11. Efecto de la distancia entre particulas en el espectro de absorcion
de AuNP, donde se visualiza el desplazamiento al rojo de la banda SPR. Ref [71].

1.2.3 SINTESIS DE NANOMATERIALES

Los nanomateriales pueden sintetizarse mediante dos procesos generales: top-down (de arriba
hacia abajo) o bottom-up (de abajo hacia arriba). En la figura 1.12 se esquematizan ambos
procesos.

Los métodos de sintesis top-down comienzan con el material masivo (arriba) que
subsecuentemente se reduce generando nanoparticulas (abajo) por medio de procesos fisicos,
guimicos o mecanicos. Mientras que los métodos de sintesis bottom-up comienzan con moléculas
o atomos (abajo) y estos reaccionan en ciertas condiciones quimicas o fisicas para formar

nanomateriales (arriba) [1].

Material masivo Polvo Nanomateriales Clusters Atomos

Métodos Top — Down - Métodos Bottom — Up

Figura 1.12. Métodos de sintesis de nanomateriales.

Dentro de estos, los métodos bottom-up son los que con mayor frecuencia se emplean en la

sintesis de MNP. Estos incluyen métodos que involucran reduccién quimica, métodos
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fotoquimicos, métodos electroquimicos, métodos que emplean plantillas (micelas o
surfactantes), entre otros [1].
A continuacidén, se desarrollardn algunos aspectos importantes de las sintesis por reduccién

guimica y sobre el empleo de surfactantes en la sintesis de MNP.

1.2.3.1 Reduccién Quimica

La reduccion quimica es un método de sintesis que consiste en la reduccion del cation metalico
a un estado de oxidacion cero generando agregados que posteriormente formaran la
nanoparticula deseada.

Debido a que las nanoparticulas son pequeiias y no son termodinamicamente estables, la
estabilidad se logra con la adicion de agentes estabilizantes, como ligandos orgdnicos o
inorganicos, o colocandolas en un medio inerte, como una matriz inorgdnica o polimérica. A su
vez, las dispersiones de MNP son estables si la interaccion entre el solvente y el ligando es
favorable, ya que éste provee una barrera energética que contrarresta las atracciones de van der
Waals y magnéticas (materiales magnéticos) entre nanoparticulas [7]. El crecimiento de estos
agregados puede ser controlado mediante el empleo de agentes estabilizantes adecuados.

Por otra parte, la factibilidad en este tipo de metodologia depende de la termodindmica que
gobierna el proceso, es decir, de los potenciales electroquimicos de las hemi-reacciones
correspondientes (potenciales de reduccion estdndar). La suma de los potenciales de reduccion
de las reacciones deberia ser positivo (AE® > 0) para que el proceso este favorecido
termodindmicamente; lo que implica que éste posea energia libre neta negativa (AG® < 0). En el
caso de la plata, por ejemplo, el potencial electropositivo relativamente alto de la reaccién de
reduccion en agua (esquema 1.1), permite la utilizacion de varios agentes reductores, como en el
caso de citrato de sodio (E° = -0,180 V), borohidruro de sodio (E° = -0,481 V), hidracina (E° =
-0,230 V) e hidroquinona (E° = -0,699 V) [72].

e” + Agt — Ag° E°= +0,799V Esquema 1.1

A su vez, algunas moléculas o iones pueden actuar como agente reductor en la sintesis y como
agente estabilizante conjuntamente. Este es el caso del anidn citrato, aminas, alcoholes, tioles,
entre otros. El mejor ejemplo de ello es la reduccién y consecuente estabilizacion que realiza el
citrato de sodio en la sintesis de AuNP. A continuacion se discutirdn los aspectos mas relevantes

de algunas de las estrategias de sintesis empleada en este trabajo de tesis doctoral.
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Reduccion por el anion citrato

En 1951, Turkevich fue el primero que empled citrato de sodio para reducir AuCl; sintetizando
nanoparticulas de oro en solucion acuosa y a temperaturas altas [73]. Desde ese momento, esta
metodologia, conocida como método de Turkevich, se ha extendido a la sintesis de nanoparticulas
a partir de otros metales, como la plata por ejemplo [74-76].

Se hainvestigado ampliamente que el anidn citrato actia como agente reductor sobre el cation
metalico y como estabilizante de la nanoparticula resultante [73]. En general, para controlar el
tamario y la forma de las MNP es necesario comprender los mecanismos y los procesos cinéticos
de reduccidn del precursor y el crecimiento de la particula. Existen varios estudios que abordan
el mecanismo de crecimiento por reduccién del anién citrato [77-79]. Por ejemplo, se observé
que para AgNP obtenidas por reduccién con radidlisis de pulso, el anién citrato actla
complejandose con dimeros de Ag¥ y modulando el crecimiento de las particulas. En este caso,
una vez que se producen las primeras semillas formadas por la reducciéon de Ag* mediado por
citrato, el anidn restante puede complejarse con la superficie metdlica disminuyendo la cantidad
total de citrato disponible para reducir mas Ag* en la solucién. Asi, se forman pocas semillas
nuevas y las particulas iniciales comienzan a crecer por coalescencia o maduracién de Ostwald,
en donde las particulas mas grandes crecen a expensas de las mas pequefias [78]. En el caso de
AuNP, un estudio del mecanismo de crecimiento fue desarrollado por Polte et al. [77]. Este
mecanismo incluye 4 etapas en la formacién de la nanoparticula:

i) Nucleacién répida (60 segundos) para formar particulas de 2 nm aproximadamente.

ii) Crecimiento por coalescencia o maduracién de Ostwald (20 minutos). Proceso de reduccién
lento.

iii) Crecimiento por difusién de las particulas por medio de la reduccidn del precursor metalico
sumado a la continua coalescencia (25-50 minutos). Usualmente, el crecimiento controlado por
la difusidn ocurre en pocos segundos. Sin embargo, la causa de que en estos casos se observen
tiempos mds largos se debe a la constante reduccién de Au3* que ocurre en la solucién, siendo
la concentracién de precursor metdlico el factor limitante de este proceso.

iv) Crecimiento final con el consumo de las especies de precursor remanente atribuida a la
reduccion autocatalitica en la superficie de las nanoparticulas ya sintetizadas (50-70 minutos).

En la figura 1.13 se observa una representacion de estos procesos.
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Figura 1.13. Representacion del crecimiento de nanoparticulas metdlicas mediadas por citrato.

Recientemente, Al Gharib et al. dedujeron el mecanismo de oxidacién del anién citrato, la
reduccion de los iones plata y la nucleacidn de las nanoparticulas por el método de Turkevich,
mediante los rendimientos obtenidos por radidlisis gamma y de pulso para dicarboxiacetona, H,,
CO, y la reduccidn de iones plata [80]. Observaron que el agente reductor fuerte no es el anidn
citrato (Cit), sino un radical oxidado Cit(—H)*. Durante la sintesis de Turkevich, el radical
Cit(—H)" se libera a la solucién proveniente de la oxidacion del citrato por Ag* adsorbidos en las
paredes del recipiente de reaccidn, o directamente por iones Au3* presentes en la solucién.
Luego, el reductor fuerte Cit(—H)* es capaz de sobrepasar la barrera termodinamica de gran
potencial negativo de reduccién de iones libres monovalentes que es necesaria para iniciar la

nucleacion y el crecimiento de pequefias particulas [80].

Reduccion por borohidruro de sodio

La reduccién por NaBHa involucra la hidrdlisis del borohidruro acompafiada por la formacion
de hidrégeno (esquema 1.2). Se han sintetizado nanoparticulas de diferente naturaleza

empleando esta metodologia, como AgNP, AuNP, PtNP, entre otras [81].

M™* + nBH; - M° + nB(HO); + n 3,5H, Esquema 1.2
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Polte et al. propusieron un mecanismo de formacién de las MNP que consiste en una primera
etapa donde se produce la reduccion de los precursores metdlicos (<200 ms) con la formacién de
dimeros, trimeros y clusters de diferentes tamafios. En una segunda etapa se produce la
coalescencia de las particulas mds pequefas para formar otras mds grandes. En el caso de las
AuNP, la falta de un agente estabilizante hace que estas nanoparticulas crezcan continuamente
incluso luego de 24 horas del inicio de la sintesis (figura 1.14) [82,83]. Para las AuNP, luego de la
coalescencia, el crecimiento llega a un estado metaestable, donde las nanoparticulas alcanzan un
tamafio constante por aproximadamente 5-10 minutos, relacionada a la hidrdlisis del BH, a
B(HO)j. En un momento determinado de la reaccién (cuando casi todo el BH} se ha hidrolizado),
la estabilidad coloidal de las particulas disminuye iniciando una segunda y ultima coalescencia,
siendo esta la Ultima etapa de la sintesis y donde las nanoparticulas alcanzan su tamafio promedio

final (figura 1.15) [83].

1. Reduccion y nucleacién 2. Coalescencia de las semillas
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Figura 1.14. Esquema representativo de la formacidon de nanoparticulas de oro. Ref. [82].
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Figura 1.15. /lustracion del mecanismo de crecimiento de AgNP sintetizadas usando
NaBH, propuesto por Polte et al. Imagen adaptada de Ref. [3,13].
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En resumen, usando un agente reductor fuerte, como NaBH4 (E° =—0,481V, [84]), se produce
una reduccién mas rapida de Ag™ que el proceso de crecimiento. El mecanismo esta gobernado

por la coalescencia, relacionada a la estabilizacidn electrostdtica de las nanoparticulas.

Reduccion por dcido gdlico

El dcido galico es un compuesto polifendlico abundante en una gran variedad de plantas, entre
las que se encuentran la espinaca, la uva, el té verde, etc. [85] Su actividad biolégica incluye
propiedades como antioxidante [86], antiinflamatorio [87], antibacterial [88], entre otros.

El acido galico también puede ser empleado para la reduccidn de metales en agua y a

temperatura ambiente, ya que posee un potencial de oxidacién de 0,5 V (figura 1.16).

— + 2e + 2H* ES, =0,500V

OH

Figura 1.16. Oxidacion del dcido gdlico a la forma hidroquinona. Ref. [89]

Se observo que para AgNP, ademas de los valores de potencial redox, la presencia de grupos
hidroxilos en el acido benzoico, organizados en una posicién determinada, juega un rol
importante en la sintesis de MNP. Por ejemplo, no fue exitosa la generacidon de nanoparticulas
cuando se emplearon derivados de acido benzoico sustituido con grupos hidroxilos en las
posiciones meta, pero si se obtuvieron nanoparticulas cuando éstos se localizaban en las
posiciones orto y para. En este caso, los hidroxilos son la parte reactiva (figura 1.16) y el grupo
carboxilo actua como la parte estabilizante (figura 1.17). La idea de tener grupos hidroxilos en
esas posiciones puede explicarse por la formacion de una red de moléculas de estabilizante
alrededor de la nanoparticula mediante interacciones de puente hidrégeno entre las moléculas
superficiales (figura 1.17), que incrementa la estabilidad coloidal (potencial zeta; € = -45 mV). A
su vez, es necesaria la adicion de NaHO para obtener coloides de Ag. De esta forma, las especies
reactivas de plata puede ser Ag,O que es considerado buen precursor de AgNP por

descomposicion térmica [90].
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Figura 1.17. /lustracion de la AgNP estabilizadas con dcido gdlico. Ref. [90]

1.2.3.2 Efecto de surfactantes en la sintesis de nanoparticulas metalicas

Los surfactantes son moléculas anfipaticas que poseen una cabeza polar hidrofilica y una
cadena o cola apolar hidrofébica. El grupo que conforma la cabeza del surfactante puede estar
cargado o ser polar debido a la inclusion de atomos de oxigeno o similares; mientras que la cola
generalmente estd formada por cadenas hidrocarbonadas. Esto permite que existan una gran
cantidad de surfactantes de diferente clase (figura 1.18). Los surfactantes mas comunes son los
surfactantes anidnicos, donde la cabeza esta conformada por un grupo aniénico como el sulfato,
fosfato o carboxilato; los surfactantes catiénicos formados por un catién como el amonio
cuaternario o el piridinio; y los surfactantes no idénicos, donde la cabeza hidrofilica no se encuentra
cargada, pero posee una determinada polaridad brindada por la inclusidn de atomos de oxigeno

o similares [91].
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Figura 1.18. Ejemplos de estructuras quimicas de las clases de surfactantes mds importantes.

Los surfactantes mas empleados en biologia son los surfactantes zwitteridnicos neutros, que
poseen dos especies de carga opuesta en la cabeza polar. Existen otros surfactantes con
estructuras mas inusuales que han exhibido ciertas propiedades que resultaron ventajosas. Entre
ellos se incluyen los surfactantes con forma de bola, que poseen dos cabezas polares unidas por
una cadena hidrocarbonada, y los surfactantes gémini (SG), que son dos moléculas de surfactante
unidas mediante un espaciador [91].

Los surfactantes han demostrado ser capaces de dirigir las sintesis de los nanomateriales hacia
la formacién de nanoparticulas de diferente morfologia, fendmeno asociado a la adsorcién de
moléculas de surfactante en diferentes planos cristalinos de las semillas formadas durante el
crecimiento de las particulas, controlando la forma de las mismas [92]. Se han empleado
diferentes tipos de surfactantes para controlar la morfologia de los nanomateriales. Por ejemplo,
se observd que empleando tosilato de cetiltrimetilamonio (CTAT) es posible sintetizar
nanocilindros de plata (AgNR) (figura 1.19A) [93]. El CTAT forma micelas cilindricas debido a que
el gran volumen de la cabeza polar experimenta impedimento estérico para acomodarse en
micelas esféricas, por lo que prefiere organizarse en micelas cilindricas. Este surfactante posee
mayor afinidad por el plano (100) de las semillas y permite el crecimiento diferencial por el plano

(111) para formar nanocilindros de Ag (figura 1.19B).
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Figura 1.19. (A) Estructura quimica del CTAT. (B) Adsorcion preferencial de CTAT al plano (100) del
nanocilindro de plata y crecimiento del mismo por reduccion de dtomos de Ag en el plano (111).
Ref. [93].

Empleando DFT (Teoria Funcional de Densidad) fue posible estudiar el rol de los iones haluro
y de plata en el crecimiento de nanocilindros de oro (AuNR) empleando bromuro de
cetiltrimetilamonio (CTAB) como surfactante [94]. Cuando se adicionan semillas de Au a una
solucién de crecimiento que contiene CTAB, Ag*t, Au3* y un agente reductor suave (ej.: cido
ascorbico), los cationes Ag* y aniones Br~ forman un complejo [Br — Ag — Br |~ que puede
interaccionar con los cationes CTA*, formando CTAB — AgBr. El plano (100) posee una
estructura geométrica (figura 1.20A) que permite la adsorcion preferencial de CTAB — AgBr,
favorecida por la posibilidad de conservar el complejo luego de la adsorcién y debido a la
formacion de parches de AgBr que crecen en el plano (100) de la semilla original.
Simultaneamente, la estructura mantiene las interacciones alifaticas entre las colas del
surfactante y permite que se generen interacciones electrostaticas entre los cationes amonio y
aniones Br™ (figura 1.20B). Este tipo de adsorcion no puede tener lugar en el plano (111) debido
a que el cristal AgBr presenta una estructura de roca salina con planos no polares de patrones
cuadrados similares al plano (100) de la superficie de Au. La adsorcion preferencial, con el
consecuente bloqueo de la superficie, origina la ruptura de la simetria que lleva a la formacién de
cilindros. De esta manera, la interaccidn idnica entre Ag-Br, la interaccidn electrostatica entre
CTA" y Br™, y las interacciones de dispersion entre las moléculas de CTA* obstaculizan el

crecimiento de la nanoestructura, excepto en direccién perpendicular al plano (100). Como los
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surfactantes tienen una larga cadena alifatica, intentan alinearse para maximizar la atraccién,

generando un cilindro que establece una direccion de crecimiento preferencial.

(2] Au(111) Au(100)

Figura 1.20. (A) Representacion de la vista superior y lateral de los planos (111) y (100) de Au.
(B) Representacion de una semilla de Au con sus planos cristalinos (izquierda) y adsorcion de CTAB en
la superficie de la semilla de Au (derecha).

© (100) O (111) on Qs OAg AN\ C

1.3 CARACTERIZACION DE NANOPARTICULAS METALICAS

La caracterizacién de las nanoparticulas metdlicas es un paso muy importante en la
manipulacidon de nanomateriales, por al menos tres razones principales:
v Para proveer un entendimiento comprensivo del nanomaterial que se utilizara.
v' Para comprender como sus propiedades se ven alteradas debido a un fendmeno
especifico.
v' Para correlacionar las mediciones de las propiedades del nanomaterial con una
respuesta especifica.

La caracterizacion quimica y elemental de los nanomateriales esta enfocada en la composicion
atomica (incluyendo la pureza), los enlaces y sus estados de oxidacion que incluyen mediciones
del material masivo y de la superficie. Esto provee informacion acerca de las concentraciones
atémicas, la pureza y/o reactividad de las MNP. A su vez, la caracterizacién del comportamiento
de estos materiales, donde la propiedad medida indica como el nanomaterial responde a factores
externos, depende fuertemente del entorno en que se encuentra la MNP. De la misma manera,
la carga de superficie, el potencial Z y la estabilidad de la particula dependen especificamente de
la matriz en la que se encuentren [9].

Existen multiples técnicas de caracterizacion de MNP que se encuentran resumidas en la tabla
1.1. De manera general, podemos encontrar diversas técnicas microscépicas que incluyen a

aquellas que emplean haces de electrones como fuente de “iluminacién”, como en el caso de
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TEM (Microscopio Electréonico de Transmisién) y SEM (Microscopio Electrénico de Barrido). A lo
largo de los afios, la modificacidn de estas técnicas permitié una caracterizacién mas completa o
especifica del material en estudio. Estas innovaciones van desde TEM de Alta Resoluciéon (HRTEM)
gue permite evaluar la composicidn cristalografica del material hasta el desarrollo de TEM Liquido
(Liquid TEM), técnica que es capaz de estudiar el crecimiento dindmico y oscilatorio de
nanoparticulas [95]. De la misma forma, TEM y SEM pueden ser acopladas a distintos métodos
espectroscépicos como la Espectroscopia de Rayos X de Energia Dispersiva (EDX, EDAX o EDS),
Difraccion de Rayos X (SAED) o Espectroscopia de pérdida de energia de electrones (EELS).

Dentro de las técnicas basadas en rayos X, la Espectroscopia Fotoelectréonica de Rayos X (XPS)
es una de las técnicas mas ampliamente utilizadas para el analisis quimico de superficies de MNP,
ya que permite elucidar la estructura electrénica, la composicion elemental y el estado de
oxidacion de los elementos que forman parte del material. A su vez, otras técnicas en esta
categoria incluyen espectroscopia de absorcién de rayos X (XAS), fluorescencia de rayos X (XRF),
difraccion de rayos (XRD), entre otras.

Otras técnicas que completan la caracterizacion de las MNP corresponden a las técnicas
espectroscopicas empleadas, comunmente, en el dmbito de la Quimica Orgdnica, como absorcién
UV-Visible y de Infrarrojo cercano (NIR), FT-IR (Espectroscopia Infrarroja con Transformada de
Fourier), RMN (Resonancia Magnética Nuclear), y algunas mas especificas como Raman.

Estas técnicas, en conjunto con las demas citadas en la tabla 1.1, facilitan el estudio integral de
los nanomateriales sintéticos, especialmente de las MNP, y nos proveeran de la informacién
necesaria para describir y caracterizar estos materiales. A continuacion, se describiran algunas de
ellas, principalmente las empleadas en esta tesis doctoral, con el objetivo de presentar la
instrumentacién que utilizan, la informacion que puede obtenerse y cédmo se preparan las

muestras destinadas a su analisis por medio de estas técnicas.

1.3.1 TECNICAS MICROSCOPICAS

Las técnicas microscépicas son las mas empleadas como técnicas de caracterizacién de
nanomateriales debido a que permiten obtener una imagen superficial al escanear la muestra
[11]. La microscopia electrénica (EM), especificamente, emplea un haz de electrones como fuente
de iluminacion y explota la naturaleza ondulatoria de los electrones para obtener una imagen.
Los microscopios electrénicos poseen un poder resolutivo mayor al de microscopios dpticos que

usan radiacion electromagnética, lo que permite obtener una magnificacion de mas de dos
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millones de veces, en comparacion con la magnificacion de hasta dos mil veces de los
microscopios Opticos [96].

Existen dos tipos de microscopios electrdnicos: el microscopio electrénico de transmision
(TEM) y el microscopio electrénico de barrido (SEM).

La microscopia electrénica de transmision es la técnica mds comun para analizar el tamafo y
la morfologia de las MNP, ya que, ademas de proveer imdagenes de la muestra también nos
permite estimar con mayor certeza la homogeneidad de las nanoparticulas. Sin embargo, esta
técnica posee algunas limitaciones, entre las que se encuentran la dificultad para cuantificar una
gran cantidad de particulas o la interpretacién incorrecta de las imagenes debido a efectos de
orientacién [95].

Las muestras que pueden analizarse por esta técnica deben ser estables en condiciones de alto
vacio [97] y ser lo suficientemente delgadas para que el haz de electrones pueda atravesarlas.

Por otra parte, la microscopia electronica de barrido es una técnica utilizada ampliamente
para la obtencién de imagenes de alta resolucidon de superficies y puede ser empleada en la
caracterizacion de materiales en la nanoescala [95]. Debido a la capacidad de detectar variaciones
en la morfologia de las particulas de la muestra, la microscopia SEM ha sido empleada para
evaluar la influencia de ciertos reactivos en la sintesis de nanoparticulas metalicas [98].

Las muestras para SEM pueden analizarse en su forma masiva, por lo que su preparacién es
mas sencilla. Las muestras pueden montarse directamente en laminas de aluminio o carbdn. Sin
embargo, existe el riesgo de acumulacion de campos eléctricos estaticos en la muestra debido a
la irradiacidon de electrones durante el andlisis; debido a esto es importante que al menos la
superficie de la muestra sea conductora. En el caso de muestras no conductoras se realiza un
recubrimiento de una lamina delgada de oro, aunque esto genera que se pierda parte de la
informacidén de la muestra [27].

La informacién que se obtiene de la técnica SEM incluye [4]:

v' Topografia: aspecto de la superficie de la muestra.

v" Morfologia: forma, tamafio y ensamblaje de las particulas que forman parte de la
muestra.

v' Composicién: (acoplado a otro detector) compuestos quimicos por los que estd
formada la muestra en areas de aproximadamente 1 um en didmetro y profundidad.

v" Informacién cristalogréfica: arreglo de atomos en la muestra y su grado de orden,

empleado solamente en particulas individuales mayores de 20 um.
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1.3.2 TECNICAS ESPECTROSCOPICAS

La espectroscopia se define como el area de la ciencia que estudia la interaccidn de la materia
con la radiacion electromagnética. La absorcidn, transmisién y dispersion de radiacién
electromagnética son los fendmenos que emplean los diferentes métodos de caracterizacién

espectroscopica. A continuacidn, se describirdn algunos de ellos.

1.3.2.1 Espectroscopia UV-visible

La absorcion de luz en el espectro UV-visible (UV-vis) es un método espectroscépico muy util
para detectar la presencia de cromoforos en pequeiias moléculas y macromoléculas.

En la seccion 1.2.2 se desarrollaron las propiedades dpticas de las nanoparticulas metdlicas. Se
menciond que son muy sensibles a variaciones en la forma, el tamafio, la agregacién y los cambios
de concentracion de las nanoparticulas. La oscilacion colectiva de los electrones en la superficie
de las MNP, causada por la irradiacién de luz, influye en el indice de refracciéon cercano a la
nanoparticula, lo que permite caracterizarlos por espectroscopia UV-vis [96]. Las ventajas de esta
técnica incluyen la simplicidad, selectividad hacia nanoparticulas, sensibilidad y tiempos cortos
de medicidn. La preparacién de las muestras es muy simple y consiste en diluir suspensiones
coloidales de las MNP a analizar y efectuar la medicion en el rango de longitudes de onda
seleccionado.

Las nanoparticulas metalicas, principalmente las de oro y plata, se caracterizan por presentar
una absorcidn de resonancia del plasmén que produce soluciones intensamente coloreadas. Por
ejemplo, la banda de plasmén de AgNP de 20 nm de didmetro esta centrada en 395 nm,
resultando en una solucion amarilla. En el caso de AuNP de 20 nm de didmetro, la banda de
plasmén se centra en 520 nm y la solucidon es de color rojo intenso. La absorcién de las MNP puede
darse en el area del espectro UV-visible y las mismas pueden visualizarse en soluciones de
concentracion nano y picomolar [96]. En la figura 1.21 se observan las variaciones en color de las

soluciones de AgNP al variar el tamafio o la forma de las nanoparticulas.
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Figura 1.21. Efecto del tamafio (A) y la forma (B) de AgNP en la coloracidn de las suspensiones
coloidales de las mismas. Ref. [99,100].

1.3.2.2 Espectroscopia Vibracional

La espectroscopia vibracional comprende la espectroscopia infrarroja por transformada de
Fourier (FTIR) y la espectroscopia Raman (RS). Estos métodos se emplean para investigar la
estructura de las moléculas y se aplican en muestras secas (polvos) o en suspensiones liquidas.
Los estados vibracionales estudiados en la espectroscopia Raman son similares a los involucrados
en la espectroscopia infrarroja. Sin embargo, ambas técnicas son complementarias debido a que
vibraciones que suelen ser intensas en el espectro infrarrojo (por involucrar momentos dipolares
fuertes) son generalmente débiles en el espectro Raman. De la misma forma, las vibraciones de
grupos funcionales no polares que generan bandas muy intensas en Raman, usualmente resultan
en débiles sefales infrarrojas. Mientras que la espectroscopia FTIR es mas sensible a grupos
funcionales especificos y a enlaces altamente polares, la espectroscopia Raman es mas sensible a
estructuras C— Cy a enlaces simétricos [96].

La espectroscopia infrarroja de transformada de Fourier (FTIR) es un método de
transmisién/absorcion empleado para detectar enlaces quimicos y el ambiente en el que se
encuentran en sistemas moleculares basado en las vibraciones y rotaciones de los enlaces que
conforman las moléculas [96].

Esta técnica resulta muy util para caracterizar nanomateriales cuyas superficies han sido
modificadas, al detectar los grupos funcionales presentes en la misma. De la misma manera,
permite discernir si una modificacion superficial se realizd con éxito al evaluar la presencia de las
sefiales de nuevos grupos funcionales luego de realizar la reaccién de modificacién [101]. La
espectroscopia FTIR también puede ser empleada para evaluar cuales son los grupos funcionales

en la superficie de nanoparticulas metalicas al finalizar una sintesis. Por ejemplo, en la sintesis de
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AgNP empleando miel se midid el espectro FTIR de la muestra para identificar las posibles
moléculas que actuaban como ligandos en la estabilizacion de las MNP [102].

Por otra parte, la espectroscopia Raman (RS) estudia los modos vibracionales, rotacionales y
otras frecuencias bajas en un sistema molecular. La espectroscopia Raman se emplea
comunmente para obtener informacién sobre ciertos enlaces quimicos de una molécula y su
simetria. Por lo tanto, provee de una “huella dactilar” a partir de la cual es posible la identificaciéon
de una molécula en funcidn de la posicién e intensidad de las sefiales observadas en el espectro
Raman [96]. Debido a que esta técnica no es invasiva, ofrece una gran cantidad de ventajas para
el andlisis molecular. Por ejemplo, los especimenes no requieren ser seccionados, los espectros
pueden recolectarse a partir de volimenes muy pequeinos de muestra y el agua no interfiere en
el analisis.

Las senales Raman son generalmente débiles debido a que sélo una pequeiia fraccién de la luz
dispersada lo hace a una frecuencia diferente a la radiacidn incidente. La espectroscopia Raman
intensificada por la superficie (SERS) es una herramienta excelente para incrementar la
intensidad de la sefial para el analisis y deteccion altamente sensible de analitos de interés. En
SERS, las sefiales débiles provenientes de la dispersion Raman de las moléculas de analito se

intensifican en presencia del plasmoén de nanoestructuras de metales nobles (figura 1.22) [101].

1Raman convencional
——2SERS
3 Hot spot SERS

Intensidad

MW\.,,/W/\
. < 800 1000 1200 1400 1600
Analito: ) Desplazamiento Raman (cm2)
Campo electromagnético: mmmp
Limitesde laSPR: = = = = = ESPECTRO RAMAN

Figura 1.22. Representacion esquemdtica de la espectroscopia SERS para un analito
orgdnico sobre nanoparticulas de oro. SPR: resonancia de plasmon superficial. Ref [103].

La espectroscopia SERS se ha empleado principalmente para la deteccién de analitos debido a
gue, mediante su uso, es posible alcanzar limites de deteccién del orden fM [104,105]. Sin

embargo, es posible utilizar SERS para estudiar los ligandos que estabilizan las superficies
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metalicas. Por ejemplo, Lopez-Sanchez et al. estudiaron diferentes metodologias para remover
PVA (polivinil alcohol), el ligando que estabilizaba AuNP, y empled SERS para monitorear el éxito
de estos cambios al observar la desaparicién de las seiales de PVA de las nanoparticulas en cada
etapa del proceso [106]. Una de las ventajas de los métodos de deteccidon SERS consiste en la
posibilidad de emplear una solucién coloidal de las MNP para el andlisis [101], la técnica no es

destructiva, posee alta sensibilidad y es muy sencilla de realizar.

1.3.3 TECNICAS DE DISPERSION

La dispersién puede ser generada a partir de distintas fuentes de radiacidn (rayos X, neutrones,
electrones y luz laser), cada una con diferentes caracteristicas que dan lugar a la gran variedad de
técnicas de dispersion disponibles para la nanocaracterizacién. Dentro de ellas se pueden
mencionar la dispersién dindmica de luz (DLS), el potencial zeta, la difraccién de rayos X (XRD), la
dispersién de neutrones de angulo pequefio (SANS), la dispersidn de rayos X de angulo pequefio
(SAXS), entre otras [96]. En esta seccion nos enfocaremos en la descripcion de las técnicas DLS y

potencial Z.

1.3.3.1 Dispersion dinamica de luz

La dispersion dindmica de luz (DLS) es una herramienta importante y la mas empleada para la
determinacion del tamafio hidrodinamico de nanoparticulas en solucién [96]. Esta metodologia
estd basada en la medicién de la dispersion de la luz de pequefias moléculas durante su
movimiento browniano en solucion y su correlacién con el tamafio de las particulas. El tamafio de
las MNP medido por DLS (didmetro hidrodindmico) puede ser ligeramente mds grande que el
determinado por microscopia electrénica (diametro real), debido a que las moléculas del solvente
y de los ligandos se encuentran incluidas en el diametro hidrodindmico (figura 1.23A) [27]. Las
particulas mds grandes difunden mas lento que las pequenas y el equipo de DLS mide la
dependencia del tiempo de la dispersion de luz generada y lo correlaciona con el tamaiio de la

particula mediante una funcién matematica [96].
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Figura 1.23. Representacion del diametro hidrodindmico y del
didmetro real de una particula. Entre paréntesis se especifica la
técnica a partir de la cual es posible determinarlo.

Algunas de las ventajas que posee DLS es la exactitud con la que determina el tamafio
hidrodindmico de muestras monodispersas, la capacidad de medir muestras diluidas, el analisis
de muestras en un amplio rango de concentraciones, como la capacidad de obtener mediciones

reproducibles en tiempos cortos (minutos) [96].

1.3.3.2 Potencial Zeta (7)

El potencial Z corresponde al potencial electrocinético de un sistema coloidal, usualmente
denotado por letra griega zeta ({) [96]. Los instrumentos que miden potencial zeta registran el
cambio de fase de la luz dispersada por particulas que se mueven bajo la influencia de un campo
eléctrico externo; fendmeno que se denomina electroforesis. El cambio de fase es proporcional a
la movilidad electroforética (velocidad) de las particulas. A partir de estos parametros se calcula
el potencial zeta [96].

El potencial zeta es una herramienta importante para predecir la estabilidad (entendida como
menor tendencia hacia la floculacién) a largo plazo de nanoparticulas en solucién, debido a que
el mismo indica el grado de repulsidon de particulas adyacentes con la misma carga en la
dispersién. Un valor alto de potencial zeta indica mayor resistencia a la agregacion en solucién.
Cuando el potencial es bajo, la atraccion excede la repulsién y las nanoparticulas tenderan a
flocular [96].

A su vez, { es sensible a cambios en el ambiente de la particula, como el pH o la fuerza idnica.

Por lo tanto, es importante el preparado de la muestra en su medicion. La misma debe ser un
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particulado monodisperso, en un solvente polar y a una concentracion suficiente para dispersar
luz de longitud de onda de 633 nm o 532 nm (las longitudes de onda mas comunes utilizada en

los instrumentos).

1.3.4 ESPECTROSCOPIA ELECTRONICA

La espectroscopia electrdnica es utilizada para identificar la composicion quimica de una
muestra de interés. Dependiendo de la fuente de excitacidén y de la sefial detectada, existen tres
tipos de técnicas en esta categoria: espectroscopia de electrones Auger (AES), espectroscopia
fotoelectrdnica de rayos X (XPS) y espectroscopia de energia dispersiva de rayos X (EDX) [96]. En
esta seccidn se describirdn los fundamentos y aplicaciones de la técnica XPS.

La espectroscopia fotoelectronica de rayos X (XPS), también conocida como ESCA
(espectroscopia electronica para analisis quimico), es una técnica espectroscdpica cuantitativa
gue mide la composicién elemental, la formula empirica, y el estado quimico y electrénico de los
elementos que se encuentran en la superficie de un material.

El analisis de superficie por XPS requiere irradiar la muestra en un ambiente de utra-alto vacio
gue resulta esencial para incrementar el camino libre medio de los fotones y electrones, remover
gases adsorbidos en la muestra y prevenir la adsorcion de contaminantes en la superficie de la
misma. Por lo tanto, las muestras deben ser sdlidas y estables en estas condiciones [107]. Para
muestras no conductoras, la fotoemisién genera la acumulacion de cargas positivas en la
superficie de la muestra y produce desplazamientos y deformacidn de las sefiales. En estos casos,
se emplea un neutralizador de carga que inyecta electrones de baja energia en la superficie de la
muestra para compensar el exceso de carga [107].

Ademads de elucidar las estructuras electrénicas, la composicién quimica o el estado de
oxidacion de los elementos en la superficie de un material, XPS también permite analizar las
interacciones de las MNP con los ligandos de la superficie y evaluar la funcionalizacién de MNP
como por ejemplo, de estructuras core/shell [95]. A su vez, esta técnica se ha empleado para
evaluar la interaccién de ciertas moléculas con MNP, ha permitido conocer el grosor de los
recubrimientos de superficie de determinadas nanoparticulas, ha brindado informacion sobre las
propiedades dieléctricas de un nanomaterial al evaluar su comportamiento en procesos de carga

o descarga, entre otros [95].
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1.3.5 TECNICAS DE ANALISIS TERMICOS

Las técnicas de analisis térmico son un conjunto de técnicas que monitorean una propiedad de
la muestra en funcion del tiempo o la temperatura. Para ello, la muestra se calienta o enfria
progamando una rampa de temperatura determinada; manteniendo constante la temperatura;
o cualquier secuencia entre ellas [108]. Dentro de este conjunto podemos mencionar: andlisis
termogravimétrico (TGA), analisis térmico diferencial (DTA), calorimetria de barrido diferencial
(DSC), difraccion de rayos X de alta temperatura (HTXRD), entre otras. A continuacién, se
profundizara en el andlisis termogravimétrico.

El andlisis termogravimétrico (TGA) mide la cantidad o el cambio de masa de un material en
funcién de la temperatura o el tiempo en una atmdsfera de nitrégeno, helio, aire, otro gas o en
vacio. Las mediciones son usadas principalmente, para determinar la composicién de los
materiales o para predecir su estabilidad térmica [108]. La técnica puede caracterizar materiales
gue exhiben pérdida o ganancia de masa debida a descomposicién, oxidacién o deshidratacion.

En el area de las nanociencias, el empleo de TGA ha permitido predecir la estabilidad térmica
de ciertos nanomateriales. Esta técnica también permite estudiar la modificacion quimica de la
superficie de las nanoparticulas por diferentes grupos funcionales y la cantidad de ligando unido
a la superficie de la misma [108]. Por ejemplo, Ramanujan et al. empled TGA para determinar la
cantidad de acetato de polivinilo (PVA) unido a nanoparticulas de 6xido de hierro [109]. A su vez,
mediante TGA es posible obtener informacion sobre el recubrimiento de las particulas y sobre la

pureza de algunas de ellas [110].

1.4 APLICACIONES DE LAS NANOPARTICULAS METALICAS

En la actualidad, se ha extendido enormemente la utilizacion de NM. En la figura 1.24 se
esquematizan algunas de las areas mas relevantes donde se utilizan MNP. A continuacion, se
desarrollara en mayor detalle cuales son las nanoparticulas mas empleadas y cémo se explotan

sus propiedades Unicas en una gran cantidad de aplicaciones.
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Aplicaciones de
Nanoparticulas

Figura 1.24. Esquema que representa las diferentes dreas donde se emplean nanoparticulas metdlicas.

Metalicas

En la primera seccidn de este capitulo se presentd informacién sobre el proyecto PEN [8] v
respecto a la gran variedad de nanoparticulas que se han incorporado a diversos productos
comerciales. Actualmente, el inventario cuenta con 1628 productos, de los cuales, 443 poseen
AgNP. Mediante este reporte se observa que las AgNP son el nanomaterial emergente de mayor
empleo y con un crecimiento mas acelerado en comparaciéon a todas las nanoparticulas
disponibles en el inventario [111]. Este enorme crecimiento se debe a las excelentes propiedades
antibacteriales que presentan las AgNP, las cuales se han incorporado en empaques vy
contenedores de alimentos [112], cosméticos [113], ropa interior [114], detergentes, lociones y
jabones [27], proétesis [115,116], entre otros.

A su vez, se han desarrollado agentes antibacteriales a partir de AuNP debido a la
biocompatibilidad de las mismas, su gran capacidad de funcionalizacién, facilidad en su deteccién
y actividad fototérmica. Por ejemplo, se investigd el efecto antimicrobiano de AuNP de 5 nm
contra Escherichia coli y Salmonella typhi. Estas nanoparticulas redujeron en un 90-95% las
colonias de E. coli y S. typhi, donde los factores que influyeron en mayor medida en las
propiedades biocidas de las AuNP son la rugosidad y dispersién de las NP en el medio [117]. Sin
embargo, las AuNP se han empleado principalmente en aplicaciones médicas, como

transportadores de farmaco [18], en generacidn de imdagenes [118] o en dispositivos de

37



Capitulo I: ntroduccién

diagnéstico [37], especificamente en las terapias contra el cancer. A su vez, el empleo en conjunto
de AuNP y biomacromoléculas permitié el desarrollo de varias estrategias para la deteccidn éptica
de analitos de interés, entre los que se encuentran los métodos colorimétricos, tiras reactivas,
guimioluminiscencia, biosensores fluorescentes, SERS, etc [38]. Por ejemplo, es posible detectar
acidos nucleicos de una secuencia especifica al emplear AuNP modificadas superficialmente con
oligonucleétidos, que, al reconocer su secuencia complementaria, generan la agregacién de las
AuNP [119].

En los ultimos afios, los productos cosméticos que emplean nanomateriales incrementaron su
popularidad. Dentro de estos productos, se pueden mencionar los protectores solares, productos
antienvejecimiento y de cuidado personal, que se encuentran disponibles comercialmente en la
actualidad [8]. Los protectores solares, por ejemplo, contienen nanoparticulas de diéxido de
titanio o de dxido de zinc para prevenir quemaduras de piel, ya que estos materiales poseen un
buen coeficiente de absorcién de los rayos UV [4].

La industria alimenticia también se ha visto beneficiada con el desarrollo de las nanociencias.
El empleo de nanosensores en los empaques de alimentos y los productos agricolas asegura la
libre contaminaciéon de los alimentos y proveen una proteccidn contra el bioterrorismo [4]. La
degradacidon fotocatalitica para el tratamiento de aguas residuales y como proceso de
desinfeccion es otra area de interés. Se ha observado que las nanoparticulas de 6xido de Ti, Sny
Zn son buenos materiales fotocataliticos para su empleo en la desinfeccién de paquetes de
alimentos y en productos agricolas. Los procesos fotocataliticos producen la liberacién de
electrones excitados, los que son capaces de penetrar a las bacterias adheridas a las
nanoparticulas, generando la desinfeccién del material [4].

La industria textil ha empleado a los nanomateriales para producir indumentaria resistente a
las manchas, absorbente o repelente de agua, emisoras de luz, antibacterianas, que liberen
fragancias de forma controlada, entre otras [120]. También, se han empleado nanomateriales
para la resistencia al calor, resistencia mecdnica al desgaste, proteccion balistica, sensores y
camuflaje [4].

De esta manera, es posible observar que el empleo de los nanomateriales se ha extendido en
diferentes areas e industrias, que se comercializan actualmente una gran cantidad de productos
gue los incluyen y se espera que en los préximos afos la utilizacién de los mismos se incremente

aun mas. De esta forma, su deteccidn y cuantificacion en el medio ambiente se convierte en una
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tarea sumamente importante. A continuacidn, se desarrollaran algunos aspectos fundamentales

en la deteccidn y cuantificaciéon de nanoparticulas.

1.5 DETECCION Y CUANTIFICACION DE NANOPARTICULAS METALICAS

La Unidn Internacional de Quimica Pura y Aplicada (IUPAC) define a un analito como “el
componente del sistema que ha de ser analizado” [121]. Este concepto puede extenderse a
cualquier especie quimica que puede ser identificada, detectada y cuantificada en una muestra
desconocida. A partir de esto, es posible hacer una distincidon entre analitos convencionales y
analitos especiales [122].

Un analito convencional es aquel cuya composicion quimica, peso molecular y propiedades
fisicas y quimicas estdn bien determinadas y son conocidas. A partir de ellos, es posible obtener
soluciones estandar que sean capaces de producir curvas de calibracién precisas y exactas. Por
otro lado, un analito especial se define como cualquier compuesto cuya composicion quimica,
peso molecular, propiedades fisicas y quimicas pueden presentar variaciones en funcién del lote.
Como consecuencia, las concentraciones de las soluciones “estandar” son siempre estimaciones
y es importante reportar todas las aproximaciones realizadas para calcular las mismas [123]. Por
ejemplo, una muestra ideal de AUNP monodispersas o isométricas de cualquier morfologia seria
la representada en la figura 1. 25A. Sin embargo, en realidad las muestras de nanoparticulas estan
formadas por una poblacién de AuNP cuyos tamaifos siguen una distribucién Gaussiana
caracterizada por una media y una desviacion estandar (figura 1.25B); y, por lo tanto, el peso
molecular de las mismas también corresponde a un valor promedio. Por ello las MNP se

consideran como analitos especiales [123].

ks

ideal real

Figura 1.25. Representacion de una muestra ideal (A) y de una muestra
real (B) de MNP, observando la distribucion de tamafios. Ref [123].
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Cuando se trata de nanoparticulas, reportar su concentracion es mas complejo que para
analitos convencionales, ya que la misma puede estar expresada como concentracion en masa,
concentracion en area superficial o concentracion en niumero de nanoparticulas. En general,
todas incluyen ciertas suposiciones en el cdlculo y es recomendable conocerlas debido a que
pueden influenciar en gran medida el valor de concentracion informado [124].

La concentracién en masa indica la cantidad de masa por unidad de volumen, usualmente se
informa en pg L' o en la notacidn partes por litro (ppm, ppb vy ppt) y es empleada para expresar
concentraciones ambientales o rangos de toxicidad de ciertas NP. La concentracién en nimero
de particulas esta expresada por unidad de volumen (particulas L). Esta métrica es muy util para
evaluar procesos de agregacién o desagregacion y para determinar la distribucién de las
particulas. Finalmente, la concentracién en area superficial corresponde al area superficial por
unidad de volumen (m? cm= o m? L'1). La misma es Util para evaluar las propiedades cataliticas de
un nanomaterial, en el andlisis del ligando unido a la MNP y para definir nanomateriales [123].
Por ejemplo, las recomendaciones de la Comunidad de la Unién Europea consideran que un
material debe tener un valor minimo de 60 m? cm3 para ser clasificado como nanomaterial [9].

Actualmente, existen una variedad limitada de técnicas que permiten la deteccion y
cuantificaciéon de nanoparticulas metalicas. La mayoria de ellas requiere de la separacidn inicial
de las MNP en funcién de sus diferentes tamaios o formas [125], o incluso la digestion de la
muestra como un paso necesario previo a la cuantificacién en muestras de matrices complejas
[126]. La técnica por excelencia para la cuantificacion de MNP en solucién es la espectrometria
de masas con plasma acoplado inductivamente (ICP-MS) debido a su rapidez y a que ha
demostrado ser una técnica de confianza. La cuantificacidon y caracterizacion de MNP mediante el
acoplamiento del fraccionamiento de flujo de campo con ICP-MS (FFF-ICP-MS) es uno de los
métodos que mas se emplean en la actualidad [127].

Ademads de la gran cantidad de tiempo que insume la preparacién de la muestra, la
cuantificacién de las MNP, en la mayoria de los casos, requiere de equipamiento costoso y de
personal altamente capacitado para su realizacién [11,127,128]. Es por ello que el desarrollo de
métodos basado en sensores quimicos ha ganado mayor importancia en estos afios. En términos
generales, un sensor es un dispositivo capaz de transformar la informacidon quimica en una sefal
de utilidad analitica. Esta informacion quimica puede originarse a partir de una reaccién quimica
del analito o de una propiedad fisica que puede medirse en el sistema [129]. Debido a su gran

potencial, el uso de sensores ha permitido el desarrollo de innumerables aplicaciones practicas
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qgue abarcan un amplio y diverso panorama como los analisis clinicos, las determinaciones
forenses, el control de la calidad de farmacos y alimentos, y las determinaciones de
contaminantes ambientales [130].

A su vez, se considera que los sensores quimicos pueden ser muy apropiados en el monitoreo
de MNP por su bajo costo, sensibilidad, portabilidad y simplicidad [122]. Recientemente, se han
desarrollado estrategias para detectar MNP basadas en métodos dpticos, como la absorcidon UV-
visible o la fluorescencia. Por ejemplo, Zuber et al. lograron detectar AuNP de 5, 20 y 50 nm de
didmetro estabilizadas con citrato de sodio en el orden de las ppb por medio de la sonda
fluorescente 4,4-difluoro-4-bora-3a,4a-diaza-s-indaceno (I-BODIPY); donde se generaba un
incremento de la fluorescencia de la sonda que respondia a la concentracién de MNP en la
muestra [131].

A su vez, también se han empleado otros nanomateriales para la deteccion y cuantificacion de
MNP. Cayuela et al. emplearon como sensor fluorescente carbon dots modificados con
etilendiamina (A** =360 nm; A*™ =440 nm) [132]. Al interactuar con AgNP estabilizadas con citrato
(AgNP@citrato) de 10y 20 nm, se produce la agregacion y desplazamiento al rojo de la banda SPR
de las MNP, que, como consecuencia, genera la desactivacién de la seial fluorescente de los
carbon dots debido al efecto del filtro interno (IFE). Este efecto es un fendmeno de transferencia
de energia, donde la energia de excitacion y/o de emisién de un fluoréforo se absorbe por una
molécula denominada quencher, que genera la disminucién de la intensidad de fluorescencia con
elincremento en la concentracidn del quencher en la muestra [133]. De esta forma, la disminucién
en la sefal fluorescente de los carbon dots resultd proporcional a la concentracién de las AgNP,
con un limite de deteccion de 5 umol L (figura 1.26). El fendmeno IFE solo se observa cuando la
emisién de fluorescencia del carbon dot se solapa con la absorcidn de la MNP, lo que hace que el
método sea selectivo para AgNP@citrato. Empleando AgNP estabilizadas con polivinilpirrolidona
(AgNP@PVP) se observé que en ellas no se induce la agregacién, por lo tanto, su absorcion y la
fluorescencia de emisién de los carbon dots no se solapan y no se produce IFE. Este sensor
también es especifico para AgNP por sobre AuNP con el mismo ligando, debido a que la longitud
de onda de absorcion de AuNP dispersas y agregadas (500 y 600 nm respectivamente) se
encuentra muy alejada de la longitud de onda de emisién de los carbon dots (400 nm), lo que
impide que se produzca IFE. Este método analitico se empled con éxito para cuantificar AgNP en
cremas cosméticas en presencia de altas concentraciones de nanoparticulas de diéxido de titanio

(TiO2NP) [132].

41



Capitulo I: ntroduccién

1,40 -
1,35 4

1,30 -

1,25 -

Incremento [AgNP]

1,20 <

Io/!

1,15 4

1,10 4

Intensidad PL Normalizada

1,05 4

400 500
Longitud de onda (nm)

1,00

T T T T T 1

L) L] T L T
2,0x10° 3,0x10° 4,0x10° 5,0x10° 6,0x10° 7,0x10°
Concentracion AgNP (mol L)

T

L]
1,0x10°

Figura 1.26. Curva de calibracion de la desactivacion de la fluorescencia de carbon dots
en funcion de la concentracion de AgNP@citrato. Inserto: respuesta fotoluminiscente
(PL) de carbon dots al incremento de concentracion de AgNP@citrato. Ref [132].

De esta manera, algunas de las ventajas del empleo de estos sensores quimicos como medios
para la deteccion y cuantificacion de MNP consisten en su simplicidad, no requieren
instrumentacion costosa y es posible detectar concentraciones muy bajas de nanoparticulas (10-
9-10"12 mol L) [123]. Si bien se ha avanzado en este ambito, el empleo de estas estrategias atin

es un campo en desarrollo con una enorme potencialidad para ser explotado.
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Tabla 1.1. Resumen de técnicas de caracterizacion, fraccionamiento y cuantificacion.

Técnicas de Caracterizacion

Tipo Técnicas Informacion que proveen Ref.
TEM (Microscopia Electrénica de
Transmision) Superficie, tamafio,
HRTEM (Microscopia Electrénica morfologia, composicién 134-138
de Transmision de Alta Resolucion)  cristalografica, composicion [134-138]
SEM (Microscopia Electrénica de elemental.
Microscopia Barrido)
. . Tamafio, morfologia, textura
AFM (Microscopia de Fuerza . .
o de superficie, propiedades [139-141]
Atdmica) .. L
eléctricas y térmicas.
. . i Composicion elemental y
STM (Microscopia de Efecto Tunel) [141,142]
molecular.
XAS (Espectroscopia de Absorcion
de Rayos X)
XRF (Fluorescencia de Rayos X)
Técnicas XPS (Espectroscopia de Composicién elemental, [134—
basadas en Fotoelectrones emitidos por Rayos cristalografica y de 136,138,1
Rayos X X) superficie. 43]
XRD (Difraccidn de Rayos X)
EDX, EDAX, EDS (Espectroscopia de
Rayos -X de Energia Dispersiva)
i i6 Tamanfo de particula,
Dispersion de DLS (Dispersion Dinamica de Luz) p [137,144,
luz potencial Z. 145]
Tamafio, agregacién,
UV - Visible morfologia, quimica de [135-137]
superficie.
Espectroscopicas 1R (Espectroscopia Infrarroja de Composicién superficial y
. [134,145]
Transformada de Fourier) estructural.
Espectroscopia RAMAN Composicion superficial. [134,146]
TGA (Analisis Termogravimétrico) Composicion, pureza. [111(1’;]40'
Termico DSC (Calorimetria Diferencial de Composicion superficial, 147
Barrido) pureza. [147]
, - Propiedades de la MNP,
Relaxometria Magnética - L [148]
tamafio hidrodinamico.
Magnéticos SQUID/nano-SQUID (Dispositivos Saturacion magnética,
Superconductores de Interferencia remanencia magnética, [148]

Cuantica)

bloqueo de temperatura.
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Principio de Separacion

Técnicas de Fraccionamiento

Extraccion de MNP

Técnicas de Cuantificacion

Extraccion CPE (Extraccion de Punto Nube) . [127]
mediante surfactantes.
. » . Coeficientes de difusién a
CFF (Filtracién de Flujo Cruzado) i ) [149]
través de un canal abierto.
i FFF (Fraccionamiento de Flujo de Interaccidn con un campo [125,150
Filtracion . o
Campo) externo y perpendicular. 151]
) » Difusion a través de una
UF (Ultrafiltracion) [152]
membrana.
SEC (Cromatografia de Exclusion Grado de penetracion, [149,152,
por Tamafios) tamafo de particula. 153]
Rutas formadas por
c ¢ i HDC (Cromatografia capilares abiertos 153
romatografia . s ‘
& Hidrodindmica) empacados con materiales [153]
No Porosos.
HGMS (Separacién Magnética de Campo magnético separa las 154
Alto Gradiente) NP en una columna. [154]
Performance analitica
ICP-MS (Espectrometria de Masas
con Plasma Acoplado
Inductivamente) Bajos limites de deteccidn,
sp-ICP-MS (Espectrometria de analisis isotdpico, analisis [12125'?%]44’
Masas con Plasma Acoplado multi-elemental.
Inductivamente de una Unica
particula)
. o ICP-OES (Espectroscopia de Analisis simultdneo de NP,
Optica atomica emision optica inductivamente limites de deteccion [134,155]
acoplada a plasma) relativamente bajos.
. Microandlisis multi-
LIBS (Espectroscopia de plasma .
. . , elemental, poca o ninguna [156]
inducido por laser) .
preparacion de la muestra.
GF-AAS (Espectroscopia de Inyeccion directa de MNP,
Absorcidn Atémica en Horno de poca o ninguna preparacién  [157,158]
Grafito) de la muestra.
Sensores quimicos que
interaccionan con las NP Bajos limites de deteccidn,
Sensores . o . .. [131,132,
L generando un cambio de sefial que  poca o ninguna preparacion
Quimicos 159-161]

responde a la concentracion de las
mismas.

de la muestra.
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HIPOTESIS Y OBJETIVOS

2.1 PROBLEMATICA

Como se presenté en el capitulo I, el progresivo interés en los nanomateriales,
particularmente en las MNP, que se ha observado notoriamente en las Ultimas dos décadas,
se debe principalmente a sus propiedades fisicas, quimicas y biolégicas unicas, en
comparacion con sus analogos de mayor tamafio, convirtiéndoles en excelentes candidatos
para aplicaciones biomédicas, electrénicas, dpticas y cataliticas, entre otras. Un efecto
antagonico a los beneficios de la nanotecnologia es el potencial dano en el medio ambiente
gue la misma puede causar. Por ejemplo, en una gran cantidad de organismos se ha observado
el efecto tdxico in vivo e in vitro que generan nanoparticulas basadas en carbono, de metales
o de 6xido de metales [1,2]. Los mecanismos celulares de toxicidad incluyen el dafio fisico, el
estrés oxidativo, dafio al ADN e interferencias con el plegamiento de las proteinas. En
experimentos in vivo se ha podido observar inflamacidn, fibrosis y respuestas alérgicas [3,4].
Las nanoparticulas poseen la habilidad de penetrar las barreras bioldgicas y pueden
distribuirse en forma diferencial en el cuerpo de acuerdo a su tamafio [1,2]. A su vez, la
biodisponibilidad y toxicidad de las particulas liberadas al medio ambiente al final de su vida
util dependen de [5,6]:

v Suidentidad y estructura quimica.

v Lainteraccién con las matrices de los productos de consumo.
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v’ Las transformaciones de las nanoparticulas durante la utilizacién del producto en
que se encuentran.

v’ Las transformaciones e interacciones en ambientes bioldgicos y naturales luego de
la liberacion o desecho de las nanoparticulas.

Existen varios caminos por medio de los cuales las MNP pueden llegar al medio ambiente:
mediante emisiones intencionales o no intencionales en las corrientes de desechos sélidos y
liquidos de los hogares, de sitios de manufactura, de plantas de tratamientos de desechos y
emisiones al aire. Los derrames no deseados y la gestidn de residuos de NM también deben
considerarse como vias para la introduccién de MNP en el medio ambiente, como asi también
los productos comerciales donde se adicionan nanomateriales. Estas MNP eventualmente,
encontrardn la manera de ingresar al medio ambiente, pero aun existen muchos interrogantes
respecto al destino e impacto de las mismas para hacer alguna prediccion al respecto [7].

Las investigaciones mds recientes reflejan que los nanomateriales atraviesan por
transformaciones fisicoquimicas extensas cuando se encuentran en el medio ambiente y que
estas nuevas especies resultantes son relevantes para evaluar los riesgos asociados [5]. Se
observé que las nanoparticulas son propensas a adherirse a superficies y que estos procesos
pueden afectar su destino y toxicidad. Por ejemplo, uno de estos procesos incluye la
homoagregacion para formar agregados de nanoparticulas, o la heteroagregacion con
componentes naturales como en el caso de arcillas, biosdlidos o materia organica natural [7].
Existen algunos modelos matematicos para estudiar la agregacidon de los nanomateriales,
como el modelo DLVO (Derjaguin-Landau-Verwey-Overbeek) cldsico o extendido. El modelo
DLVO clasico tiene en cuenta las fuerzas de van der Waals y electrostaticas, mientras que el
extendido incluye fuerzas adicionales, entre las que se encuentran las interacciones estéricas
y equilibrios acido base. En funcidn de las propiedades de las nanoparticulas, como la
naturaleza, su potencial zeta y las propiedades de los ligandos que las estabilizan, los modelos
DLVO permiten obtener una explicacién cualitativa en la tendencia de agregacién [7]. Por
ejemplo, es posible predecir que el grado de homoagregacidn y de unidn a superficies con
carga similar aumentard a medida que el pH se acerque al punto isoeléctrico de la
nanoparticula o cuando se produzca el apantallamiento de la carga en medios de fuerza idnica
alta para nanoparticulas metdlicas cargadas [7]. Sin embargo, este modelo posee limitaciones,
por ejemplo, no puede emplearse para particulas muy pequefias (< 5 nm de didmetro). Por

ello se requieren de modelos empiricos que sean capaces de predecir la agregacién de las
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MNP en la naturaleza, como asi también incorporar la distribucién de tamafios y la
composicion de los agregados en orden de generar modelos evaluadores de riesgo [7].
Ademas de la agregacién, la dispersion, disolucién, sedimentacién, reacciones
fotoquimicas producidas por la luz solar, reacciones de transformacién, degradacién por
organismos vivos e interaccién con coloides naturales u otros elementos son algunos de los
procesos que son necesarios conocer para predecir el destino, biodisponibilidad y
ecotoxicidad de las MNP en sistemas acuaticos (figura 2.1). A su vez, la fuerza iénica y el pH
son factores claves que afectan el comportamiento de MNP en sistemas acudticos [7]. Cuando
nanoparticulas cargadas se encuentran cercanas unas a otras, estas se repelen debido a la
repulsidn electrostatica. Las fuerzas de repulsién superan a la unién débil producida por las
fuerzas de van der Waals, responsables de la aglomeracién de las mismas [8]. Sin embargo, la
funcionalizacién electrostatica ocasionada por contra iones presentes en las soluciones
acuosas conduce a la reduccién de la fuerza de repulsidon y en consecuencia, disminuye la
estabilidad de la nanoparticula hacia la agregacion. El término estabilidad puede referirse a la
estabilidad coloidal, que corresponde a la persistencia de especies individuales en un medio
donde no se producen interacciones para generar estructuras secundarias; o la estabilidad
quimica, que es la resistencia a los cambios quimicos (ej: oxidacién, disolucién, cambios de
fase, etc.) [9]. El anién citrato es uno de los agentes estabilizantes mds empleados para
nanoparticulas metalicas, y varios estudios reportaron que AgNP funcionalizadas con citrato
de sodio fueron desestabilizadas por iones presentes en ambientes acuosos llevando a

agregacion y formacién de particulas mas grandes [10].
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Figura 2.1. Interacciones, reacciones quimicas y transformaciones posibles para las nanoparticulas
en el medio ambiente.
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Debido a las transformaciones que sufren los nanomateriales, la deteccién y cuantificacion
de estos contaminantes emergentes en el medio ambiente se convierte en un gran desafio
para la quimica analitica. Actualmente, se cuentan con diversas metodologias expuestas en el
capitulo | para llevar a cabo esta tarea. Sin embargo, otro desafio consiste en el desarrollo de
métodos mas simples, de bajo costo y que no requieran de procesos complejos de separacion
y preconcentraciéon de las muestras [11-13].

Las propiedades espectroscdpicas Unicas de las nanoparticulas metdlicas pueden ser
explotadas para la resolucién de los analitos en mezclas complejas y proveer los fundamentos
para su cuantificacion [11]. Algunas de estas propiedades corresponden a los fenédmenos
relacionados a la banda del plasmdn superficial de las MNP [14-16] y los cambios fotofisicos
que este experimenta al interaccionar con moléculas organicas, como sondas moleculares
fluorescentes [17]. Por ejemplo, se han observado fendmenos de desactivaciéon o de
incremento de la fluorescencia dependiendo de la ubicacién, de la separacidon entre la
molécula y la superficie de la NP, asi como de la orientacién del dipolo molecular respecto a

la superficie metalica [18,19].

2.2 HIPOTESIS

En base a la problematica expuesta, se propuso el desarrollo de diferentes estrategias
analiticas para la diferenciacidn, deteccion y cuantificacion de NM a partir de la evaluacion de
diferentes sistemas hibridos entre NP y sistemas moleculares, que presentaran cambios
significativos en las propiedades fisicas y quimicas de los componentes involucrados de forma
tal que faciliten la diferenciacion y deteccidén de NP, principalmente, en mezclas acuosas como
habia sido recientemente observado en nuestro laboratorio con el empleo de acido rosdlicoy
fucsina basica [20].

La hipodtesis planteada fue, que producto de la interaccion entre los interruptores o sondas
moleculares seleccionados y las NP, se observarian diferencias en las propiedades fisicas y
guimicas de los constituyentes del sistema. Este efecto podria ser evaluado mediante el
empleo de diferentes técnicas, por ejemplo, espectroscdpicas. Se estimd que la interaccién de
los sistemas moleculares con diferentes tipos de NP (variando tamario, ligandos, morfologia,

etc.) dependeria de las caracteristicas del NM empleado, asi como de estimulos externos y de
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esta manera permitiria encontrar las condiciones para detectar y diferenciar entre NP
presentes en mezclas acuosas.

Por otra parte, en busqueda de evaluar otras formas de nanoparticulas y diferentes
ligandos sobre la superficie metdlica, se propuso emplear un surfactante gémini como
estabilizante de nanoparticulas de plata esperando obtener nanoparticulas con propiedades
diferentes y novedosas. Es conocido que algunos surfactantes son capaces de modular la
morfologia de los nanomateriales y actuar como ligandos de las nanoparticulas metalicas [21].
Sin embargo, no existian demasiados ejemplos del empleo de surfactantes gémini aniénicos y
su rol en la sintesis de AgNP. Por ello, también nos planteamos evaluar las mejores condiciones
para la sintesis de AgNP en presencia de un surfactante gémini derivado de cistina, y sus

potenciales aplicaciones.

2.3 OBIJETIVOS

2.3.1 OBJETIVO GENERAL

El objetivo general dentro del cual se enmarcé esta tesis doctoral fue desarrollar nuevas
estrategias analiticas que permitan la diferenciacién, deteccién y cuantificaciéon de
nanomateriales sintéticos (NM), como potenciales contaminantes ambientales, en la

busqueda de métodos estandarizados para el analisis de estos compuestos.

2.3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

Para alcanzar el objetivo general se plantearon los siguientes objetivos especificos:

v' Examinar el rol de un surfactante gémini en la sintesis de nuevas MNP.

v Caracterizary evaluar las propiedades fisicoquimicas de las nanoparticulas sintetizadas
y sus potenciales aplicaciones.

v Evaluar la interaccién de sondas moleculares con MNP por técnicas espectroscépicas.

v'  Determinar diferentes pardmetros analiticos que contribuyan a la validacién de los

métodos propuestos.

2.4 ORGANIZACION DE RESULTADOS

En los siguientes capitulos se desarrolla la metodologia y resultados obtenidos para lograr

los objetivos propuestos en esta tesis doctoral.
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En el Capitulo Ill se detalla la sintesis de nanoparticulas de plata estabilizadas con el
surfactante gémini anidnico acido 3,3’-disulfanedil bis (2-decamido propanoico), denominado
SDDC, las cudles se designan como AgNP@SDDC. También, se presenta la caracterizacidon
realizada para evaluar cémo este surfactante esta ligado a la superficie de las nanoparticulas
sintetizadas.

En el Capitulo 1V, se describen las propiedades cataliticas de las AgNP@SDDC observadas
en dos reacciones: la reduccion de 4-nitrofenol por borohidruro de sodio y en la generacidn
de nuevas nanoparticulas de plata en soluciones de crecimiento que contienen el surfactante
gémini.

En el Capitulo V, se profundiza en las interacciones de un compuesto azo (Para Red) y de
dos sondas fluorescentes (Rodamina B y Rodamina 6G) con diferentes MNP de Au y Ag.

En el Capitulo VI, se presenta la determinacion de los diferentes pardmetros analiticos
(limite de deteccidn, limite de cuantificacidn, rango lineal, influencia de los interferentes,
ensayos de recuperacién) para los sistemas seleccionados en el capitulo V.

Finalmente, en el Capitulo VII, se exponen las conclusiones generales de este trabajo de

Tesis Doctoral.
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SINTESIS Y CARACTERIZACION DE
NANOPARTICULAS DE PLATA
FUNCIONALIZADAS CON UN

SURFACTANTE GEMINI

3.1 ANTECEDENTES

En los ultimos afios, ha crecido el interés por los surfactante gémini (SG) debido a sus
propiedades superiores en comparacion con los surfactantes convencionales de una sola
cadena, entre las que se encuentran una concentracién micelar critica menor, mayor
viscoelasticidad y una mayor eficiencia en disminuir la tension superficial del agua en
comparacion al surfactante monomérico del que proviene [1]. En general, la estructura
guimica de los SG se indica usando las siglas Cm-Cs-Cm; donde m se refiere al nUmero de atomos
de carbono de las cadenas que forman las colas y s corresponde al nimero de atomos de
carbono del espaciador.

De los SG empleados como ligandos en la sintesis de AgNP, la mayoria de los ejemplos
incluye a surfactantes cationicos, principalmente (tabla 3.1). Por ejemplo, Xu et al. obtuvieron
AgNP esféricas monodispersas y estables en condiciones de micelas inversas empleando un
SG catiénico denominado 18 — 3 (OH) — 18 [2]. A su vez, empleando un surfactante

Cm-2-Cm con cadenas hidrocarbonadas de diferente largo, Bakshi observd que la cadena
mas corta (m: 10) favorecid la formacidn de nanocilindros a bajas concentraciones de semillas

en el crecimiento de AgNP@citrato mediado por semillas [3]. Por otra parte, cuando se utilizé
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un SG 12-2-12 como agente estabilizante, se obtuvieron AgNP esféricas con una buena
actividad catalitica [4].

Existen pocos ejemplos donde surfactantes gémini anidnicos se hayan utilizado como
ligandos de AgNP. Por ejemplo, Negm et al. utilizaron SG con cabezas polares de grupos
fosfatos y espaciador de polietilenglicol para realizar un intercambio de ligando por citrato y
mejorar la estabilizacién de las MNP [5]. Recientemente, Srivastava et al. emplearon una
mezcla de micelas como agentes estabilizantes de AgNP y observaron que a mayor proporcidn
de SG anidnico en la micela se previene la agregacidn de las nanoparticulas [6]; mientras que
Cheng et al. obtuvieron microparticulas con buena actividad SERS usando un SG aniénico Cm
— Ar — Cm (Ar: arilo) y un agente reductor suave [7].

Dentro de los SG, lo basados en aminoacidos presentan en muchos casos algunas ventajas
adicionales al ser compatibles con el medio ambiente, biodegradables, no toxicos y solubles
en agua, caracteristicas que permiten su aplicaciéon en cosmética, farmacia y biomedicina
[8,9]. De esta forma, el empleo de SG basados en aminodacidos naturales como agentes
estabilizantes de NP es un campo que merece ser explorado, ya que estos compuestos podrian
brindarles propiedades diferentes o mejoradas a las NP sintetizadas. Dentro de estos SG, los
derivados de acil aminodcidos fueron los mas investigados histdricamente. La mayoria de ellos
exhiben propiedades excelentes como una gran solubilidad en agua y biodegradabilidad [10].
Actualmente, el conocimiento es escaso en lo referido a la sintesis y las propiedades de
surfactantes derivados de cistina, cisteina, cistamina y arginina [11]. Por ejemplo, didecamido
cistina de sodio (SDDC) es un surfactante derivado de un aminoacido natural y estd compuesto
por cistina (cisteina dimérica, Cys) como cabeza polar y espaciador, y dos colas hidrofébicas
de 10 carbonos (10-Cys-Cys-10) (figura 3.1). Este surfactante puede complejarse con ciertos
metales (Cu, Ag, Fe), originando vesiculas con propiedades antimicrobianas frente a bacterias
Gram positivas y negativas [12] y se observd que es altamente eficiente como emulsificante
para brindar alta estabilidad térmica [13], lo que podria extender su aplicacidn a la sintesis de

nuevos materiales.
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Figura 3.1. Estructura quimica del surfactante gémini
anidnico didecamido cistina de sodio (SDDC).

Debido a las interesantes caracteristicas de los SG, en este capitulo se presentaran los
estudios realizados empleando el surfactante gémini SDDC como ligando y agente

estabilizante en la sintesis de AgNP.
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Tabla 3.1. Compilacién de las sintesis de AgNP estabilizadas con surfactantes gémini.

P —
Sur ’acifal"\te Confilmones Tamaiios/nm Forma ASPR/am E/mV  Ref.
gémini experimentales
NaBHa; micelas
18_3(c,)H.)_18 inversas; 2 h. 7,1 esferas 406 - [2]
(catidnico) o
agitacién
10-2-10; Semillas de AgNP, esferas:
12-2-12; . . L 37-48 nm; esferas,
acido ascorbico, . . ; 420 - (3]
14-2-14 AgNOs & NaHO cilindros: 2,8 a  cilindros, cintas
(cati6nico) gNLs 6,6 (RA)
16-s-16 Semillas de AgNP,
6 4
s:2,4,5,12 acido ascorbico, 5,5a 3,9 (RA) cilindros (Ior?oitidISnoal) [14]
(catidnico) AgNOs3 e NaHO &
12-2-12 NaBHa, 10 h.
L acHa, - 0 11 esferas 401 -35 (4]
(catidnico) agitacion
16-Im-s-Im-16;
12 12 f ;
$:2,5,6, NaBHa 3a6 esteras; 410 a 480 - 1]
(catidnico); elipsoides
Im: imidazolio
Semillas de AgNP,
16-2(0)2-16 AgNO3, 4cido .
2,3 (RA | 417 -31,4 1
(catidnico) ascérbico, NaHO, 3 (RA) cilindros 31, [16]
20 min agitacion
16-6-1 NaBH i
6.,6 .6 @ o 3.0, min 10 esferas 400 +49,2  [17]
(catidnico) agitacién
16-6-16;
14-6-14; glucosa, NaHO, +31a
12-6-12 60°C 1h agitacion 16,22 19,6 esferas 400 a420 +42 [18]
(catidnico)
12-s-12;
s:2,4,6,8, 10, . 50a115 cercanas a
12 NaBHg4, agitacidon (hidrodinamico) esferas 400 a 417 +58 [19]
(catidnico)
Cramida AT
derivada-Cr semillas 18a28 esféricas 420 +30a [20]
m: 12, 14, 16 . +42
(catiénico) AgNP@citrato,
24 h agitacion
16-9-16; semillas 6,1a23,3 cercanas a 4102435 /%[5
18-9-18 . esferas -81
(catiénico) AgNP@citrato,
24 h agitacion
10, 12, 14 1 hgsin ! 2000 microparticulas - - [7]
(aniodnico) ..
perturbacién
Agregados
mixtos
CPM: Ace(m)-2- .
NaBHs, 1
Ace(n); Z it‘;cié”r:'” 177 a 380 agregados 4102 435 - [6]
m= 10, 12; &
n=12
(anidnico)

RA = relacidn de aspecto.
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3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

v' Examinar el rol de un surfactante gémini derivado de aminodacido en la sintesis de
nuevas MNP.
v'  Caracterizar y evaluar las propiedades fisicoquimicas de las nanoparticulas

sintetizadas.

3.3 PROCEDIMIENTO EXPERIMENTAL

3.3.1 Reactivos

Los siguientes reactivos se utilizaron como se recibieron: AgNOs grado analitico (BioPack),
borohidruro de sodio (Tetrahedron), NaOH (95%, Cicarelli). El surfactante SDDC fue
sintetizado de acuerdo a la literatura [21] y generosamente provisto por las Dras. Erica Pachdn
Gdémez y Mariana Fernandez, del Dpto de Quimica Organica, Facultad de Ciencias Quimicas,
UNC. Se empled agua ultrapura obtenida de un instrumento Millipore-MilliQ (resistividad,

25°C: 18,2 MQ cm).

3.3.2 Instrumentos

Todos los espectros de absorcién se registraron en un espectrofotémetro UV-vis Shimadzu
1800 en un rango de longitudes de onda de 200-800 nm utilizando una celda de cuarzo (1 cm
de paso 6ptico).

Las imagenes de Microscopia Electrénica de Transmisién fueron obtenidas usando un
microscopio electrénico TEM-Jeol 1120, de 80 kV de voltaje de aceleracion en grillas de cobre
cubiertas con carbono (300 mesh, Electron Microscopy).

El potencial Z se registré en un Analizador de Particulas Delsa™ Nano S (Beckman Coulter)
a temperatura ambiente, tomando 5 mediciones promedio.

La centrifugacion se realizé en una Centrifuga Eppendorf 5804, rotor 11,5 cm.

Los espectros infrarrojos (FT-IR) se tomaron de un Microscopio Nicolet iN10: 16 scans,
resolucién de 16 cm?, ganancia de la muestra 1,0; apertura 80.

El analisis termogravimétrico (TGA) se realizd en un analizador termogravimétrico
modulado Hi-Res 145 TGA 2950 bajo atmdsfera de nitrégeno en un rango de 50 2C — 600 2C a

una rampa de temperatura de 10 2C / minuto.
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El espectro Raman se registré en un microscopio confocal Horiba LabRaman con un
objetivo 100x (NA = 0,12) en una geometria de retrodispersién. El tiempo de exposicién fue
de 10 s con una resolucion de 4 cm™ y 10 o 20 acumulaciones para SDDC y AgNP@SDDC,
respectivamente. La longitud de onda de irradiacion empleada fue de 514 nm para SDDC y
633 nm para AgNP@SDDC correspondientes a las lineas laser de Argon y He-Ne,
respectivamente.

El espectro fotoelectrénico de rayos X se obtuvo usando un Espectrometro Fotoelectrdnico
de Rayos X K-Alpha (Thermo Fisher Scientific) con una fuente monocromatica de rayos X Al-
Ka, hv = 1486,6 eV. Los espectros “survey” y de alta resolucién se recolectaron usando 150,
13 eV (paraC)y50eV (para O, S, Agy N) de energia de banda, respectivamente. Los espectros
de alta resoluciéon se resolvieron con el paquete de software XPST de Igor Pro 8.02°
(WaveMetrics, Inc.) usando funciones Gaussian-Lorentziana (70%:30%). Debido a las efectos
de sobrecarga en las mediciones, se empled la energia de enlace de Cls para carbonos
alifaticos (284,8 eV) como referencia y se corrigieron todos los espectros en funcién de la
misma.

El espectrofotémetro UV-vis, el analizador de particulas, la centrifuga, el analizador
termogravimétrico y el microscopio confocal forman parte del equipamiento disponible del
Instituto de Investigaciones en Fisicoquimica de Cérdoba (INFIQC). El microscopio infrarrojo
forma parte del equipamiento del Instituto de Investigacion y Desarrollo en Ingenieria de
Procesos y Quimica Aplicada (IPQA), mientras que el microscopio electrénico se encuentra en
el Instituto Nacional de Tecnologia Agropecuaria (INTA) Centro Regional Cérdoba y el
Espectrodmetro Fotoelectrénico de Rayos X en el Laboratorio de Microscopia Electrénica y

Andlisis por Rayos X (LAMARX).

3.3.3 Sintesis de nanoparticulas de plata funcionalizadas con SDDC

Las nanoparticulas de plata se sintetizaron agregando borohidruro de sodio (600 puL, 0,01
M) cada 30 segundos durante 3 minutos a una solucién de nitrato de plata (5 mL, 1 mM) y
surfactante SDDC (15 mL; 3,35 mM) en agua milliQ, bajo fuerte agitacion. Con el agregado del
borohidruro, la solucién cambid de color transparente a marrdn oscuro. Se dejé bajo agitacion
por 30 segundos mds luego del agregado completo de NaBHa. Las nanoparticulas se
concentraron y separaron del resto del surfactante por centrifugacién. Se tomaron alicuotas

de 5-6 mL y se centrifugaron a 2688 rcf (4000 rpm) por 30 minutos. Se descartd el
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sobrenadante y los “pellets” se redispersaron en 4 — 5 mL de agua milliQ en tubos Falcon™ de

polipropileno.

3.3.4 Caracterizacién de las hanoparticulas

El estudio de las distribuciones de tamafios de las particulas se realizé a partir de imagenes
de TEM al depositar 20 uL de soluciones coloidales de AgNP en grillas de cobre cubiertas de
carbono de 300 mesh; previamente secadas. Todas las imdgenes se analizaron usando el
software Imagel® y contando entre 200-1000 particulas.

Los espectros de absorbancia se registraron para identificar la maxima longitud de onda
(Amzx) de la banda de resonancia de plasmon superficial (SPR) y su ancho maximo a media
altura. También, se calculd el coeficiente de absorcién molar en agua y en mezclas agua —
etanol; y se obtuvo el potencia zeta. El coeficiente de absorcién molar a 25° C se determind
realizando soluciones de diferente concentracion de AgNP@SDDC en agua (0,15 —-0,46 nM) y
en mezclas etanol:agua 1:9 (0,1 — 0,25 nM) y se emplearon cubetas de 4 cm de paso 6ptico.
Las aproximaciones matematicas para estimar la concentracién de las nanoparticulas se
especifican en el Anexo A. El potencial zeta se determiné usando la celda del Analizador de
Particulas Delsa™ Nano S. El protocolo de medida involucrd enjuagar con etanol y agua, en
ese orden. Luego, se agregd aproximadamente 0,7 mL de AgNP@SDDC dispersadas en agua
MilliQ a temperatura ambiente. El potencial Z reportado corresponde a un promedio de 5
mediciones independientes.

Se realizaron espectros FTIR de muestras sélidas de SDDC y AgNP@SDDC, en discos de KBr,
para evaluar la presencia de SDDC como agente estabilizante de las nanoparticulas y se estimé
la cantidad de SDDC por nanoparticula mediante TGA de 1,555 mg de AgNP@SDDC liofilizadas
bajo las condiciones mencionadas previamente. Como control, se registrd el termograma del

SDDC. También, se recolectaron los espectros Raman y XPS de estas AgNP@SDDC.

3.4 RESULTADOS Y DISCUSION

3.4.1 SINTESIS DE NANOPARTICULAS DE PLATA EN PRESENCIA DE SDDC

Se realizé una novedosa sintesis de nanoparticulas de plata empleando borohidruro de
sodio como agente reductor y el surfactante gémini aniénico SDDC como estabilizante de

acuerdo al procedimiento experimental especificado en la seccion anterior. EI SDDC se empled
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a una concentracién superior a su concentracidon micelar critica (cmc: 0,28 mM a pH 7,00; 0,35
mM a pH 9,16) [21] y actué como molde y estabilizante en la sintesis, manteniéndose una
relacién molar de Ag*: SDDC de 1:10. Esta relacidn se eligié en base a experimentos previos
reportados en bibliografia, donde se determind la relacién éptima para el estudio de la
interaccidn de cationes con surfactantes gémini [12].

Al adicionar NaBH4 a soluciones acuosas incoloras de Ag* y SDDC, las mismas viraban a
dispersiones marrones transparentes. Este cambio en la coloracidn indicaria la formacién de
nanoparticulas metalicas [22], que luego fueron caracterizadas por diferentes técnicas con el
objetivo de evaluar su morfologia, contenido de ligando y como este interacciona con la

superficie de la nanoparticula.

3.4.2 CARACTERIZACION DE LAS NANOPARTICULAS DE PLATA FUNCIONALIZADAS CON

SDDC

3.4.2.1 Morfologia y caracterizacion espectroscopica de las nanoparticulas

Los espectros de absorbancia de las nanoparticulas sintetizadas se presentan en la figura
3.2. En ella, se observan bandas de absorbancia cuya posicién de la longitud de onda maxima
es atribuida a la banda de resonancia de plasmon superficial (SPR) para AgNP [23], a 454 nm.
Luego de la centrifugacidon, esta banda se desplazé a 417 nm y se hizo mas estrecha. Para
confirmar que la centrifugacion de la muestra permite separar AgNP con una distribucién de
tamafios mds homogénea, se determind el ancho maximo a media altura (FWHM) pre y post
centrifugacion. EI FWHM de la banda SPR es un indicador de la dispersidad de las
nanoparticulas. Un valor de FWHM alto se atribuye a una distribucién de tamafios amplia, lo
gue implica mayor polidispersidad; por el contrario, valores mds bajos indican
monodispersidad de las particulas [24]. Las AgNP@SDDC pre-centrifugadas presentaron un
FWHM mayor (FWHM = 188 nm) que las AgNP@SDDC post-centrifugadas (FWHM = 169 nm), lo
que indicaria que se obtuvieron nanoparticulas mas monodispersas luego del proceso de
centrifugacion.

En las imagenes de TEM de las particulas centrifugadas (figura 3.3) se observan AgNP
esféricas de 12 nm de diametro promedio (desviacién estandar, SD = 3). Este pequefio tamafo
puede atribuirse a las pequefias vesiculas que forma el surfactante al encontrarse a
concentraciones mayores que su CMC [12], dirigiendo la sintesis a la formacidon de

nanoparticulas esféricas y controlando el tamano final.
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La magnitud del potencial zeta es un factor predictivo de la estabilidad coloidal de la
solucidn. En general, valores mayores a +30 mV o menores a—30 mV indicarian alta estabilidad
de la solucién hacia la floculacion. Por otra parte, dispersiones con valores mas cercanos a
cero, se agregaran eventualmente debido a interacciones entre las particulas (van der Waals,
interacciones hidrofdbicas, enlaces de hidrégeno, entre otros) [25]. Las dispersiones de
AgNP@SDDC presentaron un valor de potencial zeta de — 27 mV (SD = 6); lo que indicaria

cierta estabilidad coloidal de las AgNP y resistencia a la agregacion.
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Figura 3.2. Espectro de absorbancia de una suspension coloidal de AGQNP@SDDC
pre-centrifugadas (M) y post-centrifugadas (@) a 25,0 °C. Paso dptico = 1 cm.

Figura 3.3. Imagen representativa de TEM de AQNP@SDDC a 25,0 °C. El

“debris” (material no nanoparticulado) de fondo se atribuye principalmente al
surfactante remanente.
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También, monitoreamos la banda SPR en funcién del tiempo para muestras de
AgNP@SDDC centrifugadas y almacenadas a temperatura ambiente (figura 3.4). Luego de 16
dias, se observé un leve incremento de la absorcién de las nanoparticulas, la disminucidn del
ancho de banda (FWHM menores) y el desplazamiento hipsocrémico de la banda SPR (417 a
411 nm). Aunque la longitud de onda maxima de absorcién de la banda SPR haya disminuido,
el tamafno promedio de las AgNP (a los 30 dias) presenté un incremento significativo (p < 0,05)
a 17 nm (SD = 4) sin observarse agregacion (Figura 3.5). Este incremento del diametro
promedio se atribuye al efecto de maduracién de Ostwald [26]. En comparacidn con otros
surfactantes anidnicos gémini, donde se obtienen particulas del orden de micrones [7] o
agregados mayores a 100 nm [6], usando SDDC obtenemos nanoparticulas esféricas dispersas
de pequefio tamafio, lo que indicaria que la naturaleza del surfactante empleado en la sintesis

de nanoparticulas influye considerablemente en el tamafio de la NP resultante.
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Figura 3.4. Espectro de absorcion de AGNP@SDDC a diferentes tiempos luego de
la sintesis a 25,0 °C.
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Figura 3.5. Imagen representativa de TEM de AgNP@SDDC luego de 30 dias de
la sintesis. El debris de fondo se atribuye al surfactante presente en la muestra.

Por otra parte, determinamos el coeficiente de absortividad molar (&) de las AgNP@SDDC
en agua luego de transcurridos 15 dias de su sintesis a 411 nm (figura 3.6). Se obtuvo un valor
de (4,2 £ 0,7) 108 M cm™ estimando la concentracion de nanoparticulas con el algoritmo
NANoPoLC [27] con modificaciones menores. Este algoritmo considera la polidispersidad del
nanomaterial al momento de estimar la concentracion del mismo en solucién, que es
importante para disminuir la variabilidad de resultados entre lotes diferentes de
nanoparticulas sintetizadas. Si no se considera polidispersidad [28], se obtiene un valor de €
de (3,6 £ 0,7) 108 Mt cm™. De la misma forma, este valor no se modifica significativamente

con la adicién de etanol 10 % v/v ([4 + 1] 108 MY cm™ a 410 nm).
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Figura 3.6. Espectros de absorcion de AGQNP@SDDC a diferentes concentraciones
([AgNP@SDDC] = 0,15-0,46 nM) a 25,0 °C. Grdfico interno: curva de absorbancia vs
la concentracion molar de AQNP@SDDC a 411 nm.
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3.4.2.2 Estudio de la funcionalizacidon de nanoparticulas de plata por SDDC

Espectroscopia Infrarroja de Transformada de Fourier

Para evaluar el rol del surfactante SDDC como ligando, se registrd el espectro FT-IR de las
AgNP@SDDC (figura 3.7), donde se observan las sefiales atribuidas a los grupos funcionales
de SDDC. Por ejemplo, se visualiza la vibracion de alargamiento N-H (amida secundaria) a 3177
cm, la banda amida | correspondiente a la vibracion de alargamiento del C=0 a 1628 cm*y
la banda amida Il resultante de la interaccidn entre la flexién N-H y el alargamiento C-N del
grupo C-N-H a 1530 cm™ [29]. También, se observaron las sefiales producto del estiramiento
asimétrico y simétrico del grupo carboxilato a 1584 cm™ y 1397 cm™, respectivamente. Entre
3000-2750 cm™, se encontraron las bandas correspondientes a las vibraciones de tensién del
enlace C-H de las cadenas alquilicas del surfactante.

Al comparar los espectros de SDDC y AgNP@SDDC se observan diferencias en la intensidad
de las sefiales de ambos debido a la diferencia en la concentracién de los mismos al registrar
los espectros. Por ello, se analizaron las relaciones entre la intensidad de las bandas de los
espectros de SDDC comparadas con las obtenidas para AgNP@SDDC. Se observaron
diferencias mayores al 40% en el caso de las sefiales que involucran a las vibraciones de los
grupos carboxilatos y amida secundaria del surfactante (tabla 3.2). Esto sugiere que las
diferencias observadas se deben a que la interaccién del SDDC con la superficie metalica

ocurre por medio de estos grupos funcionales.

1004
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Figura 3.7. Espectro FT-IR de SDDC (negro) y AgNP@SDDC (gris). La
numeracion indica las frecuencias vibracionales principales que se
presentan en la tabla 3.1.
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Tabla 3.2. Bandas de FT-IR (cm™) para SDDC y AgNP@SDDC.

Entrada Posicion de la Asignacion Absorcion Absorcion %A?
. . (]
banda (cm) g Relativas®®¢  Relativa”8NP@sPDC

Vn-4 de amida

1 3177 . - - -
secundaria
2 3000-2750 Ve-n alquilica - - -
0,84° 0,71° 15
C C

3 1628 V=0 (Amida l) 8:22(1 g:zgd ;2
0,71¢ 0,35¢ 51

1,00¢ 1,04¢ 4
4 1584 Vasc=0 carboxilato 0,76¢ 0,40¢ 53
0,85¢ 0,50¢ 41
_ . 0,76¢ 0,39¢ 51
5 1530 ON-H Y Ven (Amida 1) 0,84° 0,45 =3
6 1397 Vsc=o0 carboxilato 1,11¢ 1,24¢ 12

2 Diferencia entre la Absorcién Relativa®® y la Absorcidn Relativa®eN"@SPP¢ expresada en porcentaje.

b Absorcién Relativa de esta banda con respecto a la banda 4.
¢ Absorcion Relativa de esta banda con respecto a la banda 5.
4 Absorcién Relativa de esta banda con respecto a la banda 6.
€ Absorcidn Relativa de esta banda con respecto a la banda 1.

Andlisis Termogravimétrico

La proporcién de Ag y SDDC en la composicion de las AgNP@SDDC se evalué empleando la
técnica de andlisis termogravimétrico, cuyo termograma se observa en la figura 3.8A, y se
compard con la pérdida de masa de SDDC (figura 3.8B). En el termograma de las AgNP@SDDC
se puede apreciar un cambio de masa notable (47%) entre 200 y 4002C atribuido a la pérdida
de masa del surfactante gémini, comparable con la pérdida de masa observada en el
termograma de SDDC, y un 50% de residuo correspondiente al contenido metadlico de la
nanoparticula. Luego, se estimé la densidad del ligando para nanoparticulas de 12 nm en
funcién de la composicion porcentual de Ag y SDDC en las nanoparticulas.

Para realizar el termograma se emplearon 1,56 mg de AgNP@SDDC liofilizadas. De esta
masa, 0,78 mg corresponden a las AgNP (50%), 0,73 mg al SDDC (47%) y 0,05 mg a posibles
impurezas o al contenido de agua de la muestra (3%).

El peso molecular (PM) de una nanoparticula puede ser estimado empleando el peso
atémico de la Ag (107,9 uma), el nimero de Avogadro (Na) y el nimero de dtomos por

nanoparticula (N) (ecuacion 3.1).
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PMAgNP =N X 107,9 X 1,66 10_24 X NA Ecuacién 3.1

Donde N puede ser previamente determinado empleando la ecuacidn 3.2,

(RNP)3 Y
N={— Ecuacion 3.2
TAg

donde Rypy rag corresponden al radio promedio de la nanoparticula y al radio atomico,
respectivamente. En este caso, Ryp es 5,9 nm y ry, es 0,144 nm; por lo tanto, reemplazando
en la ecuacion 3.2, se obtiene que cada particula posee 68781 4tomos. Empleando la ecuacidn
3.1, se calcula que el PMgnp es de 7,42 x 10° g/mol.

La cantidad de SDDC (PM = 592,26 g/mol) por mol de AgNP se calculé usando la ecuacion
3.3, donde mgppc Y Mg corresponden a la masa en gramos de SDDC y Ag (determinada por

TGA) por nanoparticula, respectivamente.

moles SDDC PM X m
= AgNP SDDC Ecuacion 3.3

moles NP N PMSDDC X mAg

Empleando la ecuacién 3.3, se obtiene un valor de 11800 moles de SDDC por mol de AgNP,
lo que es equivalente a la cantidad de moléculas de SDDC por nanoparticula.

Finalmente, se calculd el valor de recubrimiento de superficie, normalizado respecto al area
superficial, obteniéndose un valor de 26 moléculas nm2. En este caso, al asumir una forma
esférica y un didmetro promedio de 12 nm; el area superficial de la nanoparticula puede ser

determinada usando la ecuacion 3.4; obteniéndose un valor de 452,4 nm?.
area superficial = 4mR? Ecuacién 3.4

El cociente del nimero de moléculas de SDDC/nanoparticula dividido por el drea superficial
es el valor de recubrimiento de superficie normalizado.

Conocer el grado de recubrimiento de la superficie de nanoparticulas funcionalizadas es
informacidén util que en escasas ocasiones se informa en la bibliografia. Por ejemplo, se ha
reportado que el grado de recubrimiento para AuNP (5-100 nm) funcionalizadas con acido 3-
mercaptopropidnico es de 7,8 nm= y analizadas por ICP-OES [30]. También, se informaron

densidades de recubrimiento de 4,97 nm™>, 458 nm? y 2,20 nm? de 4&cido
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mercaptoundecanoico, acido mercaptohexanoico y acido tioctico, respectivamente, sobre
AuNP y estudiadas por XPS [31]. Por otra parte, Lanterna et al. observaron que el grado de
cubrimiento de AuNP funcionalizadas con compuestos heterociclicos de azufre rondaba entre
las 2 a 5 moléculas nm™[32]. También, postularon que el cambio en el grado de recubrimiento
incrementaba a medida que aumenta el largo de la cadena lateral del ligando debido a
interacciones de van der Waals en las cadenas mas largas. A partir de esto y de la informacion
obtenida mediante las aproximaciones matematicas expuestas, es posible inferir que el
surfactante posee un alto grado de empaquetamiento sobre la AgNP. Este empaquetamiento
tan compacto se podria atribuir a que el SDDC interacciona con la superficie metalica a través

de una configuracion vertical monodentada (figura 3.9) en lugar de un enlace bidentado [33].

A TGA DITGA
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Figura 3.8. Curvas de TGA (—) y su correspondiente DTG (- - -) para
AgNP@SDDC liofilizadas (A) y SDDC (B) bajo atmdsfera de N,. La rampa de
calentamiento fue de 102C/min.
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Figura 3.9. Representacion grdfica del modelo propuesto para la absorcion de SDDC en la superficie
metdlica sugerido en base a la informacion obtenida a partir de los datos de TGA y SERS. Los
resultados permiten inferir la union monodentada a través de un grupo carboxilato.

Espectroscopia Fotoelectronica de Rayos X

Para obtener mas informacién de la composicion de las AgNP se obtuvieron los espectros
XPS barriendo un amplio rango de energias de enlace para el surfactante y las AgNP@SDDC
(figura 3.10). Se observaron las sefiales correspondientes a carbono, oxigeno, nitréogeno vy

azufre en la muestra, lo que confirma la presencia de SDDC en la superficie de la nanoparticula

metalica.
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Figura 3.10. Espectro XPS de AQNP@SDDC. Se observan las sefiales que corresponden a los
elementos que componen el surfactante (imagen interna). CPS: cuentas por segundo.
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Se realizaron espectros de alta resolucion de cada elemento encontrado en la muestra de
MNP (figura 3.11). La sobrecarga de la muestra analizada generé deformaciones en los
espectros de alta resolucidn y desplazamiento de la sefial de cada especie a energias de enlace
mas altas. Si bien este efecto se corrigié empleando como referencia la sefial de carbonos
alifaticos a 284,8 eV, solo fue posible realizar la identificacidn de las especies presentes en la
superficie de las AgNP@SDDC. Debido a la deformacién de las sefiales observadas, no fue
posible realizar la cuantificacidon de los componentes de la muestra.

De esta manera, en la figura 3.11A se observan las sefiales de las especies -C-C-/-CHz- y
COO a 284,8 eV y 287,9 eV; respectivamente. Las sefales correspondientes al grupo -NH a
400 eV se presentan en la figura 3.11B y al oxigeno del grupo -COO" a 531,3 eV en la figura
3.11C. En la figura 3.11D, se observan sefiales a 368,3 eV y 374,3 eV que corresponden a Ag
3ds,2 y Ag 3d3)2, respectivamente. Finalmente, el espectro de alta resolucion del S 2p (figura
3.11E) presentd dos sefales a 163,2 eV y 164,4 eV que se asignaron a S 2psn y 2pi/2,
coincidentes con las sefiales observadas para el puente disulfuro de la cistina [34]. Este estudio
nos permitié confirmar la presencia del surfactante en la superficie de la NP.

Debido a que, mediante esta técnica, no es posible distinguir entre la sefial proveniente de
puentes disulfuro o de enlaces tioles (poseen la misma energia de enlace); se requirid de
experimentos adicionales para evaluar si el puente disulfuro del surfactante se conservaba o

no. Para ello se realizd espectroscopia Raman y SERS, descriptas a continuacion.
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Figura 3.11. Espectros de XPS de alta resolucion de C1s (A), N1s (B), O1s (C), Ag3d (D) y S2p (E).
CPS: cuentas por segundo. En color (e ®e) se observa el espectro experimental y en negro (—) el ajuste de
los valores experimentales.

Espectroscopia Raman y Espectroscopia Raman intensificada por la superficie

Por otra parte, se realizd espectroscopia Raman con el objetivo de obtener informacion
sobre la orientacion del surfactante con respecto a la superficie de la NP y sobre el estado del
puente disulfuro. En la figura 3.12 se observa el espectro Raman del SDDC (A) y el espectro
SERS de las AgNP@SDDC (B). En el espectro de SDDC se puede observar la seiial

correspondiente al estiramiento del puente disulfuro del surfactante a 512 cm™, que esta
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presente en las AgNP@SDDC a 476 cm. Entre otras, las sefiales del espectro Raman de SDDC
correspondientes a 1371 cm™ y 668 cm™ se atribuyen al estiramiento simétrico del grupo
carbonilo del carboxilato y al estiramiento C-S, respectivamente.

En el caso de las AgNP@SDDC, se observa el incremento de la sefial del grupo C=0 del
carboxilato del surfactante y la ausencia de la sefial correspondiente al enlace C-S. Como se
describid en el capitulo I, el incremento de las sefiales depende de la distancia del adsorbato
a la superficie metalica y a menor distancia mayor es el incremento que se obtiene. Por lo
tanto, se presume que el surfactante interacciona con la superficie de la nanoparticula por
una interaccion monodentada mediada por el grupo carboxilato del SDDC. Se propone este
tipo de interaccién debido a que se observa la conservacién del enlace S-S en la nanoparticula
metalica. Si se considera una interaccién bidentada, el grupo S-S se encontraria muy cerca de
la superficie metilica, lo que favoreceria su clivaje y desapareceria la sefial a 476 cm™ [33]. La
presencia de esta sefal apoya la premisa de una interaccién monodentada. Los valores de
desplazamiento Raman, observados para la sefial de estiramiento del enlace S-S en las
AgNP@SDDC, podrian ser el resultado de una conformacion rigida para este enlace,
posiblemente como consecuencia del gran empaquetamiento de SDDC en la superficie de la

NP [33].

Intensidad Raman (u.a.)

1400 1200 1000 800 600 400
Desplazamiento Raman / cm?

Figura 3.12. (A) Espectro Raman de SDDC sélido (excitacion a 514 nm). (B)
Espectro SERS de AgNP@SDDC liofilizadas (excitacion a 633 nm).
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3.5 CONCLUSIONES PARCIALES

v En presencia de SDDC se obtienen AgNP esféricas de 12 nm que resultan estables a la

agregacion en dispersiones acuosas.

El contenido de Ag y SDDC por particula determinado corresponde a 50% Ag y 47%
SDDC, equivalente a unas 11800 moléculas de SDDC por AgNP.

La prevalencia de SDDC sobre la superficie metdlica fue confirmada por FT-IR, XPS y
SERS.

En base a los resultados obtenidos por TGA, FTIR y SERS, se evidencia que SDDC
interacciona mediante una unidon monodentada via el grupo carboxilato, conservando

intacto el enlace disulfuro y con un alto grado de empaquetamiento.
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NANOPARTICULAS DE PLATA
FUNCIONALIZADAS CON SDDC

COMO CATALIZADORES

4.1 NANOPARTICULAS COMO CATALIZADORES

El término “catalisis” fue introducido por Berzelius en 1893 para clasificar a ciertas
reacciones quimicas cuyo progreso estaba condicionado por sustancias adicionales que no
formaban parte de los productos de reaccion [1]. Actualmente, la catdlisis se conoce como el
proceso de introducir una especie quimica a una reaccién para incrementar su velocidad. Esta
especie, conocida como catalizador, provee una via de reaccidn alternativa con una energia
de activacion menor y no se consume en el transcurso de la reaccidn. La catalisis posee una
enorme significancia tecnoldgica, al reducir tiempos de reaccion y costos en la produccién de
energia, la industria quimica y la tecnologia ambiental [2].

En general, la catdlisis se clasifica en homogénea, cuando todos los componentes de la
reaccidn se encuentran en una sola fase; o heterogénea, cuando al menos existen dos fases
en la reaccidén. En los uUltimos afios, el progreso de la nanociencia y la nanotecnologia llevé al
surgimiento de la nano-catdlisis, cuando esta es mediada por nanoparticulas; la cual se
encuentra de alguna manera entre las catalisis homogénea y heterogénea [3].

Con la nano-catalisis se cumplen dos condiciones importantes. Primero, los electrones de
valencia del sitio activo del nanocatalizador estan altamente confinados, condicidon que

diferencia a los catalizadores en la escala nanométrica en relacion a su material masivo.
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Segundo, los nanocatalizadores estan disefiados en condiciones controladas, donde Ia
actividad, especificidad y selectividad de un catalizador puede ser modificada modulando el
tamafio de la particula, mediante la incorporacién de dtomos diferentes, cambiando la carga
de la particula o modificando sus propiedades magnéticas [1].

En los Ultimos afios, una de las aplicaciones mds importantes para las AgNP consiste en la
catélisis de reacciones quimicas. Ultimamente, se ha incrementado el interés en la sintesis
organica mediada por nanocatalizadores de plata debido a su reactividad y selectividad,
estabilidad, reciclabilidad y por su economia atémica [4]. Las AgNP de diferentes formas y
tamafios son capaces de catalizar muchas reacciones organicas: de ciclacién, adiciones de
Michael, alquilaciones, oxidacidn, de acoplamiento cruzado, reducciones, entre otras [4]. A su
vez, las AgNP han logrado catalizar reacciones de baja selectividad. Por ejemplo,
cinéticamente no es posible generar en un tiempo razonable la reduccién de p-nitrofenol
incluso en presencia de un agente reductor fuerte como el NaBHj [5]. Pero, con la adicién de
AgNP al medio de reaccién, la reduccién se lleva a cabo rdpidamente con la consecuente

formacién de p-aminofenol [6-9].

4.1.1 CATALISIS EN LA REDUCCION DE 4-NITROFENOL

El p-nitrofenol (4-NPh) es un contaminante orgdnico que proviene de aguas residuales de
origen industrial generando problemas en la vida humana y de otros organismos vivos. Este
contaminante se origina durante la produccién de insecticidas, colorantes sintéticos,
diferentes herbicidas, productos farmacéuticos y de varias industrias quimicas y sintéticas. La
Agencia de Proteccién Ambiental de Estados Unidos (EPA) clasificdé a 4-NPh entre los 114
contaminantes organicos que generan efectos adversos en la salud humana y de otros
organismos vivos. Por otra parte, la especie reducida del 4-NPh, el p-aminofenol (4-APh), es
un precursor importante en la sintesis de varios fdrmacos (analgésicos y antipiréticos); como
agente anti-corrosion y lubricante en combustibles [10].

La estrategia mas empleada para la reduccién catalitica de 4-NPh es la utilizacién de MNP
como catalizadores, por ejemplo: nanoparticulas de plata, de oro, paladio, platino, entre
otras; y de NaBH4 como agente reductor. Debido a la facilidad de monitoreo del transcurso de
la reaccién por espectroscopia UV-visible, la reduccién de 4-NPh se emplea como reaccién
modelo para evaluar las propiedades cataliticas de las MNP, donde se observé que las AgNP

son uno de los nanomateriales mas efectivos [11-17].
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El mecanismo de reaccidn propuesto en literatura para la reduccidn de 4-NPh por NaBH4
mediado por AgNP se presenta en las figuras 4.1 y 4.2 [11,13]. Inicialmente, el NaBH4 se
hidroliza generando B(HO)4™ y liberando hidrégeno. En consecuencia, el 4-NPh se transforma
en el ion nitrofenolato (4-NPhO~) debido al pH basico del medio de reaccion, que absorbe a
una longitud de onda de 400 nm. Luego, las especies activas de hidrégeno y el 4-NPhO™ se
adsorben a la superficie de la nanoparticula para que se lleve a cabo la reduccién. En una
primera etapa (l), el 4-NPhO™ se reduce inicialmente a 4-nitrosofenol, que rdpidamente se
convierte en 4-hidroxilaminofenolato (4-HxPhO~), que es el intermediario mas estable de la
reaccién. En una segunda etapa (Il), que en general es la etapa determinante de la velocidad,
el 4-HxPhO~ se convierte en el producto final de la reaccién [11]. La formacién de 4-APhO™ se
observa por el incremento en la absorbancia a 300 nm. El perfil cinético de la reaccién se

presenta en la figura 4.3.

BH; + H,0

B(HO);

e (=

e

Figura 4.1. Representacion del modelo Lagmuir-Hinshelwood para la reduccion
de 4-NPh por NaBH, mediado por AgNP. Ref. [11].
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Figura 4.2. Mecanismo propuesto para la reduccion de 4-NPh por NaBH, a pH bdsico. Ref. [13].
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Figura 4.3. Perfil cinético para la reduccion de 4-NPh (negro) por NaBH, propuesto por Gu
et al., donde se distinguen las diferentes etapas de la reaccion. También, se observa la
variacion en la concentracion de 4-HxPhO™ en funcidn del tiempo (rojo). to: tiempo de
induccion; ts: tiempo de inicio de la etapa Il. Ref. [13].

4.1.2 AUTOCATALISIS EN EL CRECIMIENTO DE NANOPARTICULAS MEDIADO POR SEMILLAS

En la Jultima década, se han desarrollado diferentes estrategias para producir
nanoparticulas de oro y plata con diferentes propiedades plasmodnicas [18]. Una de las
estrategias mas empleadas se denomina “crecimiento mediado por semillas”, que es una
metodologia fdacil, sencilla y de bajo costo. Esta metodologia consiste en adicionar
nanoparticulas pequenas de una determinada composicion (semillas) a una solucién que
contiene iones metalicos y un agente reductor suave para el crecimiento de estas particulas
[19].

La morfologia del nanomaterial resultante puede ser dirigida empleando diversos

surfactantes, como se mencioné en el capitulo I. Por ejemplo, es posible sintetizar
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nanocilindros de plata al adicionar semillas de plata (AgNP) a una solucién de crecimiento
compuesta por CTAB (bromuro de cetiltrimetilamonio), AgNOs, acido ascérbico e NaOH [20].
Los nanocristales de plata se preparan por reduccién quimica con NaBH4; empleando citrato
de sodio como agente estabilizante, se dejan envejecer por un cierto periodo de tiempo y
luego se adicionan a la solucién de crecimiento como semillas [21]. El surfactante CTAB actua
como agente que dirige la sintesis al formar una bicapa catidénica unida firmemente a las
nanoparticulas de plata, adsorbiéndose en planos especificos de la misma y permitiendo el
crecimiento en una sola dimension [22]. EI AgNOs aporta los iones precursores para la
formacion de las nanoestructuras de plata. El acido ascorbico actla como agente reductor y
el NaOH se agrega en un etapa final para ajustar el pH de la solucién y favorecer el crecimiento
y formacién de nanocilindros [22].

Las estrategias que emplean semillas tienen la ventaja de aprovechar la catalisis de
superficie para generar particulas mas grandes. Las semillas que se agregan a la solucion de
crecimiento catalizan la reduccién del ion metalico precursor sobre la superficie de la
nanoparticula por el agente reductor [19]. Este fendmeno de autocatdlisis ha sido reportado
por varios autores [23-26]. Por ejemplo, McGilvray et al. desarrollaron un nuevo método para
sintetizar AUNP mediante la fotdlisis de AuCl; en presencia de donores de hidrégeno [26].
Inicialmente, el Au3* se reduce por H,0, para formar AuNP vy clusters, cuya superficie
reactiva cataliza la reduccién adicional de Au3* en la solucién. Harada et al. también
evidenciaron autocatalisis en la sintesis de AgNP por fotorreduccion de AgClO, en una
solucién acuosa de PVP (polivinilpirrolidona) [27]. Por mediciones de SAXS (Dispersion de
Rayos X de angulo pequeiio), observaron que, en procesos de rapida reduccién-nucleacién,
pequefios nucleos o particulas (radio promedio ~2,5 nm) se generan por reduccion
autocatalitica. Luego, los nucleos formados generan AgNP mas grandes por maduracion de
Ostwald y coalescencia [27].

El crecimiento por semillas permite separar efectivamente los periodos de nucleacion y
crecimiento en la formacién de la nanoparticula, generando el incremento de la
monodispersidad en relacién a otros métodos sintéticos donde la concentracién de los
reactivos y estabilizantes debe ajustarse estrictamente para obtener los tamafios deseados
[28]. La eleccion del agente reductor también es esencial para un crecimiento efectivo: los
agentes reductores fuertes pueden favorecer la generaciéon de nuevos nucleos en la solucién,

proceso denominado nucleacién secundaria, lo que produce nanoparticulas con una gran
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distribucién de tamaiios [19]. Debido a que la barrera energética de la nucleacion homogénea
espontdnea es extremadamente alta, la nucleaciéon es dificil en comparacién con el
crecimiento mediado por semillas. Pero, algunos nicleos nuevos pueden generarse en este
proceso en una condicién critica de sobresaturacién que disminuye la barrera de activacion
de la nucleacion homogénea espontdnea debido a la catalisis generada por las semillas [29].
Para suprimir la nucleacién secundaria, el requisito bdsico para el crecimiento mediado por
semillas es emplear un agente reductor suave. Por esta razén, el citrato de sodio, el NH4OH y
el acido ascérbico se han utilizado para fabricar nanoparticulas de oro monodispersas
utilizando el proceso mediado por semillas [20,30,31]. Sin embargo, es dificil evitar la
nucleacidon secundaria utilizando estos agentes reductores debido a que su capacidad
reductora es relativamente fuerte en ciertas condiciones. La incorporacion de los surfactantes
en parte resolveria este problema al formarse complejos metal-surfactante para mejorar la
estabilidad del ion metalico, pero se hace dificil controlar la forma de las particulas y remover
el surfactante [29]. Por ello, la eleccién de agentes reductores y las condiciones de reaccién
son parametros a tener en cuenta para favorecer el crecimiento por sobre la formacién de
nuevos centros de nucleacion [32].

Como se ha expuesto, las propiedades cataliticas de las nanoparticulas, especificamente de
AgNP, pueden emplearse para obtener ciertos productos de interés, valiéndonos de las
ventajas de los sistemas cataliticos. Debido a esto, resulté interesante explorar las potenciales
aplicaciones de las AgNP@SDDC, obtenidas en esta tesis, en la catalisis de una reaccién

organica modelo y en condiciones de crecimiento mediado por semillas.

4.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

v' Determinar si las AgNP@SDDC poseen propiedades cataliticas al evaluar su rol en la
reduccion de 4-nitrofenol por borohidruro de sodio en agua a temperatura ambiente,

y en la sintesis de nuevas nanoparticulas.

4.3 PROCEDIMIENTO EXPERIMENTAL

4.3.1 Reactivos
Los siguientes reactivos se utilizaron sin tratamiento adicional: p-nitrofenol (Aldrich),

citrato de sodio dihidratado (Anedra), dcido L-ascérbico (Anedra) y KBr (Merk).
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4.3.2 Sintesis de semillas de nanoparticulas de plata funcionalizadas con citrato

En un Erlenmeyer que contenia AgNO3 0,25 mM y citrato de sodio 0,25 mM, se agregaron
alicuotas de 0,1 mL de NaBH4 (10 mM) cada 30 segundos bajo agitacién magnética vigorosa y
a temperatura ambiente. Luego de la adicion de NaBHg, el color de la solucién viré a amarillo.
La agitacidon se mantuvo 30 segundos mas luego del agregado del NaBHa.

Estas semillas se almacenaron por 2 horas antes de su uso.

4.3.3 Actividad catalitica de las nanoparticulas

Para evaluar la actividad catalitica de las AgNP@SDDC se seleccioné la reduccion de p-
nitrofenol como reaccion modelo. Primero, se agregd 4-nitrofenol (4-NPh) 59,2 uM y NaBH4
181 o 195 mM a una cubeta de cuarzo de 1 cm de paso Optico. En estas condiciones se
considera que la velocidad de la reaccidn es de orden cero respecto al NaBH4 [11]. Luego, se
agregaron AgNP@SDDC (106; 211 o 314 pM) y se registraron los espectros de absorcion de la
muestra en el tiempo hasta que la banda de 400 nm desaparecia completamente. Una vez
confirmada la ocurrencia de la reaccién, se registrd la absorbancia a 400 nm y 25,0 °C, con
intervalos de 2 segundos, usando el modo cinético del software del instrumento. Cada
experimento se realizd por duplicado. Como experimento control, se realizd la reacciéon en
ausencia de AgNP@SDDC, en ausencia de NaBH4 y en presencia de SDDC Unicamente.

A su vez, la actividad catalitica también se evalué mediante la incubacién de las semillas
sintetizadas en soluciones de crecimiento. Para ello, se prepard la solucién de crecimiento
formada por SDDC (3 mM), AgNOs3 (0,23 mM) y acido ascdrbico (7,2 mM), agregados en ese
orden. Luego, se adicionaron 125 uL de semillas envejecidas por 2 horas o por 24 horas
(AgNP@citrato o AgNP@SDDC) seguido de la adicion de NaOH (9,1 mM). En ciertos casos, no
se adiciond el acido ascdrbico o se agregd KBr. Todas las muestras se incubaron por 48 h antes

de la centrifugacidn y posterior andlisis.

4.4 RESULTADOS Y DISCUSION

4.4.1 REDUCCION DE 4-NITROFENOLATO

El potencial catalitico de las AgNP@SDDC se evalud utilizando la reduccidon de p-
nitrofenolato (4-NPhO~) para producir 4-aminofenolato (4-APhO~) en presencia de

borohidruro de sodio como reaccién modelo.
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En ausencia de AgNP@SDDC la reduccion no se observé dentro de las 6 horas (figura 4.4)
en las condiciones experimentales empleadas en esta tesis. Sin embargo, cuando al medio de
reaccion se agregan AgNP@SDDC de 11 nm (211 pM), disminuye la absorbancia a 400 nm
correspondiente al 4-NPhO~ con una conversidon completa a los 30 minutos de iniciada la
reaccion (figura 4.5). La ausencia de un punto isosbéstico claro indica que la reaccién involucra
mas de una etapa para obtener el producto final; lo cual también fue observado por Souza et
al. con nanoparticulas de Pt cubiertas de un surfactante zwitteriénico [17]. Cabe destacar que
al adicionar AgNP@SDDC a la solucidn en ausencia de NaBHa, no se observé reduccién del 4-

NPhO~. Lo mismo ocurrié al afiadir SDDC en lugar de las AgNP@SDDC.
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Figura 4.4. Espectros de absorbancia del 4-NPhO~ (59,2 uM) con NaBH,
(195 mM), sequido por 6 horas a 25,0 °C.
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Figura 4.5. Espectros de absorbancia a diferentes tiempos para la reduccion de 4-NPhO~
(59,2 uM) por NaBH, (195 mM ) en presencia de AgNP@SDDC (211 pM), a 25,0 °C. Las

leyendas muestran el tiempo transcurrido en segundos y la flecha indica el sentido en que
evoluciona la reaccion.
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4.4.1.1 Analisis del perfil cinético de la reduccién de 4-nitrofenolato

El perfil cinético de esta reaccidn se observa en la figura 4.6, donde se pueden evidenciar
tres regiones: (i) un periodo de induccion delimitado por el tiempo de induccidn, to; (ii) y (iii)
dos régimenes cinéticos caracterizados por poseer diferentes pendientes, lo que indicaria que
se produce un cambio en el paso limitante de la velocidad. El perfil cinético observado para la
reaccidn es consistente con el descripto por Gu et al. (figura 4.3) [13]. De acuerdo con este
trabajo, la constante de velocidad de la reaccidn para la etapa (ii) esta asociada con un paso
limitante de la velocidad dominado por la formacidn de 4-HxPhO™ a partir de 4-NPhO™. En este
caso, no se espera observar un punto isosbéstico debido a la superposicidon de los espectros
de tres compuestos cuya concentracidén varia con el tiempo (4-NPhO~, 4-nitrosofenol, 4-
HxPhO™). En el caso del régimen (iii), se asume un estado estacionario para 4-HxPhO~ y la
formacién de 4-APhO™ se convierte en la etapa limitante de la velocidad [13].

Por otra parte, en diferentes experimentos se observo variacion del tiempo de induccidn
de la reaccién (tabla 4.1). Esto puede estar asociado a variaciones en la concentracion de Oy,
un factor critico determinado, recientemente, por Menumerov et al. [33]. Su trabajo consistid
en monitorear simultaneamente la disminucion de la sefial espectroscépica de 4-NPh vy el
contenido de oxigeno disuelto en la solucion acuosa. Observaron que el periodo de induccién
correspondia al intervalo de tiempo requerido para que los niveles de oxigeno disueltos en la
solucién disminuyeran por debajo de un valor critico, que depende de la naturaleza del
catalizador empleado (Au, Ag o Pd). A partir de esto, fue posible controlar, completamente, el
periodo de induccidn: se logré eliminar, extenderlo indefinidamente o incluso obtener
multiples periodos de induccidn en el transcurso de una Unica reaccién. A su vez, fueron
capaces de determinar que el producto obtenido, 4-APhO~, puede reaccionar con el oxigeno
disuelto para generar 4-NPhO™ nuevamente. Estos hallazgos indican que to corresponde a un
periodo donde el producto de la reaccidon se convierte en el reactivo de partida por una

reaccion secundaria.
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Figura 4.6. Perfil cinético registrado a una longitud de onda de 400 nm para la reduccién de 4-
NPhO™ (59,2 uM) en presencia de AgNP@SDDC (211 pM). La elipse roja indica el periodo de

induccion (i) y la flecha sefiala el tiempo de induccion to. Las lineas azul y violeta indican los
diferentes regimenes cinéticos observados (ii e iii).

Tabla 4.1. Tiempos de induccion de la reaccién catalizada por AgNP@SDDC.

AgNP@SDDC?/pM Tiempo de induccién®/s
106 44-220
211 20-82
314 54-76

2 Calculada usando el algoritmo NANoPoLC.
bn=3,

4.4.1.2 Determinacion de la constante de velocidad aparente

La reaccidon de reduccidn de 4-NPhO™ se realizé en condiciones de pseudoprimer orden. En
general, el NaBH4 se utiliza en concentraciones elevadas en relacion con la concentracidn del
catalizador y del 4-NPhO~, de modo que se asume que la velocidad de la reaccién sélo depende
de la concentracion de 4-NPhO™. En estas condiciones, la constante de velocidad de la reaccidn
(kapp) puede ser determinada directamente a partir del ajuste lineal de la funcién In (4/A4,)
con respecto al tiempo, de acuerdo con condiciones de pseudo primer orden, siendo A y Ao
las absorbancias a tiempo t y to, respectivamente (Ecuacion 4.1). La constante kg, se
relaciona con el area superficial total (S) disponible en las nanoparticulas, acorde a la ecuacion

4.1 [11],
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—dc; A .
Tl lnA—O = kappCt = k1Sc; Ecuacion 4.1

donde c; es la concentracién de 4-NPhO™ a un tiempo t, k; es la constante de velocidad
normalizada respecto del area superficial total de la NP, S. La kg, €s un parametro que
permite evaluar la actividad catalitica de una determinada especie quimica. Generalmente, un
valor mayor de kg, indicaria una actividad catalitica mayor [11].

Finalmente, se procedié a sustraer el tiempo de induccién de cada experimento y se
determind la kg, a partir de la regresion lineal del In (A/Ao) a 400 nm versus el tiempo. Cada
régimen se ajusté en funcién de los siguientes intervalos de tiempo: 0-14 segundos para el
régimen (ii) y 60-180 segundos para el régimen (iii) (figura 4.7 es representativa). Los valores
de kgpp fueron calculados para cada una de las concentraciones de catalizador empleadas y

se resumen en la tabla 4.2.
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Figura 4.7. Dependencia de In (A/Ay) vs tiempo para la reaccion de 4-NPhO™ (59,2 uM) con NaBH,
(195 mM) empleando AgNP@SDDC (211 pM) como catalizador, en las etapas ii (A) y iii (B).
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Tabla 4.2. Constantes de velocidad aparentes determinadas para la etapa (ii) y (iii) a diferentes
concentraciones de AgNP@SDDC, a 25,0 °C.

) kapp promedio©/103 s1
AgNP@SDDC?/pM  Area superficial total®’/m?2L™!

106 0,0259 1,70 (0,03) 1,30 (0,01)
211 0,0515 12 (6) 2,19(0,5)
314 0,0767 14 (3) 1,8 (0,1)

2 Calculada usando el algoritmo NANoPoLC.
® Estimada usando el didmetro promedio.
¢n =3, entre paréntesis se expresa la SD.
d

n=4.

Para todos los niveles de concentracidn de catalizador estudiados se observé que, cuando
la velocidad de aparicién de 4-APhO™~ esta limitada por la etapa | (figura 4.2), la reaccién es
mas rapida que cuando la limitante es la etapa Il (figura 4.2) (Kapp (i) > Kapp iity)- ESto implica
que, a tiempos cortos, el intermediario 4-HxPhO™~ se genera rapidamente, pero su reduccion
a tiempos mads largos es lenta [13]. Cuando la concentracién de 4-HxPhO~ aumenta
rapidamente al inicio de la etapa I, comienza a competir con el nitrofenol en la superficie de
la nanoparticula y esto ralentiza la velocidad de la reaccién [13]. A su vez, el 4-HxPhO™ se
adsorbe fuertemente a la superficie de las nanoparticulas, lo que podria explicar que, luego
de su formacién, disminuya la velocidad de la reaccidén sin observarse que el mismo se
acumule en solucién [13].

Por otra parte, al duplicarse la concentracion de catalizador se evidencia un incremento de
la constante de velocidad; pero el subsiguiente incremento en la concentracion de
AgNP@SDDC no genera variaciones significativas en el valor de kg, . De acuerdo a la ecuacion
4.1, se espera que el valor de kg, sea linealmente proporcional al area superficial de las
nanoparticulas en el sistema [12,34,35]. Sin embargo, con las AgNP@SDDC se observa una

“saturacion” del sistema a las concentraciones de catalizador analizado.

4.4.1.3 Comparacion de la actividad catalitica de las nanoparticulas de plata funcionalizadas

con SDDC con otras nanoparticulas de plata similares

Como se describi6 en la seccién anterior, los valores de kg, estan relacionados con la

cantidad de catalizador empleado en la reaccién. Si bien la reduccién de 4-NPhO~ es una
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reaccion modelo empleada para evaluar las propiedades cataliticas de muchos
nanomateriales, la comparacion directa de los datos con la literatura es complicada debido a
la gran variedad de pardmetros cataliticos que se han reportado [35]. Para independizarse de
estos parametros y comparar la actividad catalitica de diferentes nanoparticulas, se emplea la
constante de velocidad normalizada por la superficie (k;). Esta constante se determina como
la pendiente de la curva de kg, versus la concentracion de catalizador.

En este caso, se realizo una estimacion de k; realizando el cociente entre la k), y el drea
superficial total de las AgNP@SDDC. Los valores obtenidos indicarian que la actividad catalitica
es mayor para la etapa ii (~0,4 st m? L) comparada con la etapa iii (~0,04 s* m2 L) y en ambos
casos son similares o mejores que para otros valores informados en literatura (tabla 4.3)
[12,16]. Por ejemplo, AgNP estabilizadas con polimeros (PEI ramificada, figura 4.8) presentan
una actividad catalitica de 0,0081 s m2 L0 0.57 s m* L dependiendo del polimero empleado

como estabilizante [16].

Tabla 4.3. Comparacién de la velocidad normalizada por la superficie (ki) de AgNP con

diferentes estabilizantes.

Estabilizante Tamafio de las AgNP ki(s? m?2L)
PEI® derivatizado (E11)¢ 24,5+4,1 0,57
PEI® derivatizado (E5)¢ 19,5+9,2 0,0081
i=0,4°
sbbcd 11 (SD = 4)
ii = 0,04

2 polietilenimina ramificada.
® k; = kapp/drea superficial total.
¢ Ref. [16]. E1 = cloroetanol/bromobutano.

d Esta tesis.
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Figura 4.8. PE|l derivatizado empleando 2-cloroetanol y 1-bromooctano
(izquierda, E11) o 1-bromobutano (derecha, E5).

4.4.1.4 Evaluacién de la performance del catalizador en reacciones consecutivas

Dado que este proceso corresponde a una catdlisis mixta y que no fue posible aislar el
catalizador post-reaccion (dada la minima concentracién utilizada), se evalué la reutilizacion
de las AgNP@SDDC en reacciones consecutivas. Para ello, luego de un ciclo de reaccidn, se
adicioné mas cantidad de 4-NPhO~ al medio (65 uM). Es importante destacar que al inicio de
la segunda reaccién aun se encontraban presentes en la solucion los productos obtenidos de
la primera reaccion. Luego de transcurridos 60 minutos desde el inicio del primer ciclo y al
adicionar mas 4-NPhO-, éste se redujo pero a una velocidad menor (figura 4.9). A su vez,
también se observa la presencia de un punto isosbéstico, lo que indica que la reduccién del 4-
NPh se produce en una sola etapa y que la cantidad de 4-APhO~ generado por unidad de
tiempo es exactamente igual a la disminucidn de la concentracién de 4-NPhO~ [13].

Para la segunda reaccidn, se determind un valor de kapp de 0,54 x 103 s cuando la
concentracion del catalizador fue de 211 pM, con un tiempo de inducciéon de
aproximadamente 900 segundos (15 minutos). Se produjo una disminucién del 70% y del 95%
en el valor de k,p,,, en comparacion a las kg, de los régimenes (ii) y (iii) para la misma
concentracion de catalizador, respectivamente. Esta disminucién se puede atribuir a la
disminucion en la concentraciéon de NaBHs (ya que este no se repuso) y a cambios en la
superficie del catalizador luego del primer ciclo de reaccion. Esto ultimo puede analizarse
mediante la comparacién de imagenes de TEM del catalizador antes y después de la reaccion
(figura 4.10). En este caso, se incrementd el tamafio y la polidispersidad de las AgNP@SDDC

post-catalisis.
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Figura 4.9. Espectros de absorbancia a diferentes tiempos para la reduccion consecutiva de
4-NPhO™ por NaBH4 (~195 mM) y AGgNP@SDDC (211 pM), transcurridos 60 minutos del
primer ciclo de reaccién y con la adicion de 4-NPhO~ (65 uM). La leyenda representa el

tiempo transcurrido en segundos y la flecha indica el sentido en que evoluciona la reaccion.
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Figura 4.10. Imdgenes de TEM representativas de AGNP@SDDC pre (A) y post (B) catdlisis. Se
observa incremento del tamarfio y polidispersidad de las mismas en los histogramas de distribucion
de tamario pre (C) y post (D) catdlisis.
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4.4.2 CRECIMIENTO DE NANOPARTICULAS DE PLATA EMPLEANDO SEMILLAS

Como se menciond anteriormente, los surfactantes, en general, son capaces de dirigir la
sintesis de las nanoparticulas [36]. En ese sentido, se evalud si el surfactante SDDC es capaz
de dirigir el crecimiento de semillas de AgNP en una solucién de crecimiento. Para ello se
empled el método de sintesis de nanocilindros de Ag reportado en literatura [20], pero
reemplazando CTAB por SDDC. Se empled AgNOs3 como fuente de iones Ag*, acido ascdérbico
como agente reductor suave e NaOH para ajustar el pH y permitir la accion del reductor.
Debido a que se observd que el anion Br™interviene en la formacidn de nanocilindros [36], en
algunos casos, se agregd KBr a la solucién de crecimiento para evaluar si su adicién permite el
crecimiento anisotrépico de las semillas. En la figura 4.11 se esquematiza el proceso de sintesis

mediado por semillas.

Primera etapa: sintesis de semillas de Ag

@@ NaBH4 ‘
» Citrato de ‘ ‘
@ Sodio o SDDC ‘

clusters de Ag semillas de Ag

Segunda etapa: crecimiento de semillas

O Ag™, écido ascérbico, %(Pfg ‘
‘ a NaOH, KBr
&

Nanoestructuras de Ag
de diferente morfologia

semillas de Ag

Figura 4.11. Representacion esquemdtica de las etapas de sintesis mediadas por semillas de
nanoestructuras de Ag. En la primera etapa se sintetizan las semillas de Ag por reduccion
quimica con NaBH4 en presencia de un estabilizante (citrato de sodio o SDDC). En la sequnda
etapa se incuban las semillas en la solucidn de crecimiento formada por SDDC, Ag®, dcido
ascorbico, NaOH y en algunos casos, KBr.
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4.4.2.1 Semillas de nanoparticulas de plata funcionalizadas con citrato

Se sintetizaron semillas de Ag estabilizadas por citrato (AgNP@citrato) por el método de
reduccion quimica empleando NaBH4 como agente reductor y citrato de sodio como agente
estabilizante [20]. Las mismas presentaron una banda SPR a 394 nm y un FWHM de 55,5 nm
(figura 4.12). Debido a su pequefio tamafio, no se logré observarlas por TEM con la resolucion

del instrumento disponible.
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Figura 4.12. Espectro de absorcion de semillas de AgNP@citrato en
agua y a 25,09C. Se observa la banda SPR a 394 nm.

En una segunda etapa, se incubd las semillas en la solucidn de crecimiento, en ausencia y
en presencia de iones Br~. Se observd que las AgNP@citrato adicionadas crecian
anisotrépicamente alcanzando tamanos de aproximadamente 90 nm (SD = 13) (figuras 4.13A
y 4.14A). Sin embargo, al adicionar KBr (50, 75 y 100 mM) a las soluciones de crecimiento, se
observaron nanoestructuras de Ag de morfologias diferentes en distintas proporciones; aun
asi, no se observaron diferencias significativas en el tamafio de las particulas entre muestras.

Cuando se utilizaron concentraciones de KBr de 50 mM, se obtuvieron 94% de particulas
esféricas (62 nm, SD = 13) y un 6% de triangulos (altura de 62 nm, lado de 57 nm, SD = 9), con
una banda SPR centrada a 424 nm (figuras 4.13B y 4.14B). A 75 mM de KBr, sélo se observaron
particulas esféricas (75 nm, SD =17), con una banda SPR a 413 nm y FWHM de 106 nm (figuras
4.13 y 4.14B). Finalmente, con la adicion de KBr 100 mM se obtuvieron nanoparticulas
esféricas de hasta 72 nm de didmetro con una banda SPR a 412 nm (figuras 4.13D y 4.14B). En

general, la adicion de KBr generd la formacion de AgNP esféricas grandes y, a bajas
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concentraciones, puede dirigir la sintesis hacia la formacion de triangulos, pero en pequefas
proporciones.

En el capitulo I, se explic6 como algunos surfactantes modulan la morfologia de las
nanoparticulas en la sintesis mediada por semillas. Por ejemplo, al emplear CTAB, el complejo
que forma el ion bromuro y Ag* se adsorbe, preferencialmente, en un plano de la superficie
de la semilla y por su interaccién electrostatica con CTA*, bloquean el crecimiento en ciertos
planos y favorece el crecimiento en una sola dimensién [37]. Como CTAB es un surfactante
catiénico, el proceso anterior se encuentra favorecido. En el caso de SDDC, al ser un
surfactante gémini anidnico, la repulsién electrostatica entre el ion bromuro y SDDC puede
ser una de las razones que influye en la modulacién de hacia otras forma (no esféricas) de las
nanoparticulas resultantes [36,37]. De esta manera, se observa el crecimiento indiscriminado
en todas las dimensiones del material, con la formaciéon de nanoparticulas de gran tamao.
Por otra parte, se ha reportado que las micelas que forma CTAB poseen una morfologia
cilindrica [36], lo que favoreceria la formacion de nanocilindros. A diferencia de CTAB, SDDC
forma vesiculas esféricas [38], por lo que, la modulacién de la morfologia de este surfactante
Gémini tenderia a la sintesis de nanoesferas.

A partir de estos resultados podemos resaltar que SDDC influye en el crecimiento y
morfologia de las nanoparticulas sintetizadas a partir de estas semillas, generandose
nanoparticulas grandes de entre 60 y 90 nm. A su vez, el KBr es capaz de modular

minimamente la morfologia obtenida a bajas concentraciones.
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X200000 Fram

Figura 4.13. Imdgenes representativas de TEM de las nanoparticulas sintetizadas en ausencia de
KBr (A), y con la adicién de 50 mM (B), 75 mM (C), 100 mM (D).
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Figura 4.14. Espectros UV-Visible de las nanoparticulas en ausencia de KBr (A) y con la adicién de
KBr (B).

4.4.2.2 Semillas de nanoparticulas de plata funcionalizadas con SDDC

Las AgNP@SDDC utilizadas se sintetizaron mediante el procedimiento descripto en el
capitulo I, seccidn 3.6.3. Estas semillas se utilizaron sin centrifugar luego de 2 hs (S2h) y 24

hs (S24h) de ser sintetizadas, para evaluar si el grado de envejecimiento de las mismas podria
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influir en el crecimiento. Las AgNP@SDDC presentaron un tamafio promedio de 8 nm (SD =

2,6) (figura 4.15) y una banda SPR a una longitud de onda méaxima de 436,5 nm (figura 4.16).

Figura 4.15. Imagen representativa de TEM de semillas de AgNP@SDDC.
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Figura 4.16. Espectro de absorcion de semillas de AGNP@SDDC

en aguay a 25,0 °C. Se observa la banda SPR a 436,5 nm.

Al incubar las semillas S2h y S24h se generd el crecimiento de nanoparticulas esféricas de
tamafios similares: 7,0 nm (SD = 2) y 10 nm (SD = 4), respectivamente (figura 4.17 A, B); con
un maximo del plasmon superficial a 415 nm (figura 4.18A). Se realizé un test t para evaluar si
la diferencia en los tamafos promedio de las nanoparticulas sintetizadas con semillas de
diferente grado de envejecimiento eran significativas. Dado que el valor texp > tn-1,0, 10S
tamafios promedio de las particulas obtenidas resultaron significativamente diferentes entre
si con un 95% de confianza.

A partir de esto, se observo una leve influencia del envejecimiento en el crecimiento de las
nanoparticulas. Sin embargo, el tamafo final de las mismas resulté del orden de las semillas

adicionadas, a diferencia de lo observado para AgNP@citrato, donde se obtuvieron
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nanoparticulas de 60-90 nm de didmetro. De acuerdo a lo expuesto anteriormente, la
autocatalisis que producen las semillas adicionadas puede incrementar el tamano de las
particulas (la reduccion ocurre sobre la superficie de la nanoparticula y se observa crecimiento
e incremento de tamaio de las semillas) o generar nucleaciéon secundaria (aumento de la
cantidad de nanoparticulas en la solucién por la formacién de nuevos nucleos favorecidos por
las propiedades cataliticas de las semillas) [19,26,27,29]. En este caso, al no evidenciarse
crecimiento de las semillas (como sucedié para AgNP@citrato), se presume que la sintesis esta
favorecida hacia la formacién de nuevas nanoparticulas por nucleacién secundaria catalizada
por las AgNP@SDDC adicionadas a la solucién de crecimiento. En general, se observa que la
nucleacidon secundaria es un evento que se intenta evitar en el crecimiento mediado por
semillas debido a que puede incrementar la distribucién de tamanos de la poblacién de
nanoparticulas sintetizadas [19]. Sin embargo, se observd que empleando el surfactante
SDDC, la sintesis sélo es dirigida a la nucleacidén secundaria y no se observa crecimiento sobre
la superficie de las semillas. Para evidenciar si efectivamente se produce la formacién de
nuevas nanoparticulas se registré la absorbancia de las AgNP@SDDC antes y después de
incubarse en la solucién de crecimiento (figura 4.18B), donde se observé el incremento del
plasmon de las AgNP@SDDC luego de la incubacion. El incremento en la sefial SPR de las
nanoparticulas puede deberse al aumento de su tamano por efectos intrinsecos o al
incremento de la concentracion de las mismas, como se expuso en el capitulo |. Debido a que
el tamafio permanece relativamente constante luego de la incubacion (semillas = 8 nm, post-
incubacién = 7 y 10 nm), el aumento en la banda del plasmén se atribuye al aumento en la
concentracion de las AgNP@SDDC generado por la formaciéon de nuevas nanoparticulas por
nucleacidn secundaria, proceso catalizado por las semillas adicionadas.

A su vez, en el capitulo Ill se estimé el grado de recubrimiento de la superficie por SDDC
(26 moléculas por nm?). Este alto grado de recubrimiento, en comparacion con el de otras
nanoparticulas, podria ser un factor importante que impida el crecimiento de la semilla,
debido al impedimento de los iones Ag* para acceder a la superficie, reducirse e incrementar
el tamafio de la semilla. De esta manera, el recubrimiento compacto de SDDC favoreceria la
formacién de nuevas particulas, impidiendo el crecimiento sobre las semillas.

Por otra parte, se adiciond KBr a la solucion de crecimiento para evaluar si el mismo influia
en el crecimiento de las nanoparticulas incubadas. La presencia de ion bromuro generd la

sintesis de nanocilindros de Ag en una proporcion muy baja (9 %), predominando la forma
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esférica (91 %). El diametro promedio de las esferas fue de 33 nm (SD = 9), un tamafio
significativamente mayor en relacién a las observadas en las semillas de S2h y S24h. Los
nanocilindros presentaron un largo de 168 nm (SD = 80), ancho de 18 nm (SD = 6 nm) y relacion
de aspecto 9,4 (figura 4.17 C, D); con una banda SPR a 411,5 nm y FWHM de 103,5 nm (figura
4.18A). Resulta interesante observar que, si bien en ausencia de KBr no se observa variacion
del tamafio de las AgNP@SDDC, la adicién del mismo generé un incremento del tamafio. Esto
puede indicar que el ion Br~ interacciona de alguna manera con la superficie de la
nanoparticula y debido a repulsién electrostatica con el SDDC anidnico, genera un
reordenamiento del surfactante que permite que la superficie esté mds disponible para la

reduccion de Ag*, con el consecuente incremento de tamafio de las particulas.

Figura 4.17. Imdgenes representativas de TEM de las nanoparticulas sintetizadas cuando se partio
de semillas de 2h (A), de 24h (B) y con la adicién de KBr (Cy D).
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Figura 4.18. Espectros de absorbancia de las nanoparticulas sintetizadas. En el espectro A se
observa la banda SPR de las AgNP obtenidas a partir de semillas de 2h, 24h y con adicion de KBr. En
el espectro B observamos la absorcion de las AGQNP@SDDC antes () y después (@) de 48 h de
incubacion en el medio de reaccion a 25,0°C.

A partir de los resultados presentados, se observé que las AgNP@SDDC catalizan la
reduccion de Ag* en presencia de un reductor suave. En ausencia del agente reductor, no se
evidencia crecimiento o formacién de nanoparticulas en la solucién de crecimiento. En funcién
de la naturaleza de las semillas empleadas, es posible obtener nanoparticulas con tamafios
diversos, principalmente esféricas. Por otra parte, el surfactante SDDC influye, efectivamente,
en la morfologia (aunque no tan marcadamente como lo hace CTAB) y el tamafio de las
nanoparticulas resultantes dirigiendo el crecimiento mientras que el ion bromuro podria estar

actuando como un co-director en el proceso de crecimiento [39].

4.5 CONCLUSIONES PARCIALES

v' Las AgNP@SDDC son capaces de catalizar la reduccién de 4-NPh mediada por
borohidruro de sodio, siendo su actividad catalitica en el orden de otras AgNP
reportadas.

v La ausencia de un punto isosbéstico indica que la reaccidn tiene mas de una especie
absorbente a diferentes tiempos. Esto concuerda con el mecanismo involucrando
intermediarios.

v’ Los valores de kqpp disminuyen entre 70-95 % al reutilizar el catalizador, lo que se
atribuye al aumento moderado del tamafio y la polidispersidad de las AgNP@SDDC.

v’ Lavariacién en la concentracion de AgNP@SDDC influye en el valor de kapp v, por ende,

en la velocidad de la reaccidn.
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El surfactante SDDC es un interesante agente estabilizante capaz de modular la sintesis
de nanoestructuras de plata de diferentes tamafios en funcion de las condiciones de
incubacion de las semillas.

La naturaleza de las semillas adicionadas a la solucién de crecimiento influye en el
tamafio y la morfologia de las nanoparticulas sintetizadas. El empleo de AgNP@SDDC
gener6 la formacién de nanoparticulas esféricas de 10 nm de didmetro; mientras que
la adicion de AgNP@citrato generd la sintesis de nanoparticulas de diferente
morfologia de 60-90 nm de diametro.

Las propiedades cataliticas de las AgNP@SDDC vy el alto grado de recubrimiento de
SDDC favorecen exclusivamente la nucleacién secundaria, con la formacién de nuevas
nanoparticulas.

La adicién de KBr favorece el crecimiento controlado de AgNP@SDDC y AgNP@citrato

dirigiendo la sintesis a la formacion de nanoparticulas de mayor tamafio.
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EVALUACION DE LA INTERACCION
DE SONDAS MOLECULARES CON

NANOPARTICULAS METALICAS

5.1 INTERRUPTORES MOLECULARES

Los interruptores moleculares reversibles son entidades capaces de cambiar sus
propiedades en presencia de estimulos externos. Debido a que los cambios son reversibles,
en ausencia del estimulo externo o la aplicacién de otro estimulo, permite que el interruptor
regrese a su estado inicial [1]. Estos interruptores se emplean en el transporte de farmacos
[2], como biosensores [3], biocatalizadores [4], entre otros. El funcionamiento de los mismos
se basa, por ejemplo, en la isomerizacién de moléculas individuales. En este caso, se han
investigado en detalle aquellos interruptores que responden a la luz debido a que pueden ser
controlados en forma “remota” y tienen una respuesta rapida (milisegundos, en general).
Dentro de estos interruptores se pueden mencionar aquellos que existen sélo cuando son
irradiados por una fuente de luz constante, como los azobencenos, espiropiranos, etc (figura

5.1).
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Figura 5.1. Ejemplos de interruptores reversibles moleculares. Ref. [1].

5.1.1 COMPUESTOS AZO

Los compuestos azo conforman la mayor parte de los colorantes comerciales empleados
en una gran variedad de procesos en la industria textil, del papel, cosmética, alimenticia y
farmacéutica [5]. Estas moléculas se caracterizan por presentar en su estructura un grupo azo
(—N=N-) unido a dos sustituyentes, principalmente bencenos o naftalenos, que contienen
grupos donores o aceptores de electrones.

Los compuestos azo poseen dos confomaciones, cis y trans, de las cuales, el isémero trans
es el mas estable. La isomerizacidon puede favorecerse por la irradiacién de luz a una cierta
longitud de onda o al suministrar calor. Por ejemplo, azobenceno puede realizar la conversion
trans - cis al ser irradiado con luz UV (320-380 nm) (figura 5.2). Al suministrar calor o luz
visible (380- 450 nm), es posible la reconversién al isémero trans [6]. En principio, la
isomerizacién puede tener lugar por dos vias diferentes (figura 5.3), una que involucra el
movimiento torsional alrededor del doble enlace N=N (rotacidn) o una inversion en el plano
de uno de los enlaces de los nitréogenos centrales (inversidon). Con el pasar de los afios, se han
realizado trabajos experimentales y tedricos extensivos para dilucidar la contribucién de estas
vias a la dindmica de la fotoisomerizacion. Recientemente, Tan et al. estudiaron la
isomerizacidn de azobenceno por técnicas de espectroscopia laser de ionizacién multifotdnica
de alta resolucidn [7]. A partir de esto propusieron que, inicialmente, se produce la excitacién
de la molécula acompaiiada de cambios en los angulos de hibridacidon de los atomos de
nitrégeno, y la fotoisomerizacidn tiene lugar mediante un mecanismo de inversién asistido

por la torsién sobre doble enlace N = N.
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Figura 5.2. Representacion de la isomerizacion trans-cis de azobenceno foto y térmicamente
inducida. Se observa que el isémero trans es, principalmente, plano y no polar; mientras que el
isomero cis adopta una conformacion torcida con momento dipolar. Ref. [6].
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Figura 5.3. Representacion de las vias de isomerizacion de azobenceno trans:
rotacion (torsion alrededor del enlace N=N) e inversion (movimiento de los
anillos aromdtico en el plano). Ref. [7].

Debido a su fotoisomerizacion, simplicidad y robustez; los compuestos azo comenzaron a

emplearse como interruptores reversibles y sus aplicaciones han sido investigadas
extensamente en el ultimo siglo. Por ejemplo, se observdé que el desempeiio de estos
interruptores se veia alterado en presencia de nanoparticulas metadlicas, ya que las mismas
eran capaces de desactivar los estados electrdnicos excitados de moléculas orgdnicas quimi o
fisisorbidas en su superficie [8]. En general, este fendmeno ocurre debido al solapamiento de
la absorcion del cromoéforoy de la banda de plasmdn superficial (SPR) de la MNP. Sin embargo,
el desempefio dptimo de estos interruptores depende de la distancia a la que se encuentran

con respecto a la superficie metalica [9]. De esta manera, los interruptores moleculares que
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se adsorben en la superficie de nanoparticulas pueden modificar sus propiedades épticas de
dos maneras. Primero, la isomerizacion del interruptor implica cambios en sus propiedades
electrénicas y modificaciones en la constante dieléctrica en proximidad a la superficie de la
MNP. Segundo, los interruptores moleculares pueden controlar las propiedades dpticas de las
MNP indirectamente al cambiar las distancias entre las MNP y/o mediando la agregaciéon de
las mismas [1].

En algunos casos, la fotoisomerizacidn esta completamente inhibida. Esto puede atribuirse
al tautomerismo azo-hidrazona que experimentan algunos compuestos azo. El tautomerismo
en este tipo de compuestos se produce por el reordenamiento en la molécula de un dtomo de
hidrégeno hacia o desde el grupo azo (figura 5.4). Esto es comun para los compuestos que

poseen un grupo —OH en las posiciones orto o para respecto al grupo azo [10].

SOy — O-
N\ \
-0 -0

azo hidrazona

Figura 5.4. Tautomerismo azo-hidrazona en los compuestos azo

Debido que los colores y las propiedades de los tautdmeros pueden ser muy diferentes
entre ellos [11], es posible emplear los mismos como sensores de algunos compuestos. Por
ejemplo, Satheshkumar et al. sintetizaron un compuesto azo que puede detectar
selectivamente iones fluoruro [12]. El tautémero hidrazona de este compuesto es amarillo y,
al interaccionar con el ion F-, se produce un desplazamiento del equilibrio hacia la formacién
del tautémero azo, de coloracidn roja; que no se evidencia en presencia de otros aniones. A
su vez, Adegoke et al. también desarrollaron un sensor empleando compuestos azo para la
deteccidn selectiva del ion cianuro, por medio del cambio de color de la solucién de amarillo
amarroén rojizo [13]. Sin embargo, la utilizacién de los compuestos azo como sensores basados
en su tautomerismo azo-hidrazona, no es un area de gran desarrollo en la actualidad. Si bien
el tautomerismo de ciertos compuestos azo ha sido estudiado desde hace mucho tiempo [14],
no se han reportado aplicaciones al respecto. En estas condiciones se encuentra el compuesto

azo Para Red.
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Para Red (PR) es un compuesto azo que no exhibe fotoisomerizacion debido a que existe
casi completamente en su forma hidrazona (figura 5.5) [15]. Este compuesto se ha empleado
como colorante en la industria textil y se han desarrollado varias metodologias para su
deteccion debido a que es agregado ilegalmente a ciertas especias para mejorar o mantener
la coloracidon de las mismas (chili, curry, circuma, entre otras) [16]. Debido a que sus
propiedades tautoméricas aln no han sido exploradas, resulta interesante estudiar cémo este
colorante se comporta en presencia de nanoparticulas metdlicas y evaluar si es posible

emplearlo como sensor de las mismas.

H—O, H----0
o,N N, O,N N/ \
2 \\ Q - z \ _
N -— N
Azo

Figura 5.5. Representacion del tautomerismo azo-hidrazona de PR.

Hidrazona

5.2 SONDAS FLUORESCENTES

La mayoria de los compuestos que presentan fluorescencia son aromaticos o algunos son
compuestos alifaticos con un gran numero de insaturaciones. En general, un incremento en la
extension del sistema (mayor grado de conjugacion) producira un corrimiento batocrémico
en los espectros de absorcion y fluorescencia y un aumento del rendimiento cudntico de
fluorescencia [17]. En los ultimos afios, se han empleado diversos compuestos fluorescentes
como sondas que interaccionan selectivamente con ciertos compuestos y permiten su
detecciéon [18—-21] o que actian como marcadores de biomoléculas para permitir su
seguimiento [22,23]. Por ejemplo, Dickinson et al. sintetizaron una sonda fluorescente a la
gue denominaron MitoPY1 para detectar los niveles de peréxido de hidrégeno en la
mitocondria de células vivas [23]. Mediante microscopia confocal y citometria de flujo fue
capaz de visualizar cambios mitocondriales por la localizacion de la sonda fluorescente en una
gran variedad de tipos de células de mamiferos, generadas por situaciones de estrés oxidativo
gue aumentaban la concentracién de perdxido de hidrégeno. Sahana et al. disefiaron una
sonda fluorescente derivada de naftaleno a base de indol selectiva para iones azida en

soluciones etanol-agua [20]. Al interaccionar los iones azida con la sonda fluorescente se
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produce el incremento de la fluorescencia de la sonda, efecto que permite detectar el ion

azida en células de granos de polen y en Candida albicans.

5.2.1 RODAMINAS

De las sondas fluorescentes organicas disponibles en la actualidad, la familia de las
rodaminas es una de las mas empleadas. Las rodaminas son colorantes que pertenecen a la
familia de los xantenos, que, junto a la familia de fluoresceinas, son fluoréforos importantes
debido a sus propiedades fotoquimicas y fotofisicas. Presentan absorcién y emision dentro del
espectro visible (450-700 nm), coeficiente de absortividad molar elevado, y altos rendimientos
cuanticos [24]. Debido a esto, las rodaminas poseen una amplia variedad de aplicaciones en
biotecnologia, para la deteccién y seguimiento de ciertas moléculas [25,26], o en medicina
para generacion de imagenes en células vivas o en animales en estudios clinicos [27].

En los ultimos afios se han sintetizado y comercializado una gran variedad de rodaminas,
como la Rodamina B (RhB) y la Rodamina 6G (figura 5.6), y sus derivados. Por ejemplo, un
derivado de RhB ha sido empleado como sensor de Fe3* o Cu?* [28]. Al interaccionar con Fe3*
se produce un incremento de la fluorescencia del sensor, mientras que, al interaccionar con
Cu?* se produce el incremento de la absorbancia de la misma; efectos que se modulan por los
valores de pH de la mezcla. A pH 6, el derivado forma un complejo con Fe3*, mientras que a
pH 8,5 lo hace con Cu?*. De esta manera, esta sonda fluorescente puede detectar dos iones
selectivamente al variar el pH del medio. También se ha empleado R6G y AuNP como un
sensor fluorescente que detecta iones mercurio en soluciones acuosas [29]. Al adicionar
albumina sérica bovina (BSA) a una solucién de R6G y AuNP, modificadas con acido
mercaptopropionico (MPA-AuNP), la sonda BSA@R6G/MPA-AuNP puede emplearse para
detectar iones mercurio en medios altamente salinos. Inicialmente, la fluorescencia que
presenta esta sonda es muy baja; sin embargo, las especies de mercurio que se adicionan se
depositan en la superficie de las AuNP y liberan a la solucién las moléculas de R6G, lo que

incrementa la intensidad de fluorescencia de la solucion.
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Rodamina B (RhB) Rodamina 6G (R6G)
Figura 5.6. Estructura quimica de rodamina B y rodamina 6G.

Los efectos que se producen en la fluorescencia de las rodaminas, debido a su interaccion
con nanoparticulas metalicas, han sido estudiados ampliamente. Se ha observado que las
propiedades de las sondas fluorescentes estan influenciadas por las distancias a las que se
encuentran de la superficie de MNP y son ocasionadas por la resonancia de plasmén
superficial (SPR) de las mismas (figura 5.7) [30]. Por ejemplo, cuando una sonda fluorescente
se encuentra a una distancia apropiada de la MNP, la influencia del campo cercano de la NP
provoca un incremento de la fluorescencia por efecto plasmodnico. Si el fluordforo se
encuentra muy cerca de la MNP, la particula extrae todos los electrones del estado excitado
del fluoréforo generando la desactivacion de la fluorescencia del mismo. Si la distancia entre
la sonda fluorescente y la MNP es grande, el campo de la MNP no alcanza al fluoréforo y no

habra un efecto en la intensidad de fluorescencia resultante [31].

,-* Emision
hv , -+ Sin emision Py
%v ‘ %,V .= Emisién
I !
; : ;:i ) [ . I’

Muy proximas Distancia Optima Muy alejadas

Desactivacion Incremento Sin perturbacién

SF = sonda fluorescente.
NP = nanoparticula metdlica.

Figura 5.7. Efecto de las MNP en sondas fluorescentes. En funcion de la distancia del fluordforo a la
superficie de la MNP se pueden observar fendmenos de desactivacion, incremento o no
perturbacion de la fluorescencia de la sonda. Ref. [31].
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La modulacién de la fluorescencia en funcién de la distancia del fluoréforo es una
propiedad que ha sido aprovechada para la deteccidn de ciertos analitos [29,32]. Sin embargo,
aun no hay trabajos en la literatura que exploren estas propiedades para la deteccion de
nanoparticulas metalicas. Este es un nuevo campo que deberia ser explorado para evaluar
como la naturaleza de las nanoparticulas, su tamafio y los ligandos que las estabilizan, influyen

en la interaccidn que tienen con estas sondas fluorescentes.

5.3 OBJETIVOS ESPECIFICOS

v' Determinar el coeficiente de absortividad molar de Para Red (PR) y evaluar el efecto
del solvente y del pH del medio en la absorcion de PR por técnicas espectroscopicas.

v' Evaluar la interaccion de PR con las nanoparticulas metdlicas sintetizadas
empleando espectroscopia UV-visible.

v’ Estudiar la interaccién de las sondas fluorescentes Rodamina 6G y Rodamina B con
nanoparticulas metalicas.

v Evaluar la influencia de las interacciones de MNP con las sondas moleculares y si

estas dependen del tamafio de las MNP y el ligando que las estabiliza.

5.4 PROCEDIMIENTO EXPERIMENTAL

5.4.1 Reactivos
Los siguientes reactivos se utilizaron como se recibieron: HAuCls 3H,0 (Aldrich), acido
galico (Merck), RhB (Aldrich), R6G (Aldrich), Para Red (Aldrich), NaCl (Taurus), KCI (Merck),

fosfato dihidrégeno de sodio (J.T.Baker) y fosfato monohidrégeno de disodio (AppliChem).

5.4.2 Instrumentos

Los espectros de fluorescencia se obtuvieron en un espectrofotdmetro de fluorescencia
Cary Eclipse (Agilent) con un peltier para controlar la temperatura a 25,0 °C.

Las mediciones de pH se realizaron en un pHmetro Orion (Boston, MA, USA) modelo 720 A
empleando un electrodo Ross combinado. El mismo se calibré usando buffers estandar a pH

=4,008 y 6,994.
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5.4.3 Sintesis de nanoparticulas de plata funcionalizadas con acido galico

La obtencion de AgNP@galico se llevd a cabo acorde a una modificaciéon del método de
Yoosaf reportada en literatura [33]. En un Erlenmeyer se adiciond acido galico 27,3 uM a una
solucion acuosa que contenia AgNO3 200 uM e NaOH 740 uM, bajo agitacion vigorosa a
temperatura ambiente y por 5 minutos protegida de la luz. Inmediatamente, el color de la
solucion cambié a amarillo brillante. Luego, las nanoparticulas obtenidas se centrifugaron a

8243 RCF (8000 rpm) por 30 minutos y el pellet se resuspendié en 6,0 mL de agua MilliQ.

5.4.4 Sintesis de nanoparticulas de oro funcionalizadas con citrato

La sintesis de estas NP se realiz6 calentando a reflujo una solucién acuosa de HAuCls 3H,0
(1,32 mM) bajo agitacion vigorosa. Luego se le adiciona Na3zCgHs07 (3,2 mM), manteniendo el
reflujo por 20 minutos. El color de la solucién viré de amarillo a rojo intenso. A temperatura
ambiente se centrifugaron las AuNP 2608 RCF (4500 rpm) por 30 minutos; se descarté el
sobrenadante y los pellets se resuspendieron en 6 mL de agua MilliQ en tubos Falcon™ de

polipropileno.

5.4.5 Soluciones de Para Red empleadas en espectroscopia UV-visible.

La determinacidon del coeficiente de absortividad molar de PR se realizé6 preparando
soluciones individuales de PR (5-30 uM) a partir de una solucién madre de PR en EtOH vy
registrando su espectro de absorcién UV-visible entre 200-800 nm.

Para evaluar la influencia de la proporcion de agua en el espectro de absorcién de PR se
realizaron soluciones de PR (14,5 uM) incrementando la proporciéon de agua en relacién al
etanol.

La variacidn de pH de las soluciones de PR se realizd agregando alicuotas de HCl o NaOH a
soluciones de PR de concentracion final 6,8 uM con diferentes proporciones de solvente
EtOH/H,0 (1:1y 1:9).

En el caso de la interaccién de PRy MNP, se emplearon AgNP@SDDC de 12 nm (DE = 3) y
AgNP@gaélico de 18 nm (DE = 4). A diferentes soluciones de AgNP@galico (5-24 pM) y
AgNP@SDDC (100-250 pM) se les adiciond PR (1,2 uM para AgNP@SDDCvy 1,2 0 12 uM para
AgNP@galico) en EtOH/H,0 1:9 y se registraron sus espectros de absorbancia entre 200-800

nm a 25,0 °C, con un paso dptico de 1 cm.
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5.4.6 Fluorescencia de rodamina 6G y rodamina B con nanoparticulas metdlicas

Se prepararon soluciones de R6G (0,40 uM) y RhB (0,55 uM) en buffer fosfato 0,01 M pH
6,94, o sélo en agua MilliQ y fueron excitadas a 526,5 y 575,0 nm respectivamente, en
ausencia y presencia de AgNP@SDDC (4,2 — 260 pM), AgNP@gdlico (2,5 — 300 pM) y
AuNP@citrato (2,5 — 95 pM). La concentracién de las MNP se estimdé considerando la
polidispersidad de la distribucién de tamaino de las mismas, de acuerdo a aproximaciones
reportadas en literatura [34]. Se emplearon anchos de rendija de 2,5 nm y una ganancia del
detector de 740 V (RhB, PBS), 770 V (RhB, agua) y 650 V (R6G, PBS y agua). Los espectros se
registraron en un rango de 555 — 700 nm y 530 — 700 nm para RhB y R6G, respectivamente,
en una celda de cuarzo de 1 cm de paso 6ptico a 25,0 °C.

Los espectros registrados se corrigieron por efecto de filtro interno usando la ecuacién 5.1

[35,36]:

Ecuacion 5.1

23 %Sy X Aex g, DBX S X Aem)

Feorr = Fops X ( 1 — 10-SzAex 1 — 10~S14em

Donde F,,,y F,ps corresponden a la intensidad de emisién de fluorescencia corregida y
observada respectivamente; S; (0,8 cm), S, (1,0 cm) y S3 (0,5 cm) son dimensiones de las
cubetas descriptas en las referencias [36,37]; Agx Y Aem SON las absorbancias/cm a la
longitudes de onda de excitacion y emisidn, respectivamente. Para AgNP@galico, la
correccion se realizd para concentraciones mayores a 160,0 pM y 270,0 pM cuando se empleé
R6G o RhB, respectivamente. Para AuNP@citrato, las correcciones por filtro interno se
realizaron a niveles mayores a 30,0 pM. Finalmente, no se realizé ninguna correccién para

AgNP@SDDC.

5.5 RESULTADOS Y DISCUSION

5.5.1 SINTESIS Y CARACTERIZACION DE NANOPARTICULAS METALICAS

Se sintetizaron AuNP@citrato de tamafios diferentes, AgNP@SDDC y AgNP@galico por
reduccion quimica de acuerdo a la metodologia descripta en la secciéon anterior. Se
caracterizaron por espectroscopia UV-visible (figura 5.9) y microscopia electrénica de
transmisiéon (TEM) (figura 5.8 A-D). En todos los casos se obtuvieron nanoparticulas esféricas.
Con respecto a las AuNP@citrato, se sintetizaron nanoparticulas de 22 nm (SD = 5) con una

absorbancia maxima a 523 nm (AuNP*?@citrato) y FWHM de 104 nm; y nanoparticulas de 26
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nm (SD = 5) con una absorbancia mdaxima de resonancia del plasmén a 528 nm
(AuNP?*@citrato) y FWHM de 226 nm. Por su parte, las AgNP@galico presentaron una sefial
de plasmon superficial a 401 nm, FWHM de 63,5 nm y 18 nm (SD = 4) de didmetro. Finalmente,
se obtuvieron AgNP@SDDC de 12 nm (SD = 3) con la sefial del plasmén superficial centrada
en 410 nm. Estas MNP se emplearon para evaluar su interaccidon con tres sondas moleculares,

previa caracterizacién de las mismas.
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Figura 5.8. Imdgenes representativas de TEM de AuNP?@citrato (A), AuNP*@citrato (B),
AgNP@gdlico (C) y AgNP@SDDC (D), observandose nanoparticulas esféricas en todos los casos.

129



Capitulo V: Evaluacién de la interaccién de sondas moleculares con nanoparticulas metalicas
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300 400 500 600 700
A/ nm

Figura 5.9. Espectros de absorbancia de AgNP@gdlico ( ), AGQNP@SDDC ( mmm ),

AuNP*@citrato (mmm ) y AuNP®@citrato (mmm ), donde se observa la absorcién
mdxima de cada MNP a 401, 410, 523 y 528 nm, respectivamente.

5.5.2. CARACTERIZACION ESPECTROSCOPICA DE PARA RED

Inicialmente, se prepararon soluciones madre de PR en etanol debido a su baja solubilidad
en agua. A partir de esta solucidn, se determiné su coeficiente de absortividad molar (g) en

etanol y se evalué la influencia del solvente y del pH en el espectro de absorcién de PR.

5.5.2.1 Espectros de absorcion UV-visible de Para Red y determinacion de su absortividad

molar

En lafigura 5.10 se observan las sefiales caracteristicas del espectro de absorcion UV-visible
de PR en etanol. El mismo se caracteriza por presentar maximos de absorcion a 484 y 326 nm,
con un hombro a 292 nm. Debido a que los compuestos azo poseen tautomerismo azo-
hidrazona (figura 5.6), se observé que, en el caso de PR, el equilibrio esta desplazado hacia la
formacién del tautdmero hidrazona en solventes orgéanicos polares [38,39]. De esta manera,
a 484 nm se observa la sefial correspondiente a la forma hidrazona, mientras que entre 400-

450 nm se encuentra un hombro que corresponde a la forma azo de PR [40].
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Figura 5.10. Espectro de absorcion UV-visible de PR (12 uM) en etanol a
25,0 °C empleando celdas de 1 cm de paso dptico.

La absortividad molar (&) se determind a partir de la variacidn de absorbancia a la longitud
de onda de absorcién mdaxima en funcidn de la concentracién de PR. La regresidon de los datos
graficados, segun la ley de Lambert-Beer (Abs = € b [c]), fue lineal con un coeficiente de
correlacién >0,998. A partir de esta pendiente se determiné el valor de € de PR, siendo de

(237,3£0,3)102 Mt cm™ a 484 nm en etanol.

5.5.2.2 Efectos de la relacién etanol/agua en el espectro de absorcion de Para Red

A partir de la solucién madre de PR en etanol, se evalud la influencia de la proporcién de
agua en el espectro de absorcidn de PR. Se observd que el incremento de la proporcién de
agua, en relacién al etanol, generaba una disminucién de la banda a 484 nm de PR (figura
5.11), que podria indicar el desplazamiento del equilibrio al tautémero azo de PR sobre la
especie hidrazona. Sin embargo, en la literatura se ha reportado que el incremento en la
polaridad del medio desplaza el equilibrio a la formaciéon del tautémero hidrazona para
compuestos azo similares [10,41]. Si el efecto fuese producido por la precipitacion de PR, dada
su menor solubilidad en agua, se deberia observar un marcado aumento en la dispersién de
luz a mayores longitudes de onda, lo que no se evidencia en este caso.

Para explicar este fendmeno, se postula que el incremento en la proporcion de agua del
medio podria promover la formacién de puentes hidrégeno mas efectivos entre el agua y el
OH de PR, favoreciendo la ruptura del enlace de hidréogeno intramolecular y desplazando el

equilibrio hacia la formacién del tautémero azo.
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Figura 5.11. Efecto de la variacion en la proporcion EtOH/H,0 en el espectro de
absorbancia de PR, a 25,0 °C.

5.5.2.3 Efectos del pH en la absorcion UV-visible de Para Red

Se evalué el efecto de pH en las propiedades espectroscépicas de PR. En la figura 5.12 se
observa el espectro de absorcién UV-visible de PR a tres niveles de pH y para soluciones a
diferente proporcién de mezclas de solvente. Empleando una relacién 1:9 EtOH/H,0, no se
observan cambios significativos en la posicién del maximo del espectro de absorbancia de PR
(figura 5.12A) para los niveles de pH evaluados. Sin embargo, a pH 12 y a una relacién
EtOH/H,0 1:1, se observa el desplazamiento batocrémico de la longitud de onda de absorcién
maxima de PR a 540 nm (figura 5.12B), que indicaria la formacién de una especie naftolato
(figura 5.13). Esto es consistente con el trabajo realizado por Barnes et al. [42], donde
analizaron dos compuestos azo (Para Red y Orange Il) y mediante un analisis por
espectroscopia Raman identificaron las sefiales correspondientes a la forma naftolato de PR a

pH basico y la forma hidrazona correspondiente a pH neutro.

132



Capitulo V: Evaluacién de la interaccién de sondas moleculares con nanoparticulas metalicas

0,10 0,20
o e 0 pH 2
\ pH 7
0;08'.. — pH 12 0’15_
1 L]
0,06 * PN
w .. s )
o . o wn 0,104
< L o
004 °* e <
L]
0,05+
0,02 -
»
A ..°' 0,00
0’00 T T T T = =~ !
300 400 500 600 70C 200
A/ nm

Figura 5.12. Espectros de absorcion UV-visible de PR a tres niveles de pH (2,7 y 12) en una solucidn
1:9 (A) y 1:1 (B) EtOH/H.0, a 25°Cy b =1 cm.
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Figura 5.13. Representacion del equilibrio dcido-base tautomérico de PR. Ref. [42].

5.5.3 INTERACCION DE PARA RED CON NANOPARTICULAS METALICAS

La interaccion de PR con MNP se evalué empleando AgNP@galico a dos niveles de
concentracion de PR (1,2 o 12 uM), variando la concentracion de las MNP a una proporcién
1:9y 1:1 EtOH/H20. A su vez, se examino la interaccidon de PR (1,2 0 11 pM) con AgNP@SDDC
a una proporcion 1:9 EtOH.

Primero, se analizé el efecto de la interaccién entre las MNP y PR a partir de los espectros
de absorbancia de ambos componentes. Para ello, se obtuvo el espectro diferencia (AAbs) al
restar el espectro de absorcion de PR a la absorbancia de la mezcla MNP/PR, y este se compard

con el espectro de la MNP. De la misma forma, esto se realizd para PR comparando el espectro
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diferencia con el espectro de PR puro. Finalmente, todos los espectros de absorbancia

experimentales se analizaron en funcién del espectro diferencia de absorbancia neta de la

mezcla MNP/PR (AAbsneto), que fue realizado restando la absorbancia de las mezclas MNP/PR

con la de cada componente por separado (AAbsneto = Absmne/pr — Absune — Abser). El objetivo

de realizar este procedimiento consiste en evaluar los cambios netos en la absorbancia

producidos por la interacciéon de los componentes de la mezcla. En el caso de que no se

produzca interaccion, el espectro AAbsneto deberia ser nulo [43].

5.5.3.1 Nanoparticulas de plata funcionalizadas con acido gélico

Se emplearon los espectros de diferencia de absorbancia neta para evaluar si se observaba

alguna dependencia con la concentracidn de las AgNP@galico (figura 5.14).
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Figura 5.14. Diferencia de absorbancia neta
(AAbspets) de AQNP@gadlico a diferentes
concentraciones 'y PR. (A) PR 1,2 uM; 1:1
EtOH/H:0. (B) PR 1,2 uM; 1:9 EtOH/H:0. (C) PR
12 uM; 1:9 EtOH/HO0.

En la figura 5.14A, se observa la disminucion de la absorbancia de la mezcla alrededor de

400 nm, tendencia que, luego de sobrepasar los 4,2 pM de AgNP@galico, se pierde. En la

literatura, se ha reportado que moléculas organicas que contienen heteroatomos (S, Ny O)
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pueden interaccionar fuertemente con la superficie de nanoparticulas metalicas actuando
como ligandos [44]. Cuando estos ligandos son colorantes, la interaccion con AuNP y AgNP
resulta en un efecto marcado sobre las propiedades espectroscépicas de los componentes
involucrados [31,45]. De esta manera, los cambios en el espectro AAbsneto indicarian que PR
estaria interaccionando con las AgNP@galico y que esta interaccidn, si bien, depende en cierta
medida de la concentracion de AgNP presentes en la mezcla, no lo hace de forma
proporcional. Debido a que en estas condiciones PR se encontraria como su tautdmero
hidrazona, el grupo NH podria interaccionar con la superficie de las AgNP@galico vy, al ser una
molécula neutra, disminuye la carga neta de la nanoparticula favoreciendo la formacién de
agregados, lo que produciria el ensanchamiento de la banda SPR de las AgNP@galico que se
observa en la figura 5.15A [46]. En el caso del espectro de PR y de su correspondiente AAbs
(figura 5.15B), se observa un pequeio incremento de la sefal del tautdmero hidrazona (484
nm) y una leve disminucién de absorbancia en la seial del tautdmero azo (400-450 nm) debido
ala presencia de AgNP@gdlico. Esto podria indicar que existe un desplazamiento del equilibrio

hacia una mayor formaciéon de hidrazona, debido a su interaccion con las AgNP@galico.
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Figura 5.15. Espectros de absorbancia para AGNP@gdlico 2,8 pM (A) y PR 1,2 uM (B) ( )en
1:1 EtOH/H,0 con su correspondiente AAbs (s=uws). 25,0 °C.

En la figura 5.14B se observa variacion de la absorbancia en la regién de 400-550 nm; y en
la figura 5.14C, principalmente, la disminucién de la absorbancia de la mezcla. Sin embargo,
en ambos casos no se evidencia una tendencia clara con la variacién de la concentracién de
las AgNP@galico. Se presume que en estas condiciones (1:9 EtOH/H,0), PR se encuentra en
su forma azo principalmente y podria interaccionar con la superficie metalica por su grupo

OH. Aun asi, los cambios registrados son menores al 10% en la mayoria de los casos, muy
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pequefios para asegurar que los cambios espectroscépicos observados se producen por
interaccidon entre los componentes de la mezcla o se deben a errores experimentales

aleatorios.

5.5.3.2 Nanoparticulas de plata funcionalizadas con SDDC

En este caso, no se observaron variaciones en los espectros de absorbancia de PR 1,2 uM
o de AgNP@SDDC en las mezclas. Esto podria estar ocasionado por el gran empaquetamiento
del ligando SDDC sobre la superficie de la nanoparticula, que dificultaria de alguna manera el
acceso de PR a la superficie metalica.

Sin embargo, al incrementar la concentracion de PR (11 uM), se observa ensanchamiento
de la banda SPR de las AgNP@SDDC (figura 5.16A). La interaccién del OH de PR, por enlace de
hidrégeno, con el carboxilato del SDDC podria disminuir la carga neta de las AgNP@SDDC,
facilitando la formacién de agregados, lo que ensancharia su banda SPR [43]. Aun asi, los
cambios observados son muy pequeiios (<10%) como para asegurar que se deben a la

interaccidn entre los componentes de la mezcla (figura 5.17).
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Figura 5.16. Espectros de absorbancia para AGQNP@SDDC 0,25 nM (A) y PR 11 uM (B) ( )en 1:9
EtOH/H-0 con su correspondiente AAbs (s==us). 25,0 °C.
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Figura 5.17. Diferencia de absorbancia neta (AAbsnet;) de AGQNP@SDDC a diferentes
concentraciones y PR 11 uM, 1:9 EtOH/H.0.

5.5.4 CARACTERIZACION ESPECTROSCOPICA DE RODAMINA 6G Y RODAMINA B

Los espectros de absorcion de R6G y RhB se muestran en la figura 5.18. Se observé que R6G
presentaba un valor de absorcién maxima a 525,5 nm y un hombro a 494 nm; mientras que

en RhB se registran a 552 y 520 nm.
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Figura 5.18. Espectros de absorbancia de R6G 9,7 uM (@) y RhB 13,3 uM (B), en agua
a 259C. Se observan los mdximos de absorcion a 525,5 y 554 nm, respectivamente.

Se determind la absortividad molar de las rodaminas a partir de la pendiente de la regresién

lineal obtenida por cuadrados minimos entre la absorbancia a la longitud de onda maxima y
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la concentracidon de R6G y RhB. En el caso de R6G el valor de € resulté de (9,4 + 0,1)10* M
cm™ta525,5 nm en agua; y para RhB, de (54,4 £ 0,8)103M* cm™ a 552 nm en agua.

Los espectros de emision de fluorescencia de R6G y RhB se obtuvieron excitando a 525,5y
554 nm, respectivamente, en agua y en buffer fosfato pH 6,94 (PBS). La emision maxima para
R6G se observd a 551 nm; mientras que para RhB se presentd a 575 nm (figura 5.19). No se

observaron discrepancias en la emisién de fluorescencia con o sin control del pH del medio.
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Figura 5.19. Emision de fluorescencia de R6G 0,40 uM, Ay = 525,5 nm, (A) y RhB 0,55 uM, gy =
554 nm, (B) en PBS, 25,0 °C.

5.5.5 INTERACCION DE RODAMINAS CON NANOPARTICULAS METALICAS

En todos los casos donde se estudid la interaccién de R6G con MNP se observé quenching
o desactivacién de la fluorescencia de R6G (figura 5.20) al incrementar la concentracion de
MNP. Por lo tanto, las MNP actuarian como quencher de la fluorescencia de R6G. Estos
estudios se llevaron a cabo manteniendo constante la concentracién de R6G (0,40 uM) y
variando la concentracidon de AuNP@citrato, AgNP@gadlico y AgNP@SDDC, empleando PBS pH
6,94, cuando se realizo el control de pH. Se eligié una concentracidon de R6G que permitiera
obtener una sefal fluorescente con alta intensidad dentro de los limites de saturacién del

detector del espectrometro de fluorescencia utilizado.
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Figura 5.20. Efecto de la concentracion de AuNP?@citrato (A), AuNP**@citrato (B), AGQNP@SDDC
(B) y AgNP@gdlico (C) en la emisidn de fluorescencia de R6G en PBS pH 6,94 y a 25,0 °C.

Como se ha mencionado en la seccidn 5.2.1, las sondas fluorescentes, que se encuentran
muy cerca de las nanoparticulas metalicas, pueden interaccionar con su superficie generando
desactivacion de la fluorescencia de la sonda [31]. R6G posee en su estructura atomos de Ny
O que podrian interaccionar con las MNP [44], lo que la acercaria lo suficiente a la superficie
para inducir el quenching de la emision fluorescente de R6G. Usualmente, este fendmeno se
produce por transferencia de energia de Foster (FRET) del fluoréforo en estado excitado hacia
la MNP. FRET se produce por solapamiento de la banda de emisién del donor y la banda de
absorcién del aceptor dentro de la regidn espectral [47]. Como las bandas SPR de
AuNP@citrato, AgNP@SDDC y AgNP@galico, respectivamente, se solapan parcialmente con
la banda de emision de R6G (551 nm), las MNP estarian actuando como aceptores de los
fotones emitidos por el donor R6G (figura 5.22). Por otra parte, Yun et al. propusieron otro
mecanismo que no estd basado en transferencia de energia [48]. La Transferencia Electrdnica

de Superficie (SET) se basa en la interaccidon del campo electromagnético del dipolo del donor
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con la resonancia de plasmdn superficial de la MNP, que actuaria como el aceptor. Los
electrones de la banda SPR de la MNP interaccionan fuertemente con el dipolo del fluoréforo
cuando el mismo se encuentra cerca de la superficie y perpendicular a la misma. Ambos
mecanismos podrian combinarse para explicar la desactivacion de la emision de fluorescencia
de R6G que generan las MNP empleadas. Estos fendmenos ya fueron reportados para la

desactivacion de la emisidn fluorescente de R6G por AUNP@PVA (25-70 nm) [47].

Figura 5.21. Representacion esquemdtica de la transferencia
electronica de R6G a MNP.

En funcién de los resultados obtenidos, se graficaron las curvas de Stern-Volmer para cada
uno de los sistemas estudiados (figura 5.22). Para ello se tomo el drea bajo la curva de la sefial
fluorescente de R6G en ausencia (F,) y en presencia de MNP (F) y se graficé la relacion F,/F
en funcién de la concentracién de MNP. Todas las curvas presentaron un comportamiento
lineal, por lo que los valores de K, se obtuvieron a partir de la regresion lineal por cuadrados

minimos empleando la ecuacion B.4. Los valores obtenidos se presentan en la tabla 5.1.
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Figura 5.22. Curvas de Stern-Volmer de R6G (0,4 uM) en presencia de AuNP*?@citrato (A),
AuNP*@citrato (B), AgNP@SDDC (B) y AgNP@gdlico (C) en buffer fosfato pH 6,94; 25,0 °C. Las
barras de error corresponden las desviaciones estdndar para duplicados a cada nivel de
concentracion.

Tabla 5.1 Constantes de Stern-Volmer para R6G y MNP.
Kev (10° M1)*

MNP
Agua
AuNP??@citrato 8,8+0,7 7,5£0,2
AuNP%*®*@citrato 11,2+ 0,7 n.d.
AgNP@SDDC 5,5%0,5 n.d.
AgNP@gdlico 2,5+0,1 1,2+0,2

*25,0 2C. Los errores en la Kgy, corresponden a los calculados por el software
Origin™ al realizar la regresion lineal. n.d. = no determinado.

Al evaluar como el control de pH influye en las constantes de Stern-Volmer determinadas,

se observaron valores mayores de K, para MNP en buffer fosfato pH 6,94, con una mayor
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diferencia para AgNP@galico (50%), que para AuNP*’@citrato (15%). Esto podria deberse a
que la variacién de pH y el incremento en la concentracion de sales influye en la intensidad de
fluorescencia observada [17]. Es posible que las sales del buffer presentes en el medio puedan
facilitar la interaccién de las MNP con R6G.

La naturaleza (metal) y el ligando de la MNP también influyen en la desactivacién de la
emision fluorescente de R6G con MNP. En este caso, las constantes de Stern-Volmer son
mayores en un 40-70% para AuNP que para AgNP y se observd una variacién del 55% que
depende del ligando de las AgNP. Se han realizado estudios de la desactivacion de
fluorescencia de RhB con AuNP@citrato de 22 nm de didmetro [49], donde se observd que
RhB puede interaccionar fuertemente con las nanoparticulas mediante la interaccién con el
ion citrato anidnico que recubre la superficie metalica, por medio de interacciones
electrostaticas y de hidrégeno con el grupo amino protonado de RhB. De esta manera, en el
caso de R6G, la interaccion con los ligandos anidnicos de las MNP puede generarse por el resto
NH* que presenta esta sonda a pH cercanos a la neutralidad. La naturaleza del ligando influye
directamente en la interaccion de R6G con las MNP, favoreciendo la desactivacién de la
emision de fluorescencia de R6G en el siguiente orden: galico < SDDC.

Ademas, el tamafio de las nanoparticulas también es un factor a tener en cuenta en la
desactivacion de la fluorescencia de las sondas. Debido a que las nanoparticulas mas pequefias
poseen mayor area superficial que las mas grandes, se ha observado que son quenchers mas
eficientes [50]. Las AgNP@SDDC son mas pequeias (12 nm, SD = 3) en promedio que las
AgNP@gdlico (18 nm, SD = 4), lo que podria favorecer la mayor desactivacion de la
fluorescencia de R6G por parte de las AgNP@SDDC. En el caso de las AuNP, se observa mayor
desactivaciéon a mayor tamafio de nanoparticula. Esto podria explicarse en funcién de las
distribuciones de tamafio de las AuNP@citrato. Como las AuNP?®@citrato poseen un FWHM
de 226 nm, 54% mayor que el FWHM de AuNP??>@citrato; la poblacion de AuNP?@citrato es
mas polidispersa y la contribucion de AuNP mas pequeiias podria generar ese leve incremento
en la Kg, para AuNP?®@citrato.

De esta manera, se observa que el tamario, ligando y naturaleza de las MNP influye en la
interaccion de las mismas con R6G. La desactivacién de la fluorescencia de la sonda se produce
mediada por la interaccion de R6G con los ligandos de superficie de las MNP mediante
interacciones electrostaticas y de hidrégeno, que permitirian que R6G se encuentre a una

distancia cercana a la superficie metalica. Luego, la transferencia de energia (FRET) y la
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transferencia electrénica de superficie (SET) serian los mecanismos por medio de los cuales se
generaria la desactivacion de la fluorescencia.

De manera similar, se evalud la interaccién entre la sonda fluorescente RhB y MNP, con y
sin control de pH. La concentracion de RhB se mantuvo constante (0,55 uM) y se vario la
concentracién de AuNPZ@citrato y AgNP@galico, empleando PBS cuando se realizé control
de pH. En todos los casos, se observé mayor desactivacién de la fluorescencia de RhB (figura

5.23) al incrementar la concentracion de MNP.
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Figura 5.23. Efecto de la concentracion de AuNP?@citrato (A) y AgNP@gdlico (B) en la emisién de
fluorescencia de RhB en agua a 25,0 °C. El incremento en la concentracion de las MNP (flecha)
genera la desactivacion de la fluorescencia de RhB en todas las condiciones estudiadas.

A partir de esto, se realizaron los graficos de Stern-Volmer para ambos sistemas (figura
5.24). A partir de la pendiente de la curva de calibracidn correspondiente se determiné la

constante de Stern Volmer (Ksy). Los valores obtenidos se presentan en la tabla 5.2.
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Figura 5.24. Curvas de Stern-Volmer de RhB en presencia de AuNP*@citrato (A) y AGQNP@SDDC (B)
en agua a 25,0 °C.

Tabla 5.2 Constantes de Stern Volmer para RhB y MNP.
Ksv (10° M1)*

MNP
PBS Agua
AuNP22@citrato 53+0,6 6,7+0,1
AgNP@gélico 0,9+0,1 1,6 +0,2

*25,0 9C. Los errores en las constantes corresponden a los determinados por
el software Origin™ al realizar la regresion lineal.

En este caso, nuevamente se observa que el control de pH influye en la interaccién de RhB
con las MNP evaluadas. A diferencia de la tendencia que se presenta con R6G, el control de
pH resulta en menores constantes de Stern-Volmer en relacién con las que fueron calculadas
en agua. A su vez, se evidencia una mayor interacciéon de RhB con AuNP en relacién a las AgNP;
resultados comparables a los encontrados con R6G. Sin embargo, en funcién de los valores de
Ky calculados para R6G y RhB, se puede concluir que R6G es la sonda mas sensible a la
variacién de la concentracion de MNP y que las AuNP generan una mayor desactivacion de las
sondas fluorescentes empleadas en las condiciones estudiadas. De la misma manera, el
control de pH, la naturaleza de la MNP, su tamafio y el ligando que estabiliza la MNP influyen
en lainteraccién de las mismas con las sondas fluorescentes. A partir de estos hallazgos resulté
promisorio desarrollar un método analitico que sea capaz de detectar y cuantificar MNP, con

miras a ser aplicado en matrices reales.
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5.6 CONCLUSIONES PARCIALES

v Las AgNP@gdlico interaccionan con Para Red sin seguir una tendencia clara con la
concentraciéon de las MINP.

v’ Las AgNP@SDDC no interaccionaron con Para Red en las condiciones
experimentales analizadas.

v La presencia de las MNP seleccionadas produjo la desactivacion de la fluorescencia
de R6G y RhB, atribuida a la interaccion de la sonda molecular con la superficie de
la NP.

v’ La sensibilidad de R6G es mayor para todas las MNP examinadas, en comparacion

con RhB. A su vez, la sonda molecular es mas sensible en buffer fosfato pH 6,94.
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DETECCION Y CUANTIFICACION VI
DE NANOPARTICULAS METALICAS

EMPLEANDO RODAMINAS

6.1 INTRODUCCION

En los ultimos afios, el rapido desarrollo de la nanotecnologia ha permitido que las MNP

sintéticas comenzaran a emplearse en un rango de aplicaciones muy amplio, como ser la
cosmética, en productos farmacéuticos, dptica, electrénica, entre otros [1,2]. Las AgNP y AuNP
se encuentran entre las MNP sintéticas mas utilizadas en diversos productos [3,4]. Estas
nanoparticulas se producen y utilizan en grandes cantidades, lo que hace inevitable su
liberacion en ambientes acudticos durante su produccién, uso, manipulacién, reciclado o
eliminacion [1]. Sin embargo, a pesar de los esfuerzos mundiales para abordar y regular la
produccién y la manipulacion segura de los nanomateriales mediante el desarrollo de guias y
de una serie de recomendaciones; aun no existe una legislacién completamente destinada a
la regulacion de nanomateriales [5].

En vista de esto, se hace fundamental el desarrollo de tecnologias confiables y robustas
gue sean capaces de identificar, caracterizar y cuantificar las MNP sintéticas en matrices
complejas como las ambientales. En la actualidad, existen diversas metodologias capaces de
lograrlo y las mismas fueron introducidas en el capitulo | de esta tesis doctoral. Sin embargo,
estd claro que es necesario mejorar los métodos analiticos y las estrategias para permitir las

evaluaciones de riesgos e implementar regulaciones futuras [6]. De esta manera, en este
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capitulo se desarrollard la validacion del método analitico basado en la desactivacién de la

fluorescencia de R6G por MNP sintéticas, discutido en el capitulo V.

6.2. VALIDACION DE UN METODO ANALITICO

El objetivo de la validacion analitica de un método es el de asegurar que cualquier mediciéon

realizada posteriormente, en un andlisis de rutina, sea lo suficientemente cercana al valor real
del contenido de analito en la muestra analizada [7]. De esta forma, se busca investigar si se
logran los propdsitos analiticos del método, lo que consiste en obtener resultados analiticos
con un nivel de confianza aceptable [8].

En el caso de la validacién de métodos para la deteccion y cuantificacion de MNP, para los
métodos de screening se recomienda la determinacion del limite de deteccién (LOD), la
precision, la selectividad y la robustez. Cuando se trata de métodos confirmatorios, se deben
adicionar ciertos parametros como ser el limite de cuantificacion (LOQ), rango lineal y
recuperacioén [9]. En la siguiente seccion se desarrollaran los aspectos mds importantes en la

determinacion del limite de deteccidn, limite de cuantificacidn y exactitud.

6.2.1 LIMITE DE DETECCION

La IUPAC (Unidén Internacional de Quimica Pura y Aplicada) define al limite de deteccion
(LOD) como la menor concentracién de analito que puede ser detectada a un grado de
confianza especifico para un determinado procedimiento analitico [10].

En general, se utilizan dos pardametros para determinar la detectabilidad analitica:

v’ El limite de decisidn critico (LC), sobre el cual se puede afirmar que el analito estd
presente, pero sin la evidencia suficiente.

v El limite de deteccion (LOD), sobre el cual se afirma que el analito se encuentra
presente en la muestra a un nivel de confianza determinado.

De este modo, la definicion de LOD se basa en distinguir tres regiones de concentracién: (i)
menores al LC, (ii) aquellas que se encuentran entre LC y LOD, vy (iii) mayores al LOD [11].
Andlogamente, la definicion de estos limites puede ser comparada a una situacion cotidiana
como aquella presentada en la figura 6.1. Inicialmente, se observa que no hay evidencia de
ningun hecho (figura 6.1A); en el segundo caso se observa una imagen borrosa que podria

evidenciar un evento, pero donde no es posible afirmar con certeza de qué evento se trata
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(figura 6.1B). Finalmente, podemos afirmar cudl era ese evento debido a la nitidez de la ultima

imagen (figura 6.1C) [11].

Ausencia Fa?lta d? Presencia
evidencia

Figura 6.1. Analogia en la determinacion del LC y LOD con un ejemplo cotidiano
respecto a la ausencia de un evento determinado (A), la falta de evidencia del
mismo (B) o la afirmacidn de que este evento se llevo a cabo (C).
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Figura 6.2. Representacion grdfica de la prueba de significancia para la estimacion del
limite de deteccion. Las curvas Gaussianas representan las distribuciones de concentracion
a nivel del blanco y del LOD. Las dreas sombreadas azul y roja corresponden a las

probabilidades de cometer errores Tipo | y Il, respectivamente. Ref [11].

El LOD puede ser estimado a partir de un test estadistico de hipdtesis (figura 6.2). La
concentracion al nivel critico LC, a partir del cual se toman decisiones con respecto a la
deteccion del analito, conduce a una mayor probabilidad de cometer errores Tipo | (deteccidon
de falsos positivos). De esta manera, se acepta errdneamente la hipdtesis alternativa

afirmando que el analito se encuentra presente en la muestra cuando en realidad esta
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ausente. La probabilidad de cometer errores Tipo | se visualiza en la region sombreada en azul
(o) observada en la figura 6.2. La distancia entre LC y la concentracién cero de analito es el
producto de sy (error estandar de la concentracion del blanco quimico) y el coeficiente tq,y.
Para a = 0,05; una concentracién mayor al LC tiene una probabilidad del 5% de ser un falso
positivo. A su vez, también existe una probabilidad B de cometer un error Tipo Il (falso
negativo o analito no detectado), aceptando la hipdtesis nula y afirmando que el analito esta
ausente cuando en realidad se encuentra en la muestra. Esta probabilidad se representa como
la regién sombreada roja (B) de la figura 6.2. Si B = 0,05; la probabilidad de obtener un
resultado falso negativo es de 5%. La distancia entre LC y la concentracion de analito para B =
0,05 es el producto del coeficiente tgy y Syo. En funcidn de estas aproximaciones, la [UPAC

recomienda obtener el LOD empleando la siguiente ecuacién [11,12]:

2tO,OS;VSx

1 .
1 — Ecuacion 6.1
SEN + hy +

LOD = 2t0,05;v5y0 = I

donde la desviacion de la seiial del blanco es reemplazada por la desviacidn estandar de los
residuales de la regresion (sy), hy corresponde a un parametro de efecto palanca que se
calcula empleando la ecuacion 6.2, I representa el nimero de muestras de calibracién y SEN

corresponde a la pendiente de la regresidn lineal (sensibilidad de calibracién).

=2
Ccal

ho == —
§=1(Ci - cal)2

Ecuacion 6.2

C ca1 = promedio de las concentraciones de calibracidn.
¢; = cada valor de concentracién de calibracién.
Si el nimero de grados de libertad (v) es grande, 2to0s5.v = 3,3; por lo que una aproximacién

al LOD es la siguiente [12]:

3,35,

LOD = SEN

1+ hg _|_1 Ecuacion 6.3
I

Anteriormente, el LOD se determinaba soélo considerando errores Tipo |, donde la

concentracién se correspondia a una relacion sefial/ruido igual a 3. Esto implica establecer el
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limite de deteccion en funcion de la ecuacion 6.4; siendo s, la desviacion estandar de la sefial

del blanco quimico.

Ecuacion 6.4

En esta estimacion, la probabilidad de cometer errores Tipo | es de 0,1% en el caso de to,001;v
=3 (paravalores de v grandes). Recientemente, la IUPAC no recomienda utilizar esta definicion

ya que no considera los errores Tipo Il [13].

6.2.2 LIMITE DE CUANTIFICACION

El limite de cuantificacidon (LOQ) se define como la concentracion de analito donde el error
predictivo relativo es hasta 10% como maximo. La relacién que existe entre LOD y LOQ puede
establecerse facilmente: si la concentracion de analito es 10 veces la incertidumbre de
prediccion, entonces esta ultima es 10% en relacion con la concentracidn predicha [11]. De

esta manera, la determinacién del LOQ se calcula empleando la siguiente ecuacién [12]:

1+ hy _|_1 Ecuacién 6.5

10s
LOQ = — -

SEN

De manera similar al LOD, la definicion anterior de LOQ expresada en la ecuacién 6.6 ya no

se recomienda por la IUPAC [13].

Ecuacion 6.6

6.2.3 EXACTITUD
La determinacién de la exactitud de un método analitico es esencial en el proceso de
validacion. Para su estudio se emplean cuatro métodos basados en [14]:
v El uso de materiales de referencia certificados (CRM).
v' La comparacion del método propuesto con un método de referencia.
v’ La realizacidn de ensayos de recuperacidon en matrices o muestras reales.
v

Las pruebas inter-laboratorios (estudios en colaboracién).
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Los materiales de referencia certificados han sido producidos y caracterizados con altos
estandares y son acompafiados por certificados que declaran los valores de sus propiedades
de interés (usualmente, concentraciones de analito) y la incerteza asociada a este valor. Si se
dispone de CRM, deberia ser la primera opcién en la eleccién del método para estudiar la
exactitud. Sin embargo, algunas desventajas de emplear este método son el elevado costo de
materiales de referencia y la baja disponibilidad de CRM adecuados para el nimero de
matrices y analitos posibles [15].

El desempeno de un nuevo método también puede evaluarse al ser comparado con los
resultados obtenidos para un método de referencia de precisidén y exactitud conocidas [16].
En el caso de las MNP, aunque se han desarrollado algunos métodos excelentes para su
cuantificacidon y algunos CRM para ciertas matrices [17], aun se carecen de métodos de
referencia y CRM adecuados para la gran variedad de MNP vy ligandos sintetizados hasta el
momento y de matrices ambientales apropiadas para su estudio [18].

El empleo de estudios inter-laboratorios ain no han sido reportados para MNP en matrices
ambientales [18], pero en general tienen las desventajas de ser costosos y el proceso muy

lento.

6.2.3.1 Ensayos de recuperacion

Una alternativa a los materiales de referencia consiste en preparar una muestra de
referencia al adicionar o enriquecer una matriz con una cantidad determinada del analito de
interés [15]. A partir de esto, se calcula la recuperacién como una medida de la eficiencia del
método analitico para recuperar y medir el analito adicionado a la matriz del blanco. La
recuperacién se determina agregando cantidades conocidas de analito al solvente, realizando
la ya mencionada curva de calibracién. Luego, se agregan cantidades conocidas de este analito
a la matriz donde se aplicard el método desarrollado y se realizara una segunda curva. Si
ambas curvas coinciden, se obtendra una recuperacién del 100% vy las interferencias de la
matriz se hardn despreciables [19]. Sin embargo, la falta de superposicién de las curvas puede
deberse a un posible efecto matriz, que produce errores sistematicos, por exceso o por
defecto, y, en consecuencia, aumenta proporcionalmente con la concentracién del analito,
distinguiéndose del efecto producido por especies interferentes.

De acuerdo a las recomendaciones de la IUPAC se distinguen dos términos para representar

las recuperaciones:
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v' Recuperacion o factor de recuperacion (R): indica la relacidn entre cantidad de

analito establecida por el método propuesto (Q,) y la cantidad presente en la
muestra, original o adicionada previo al procedimiento de extraccion y/o
preconcentracion (Q4), en una etapa de preconcentracidn o extraccion dentro del
método analitico (ecuacién 6.7). De esta manera, el valor de la recuperacién esta

relacionado al error sistemdtico global del procedimiento analitico [20].

Qa

Ecuacion 6.7

R

v Recuperacién Aparente (R’'): corresponde a la relacidn entre el valor observado

(x'), derivado de un procedimiento analitico, por medio de la curva de calibracion
en funcion de un valor de referencia (x) (ecuacion 6.8). Este valor de referencia
corresponde a la cantidad de analito adicionada a la muestra previo al proceso de
medicidn y, en consecuencia, el valor de la recuperacién aparente se asocia al error

sistematico atribuido a un efecto matriz [20].

!

I __ x . g
R' = — Ecuacion 6.8

A partir de los valores obtenidos de R o R’, se puede obtener un valor de recuperacion
promedio empleando la ecuacién 6.9. Finalmente, es importante evaluar si la recuperacion
promedio es significativamente diferente de 100%. Para ello, se emplea una prueba de
hipdtesis donde la hipétesis nula, Hy: R = 100 se acepta o rechaza empleando un test t de
dos colas a un determinado nivel de confianza (a). El valor t se calcula a partir de la ecuacién

6.10 [14,15], donde sz corresponde a la desviacion estandar para los n ensayos de

recuperacion a partir de los que se calcula la recuperacién promedio R.

1 i=n
R=- le Ecuacion 6.9
n .
i=1
= (R - 100)% Ecuacion 6.10
SR

Si el valor de t obtenido (t,,_1.,) s menor que el valor tabulado para n-1 grados de libertad,

entonces la hipdtesis nula se acepta y el método es exacto [14].
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6.3 OBJETIVOS ESPECIFICOS

v' Determinar la desviacion estandar de blancos quimicos (sxo) y los parametros

analiticos: limite de deteccién (LOD) y limite de cuantificacién (LOQ).

v’ Evaluar la selectividad del método propuesto.

v' Emplear el método espectrofluorimétrico en matrices reales de agua de rio y agua
de red domiciliaria y determinar la eficiencia y la exactitud de la cuantificacién de

MNP mediante ensayos de recuperacion.

6.4 PROCEDIMIENTO EXPERIMENTAL

6.4.1 Soluciones de nanoparticulas con agua de red y de rio

Se prepararon soluciones de R6G 0,40 uM en buffer fosfato pH 6,94 0,01 M; a las que se
les adiciond agua de red o agua de rio sin un tratamiento previo a una concentracion de 10%
v/v. Posteriormente, las soluciones fueron fortificadas con AgNP@SDDC a dos niveles de
concentracién (30-165 pM), AgNP?*@citrato a cuatro niveles de concentracion (26-54 pM) y
AgNP?@citrato a dos niveles de concentracién (27-63 pM). Para finalizar, se registrd la
fluorescencia de R6G empleando los pardametros especificados en el capitulo V.

El agua de red se recolectd en un frasco estéril de plastico de una canilla en zona Norte,
barrio Poeta Lugones, ciudad de Cérdoba, luego de dejar circular agua por 10 minutos. El agua
de rio se recolecté en botellas de plastico de agua de rio superficial, a contracorriente y al
medio del cauce, en dos localizaciones diferentes (previo y posterior a las industrias quimicas)
de la ciudad de Rio Tercero, Cérdoba (figura 6.3). Las muestras se almacenaron en la heladera

hasta su uso.
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Figura 6.3. Ubicacion geogrdfica de los sitios donde se recolectd el agua de rio en su recorrido
previo (%) y posterior (@) a su paso por industrias quimicas.

6.5 RESULTADOS Y DISCUSION

En el capitulo anterior, se analizd la respuesta de la absorbancia o fluorescencia de un

azocompuesto (Para Red) y dos rodaminas, respectivamente, a la variacion de la
concentracion de nanoparticulas metalicas. En el caso de Para Red, no se observd una
variacion en la sefial espectroscopica de la mezcla PR/MNP que permita el desarrollo de un
método analitico en las condiciones examinadas. Sin embargo, se observd que la variacién en
la concentracidn de las MNP empleadas generaban la desactivacidn de la fluorescencia de R6G
y RhB, respuesta que se relacioné empleando la ecuacion de Stern-Volmer. A partir de esto,
se determinaron algunos parametros analiticos, como ser el rango dinamico, la sensibilidad,
los limites de deteccién (LOD) y cuantificacién (LOQ), se evalud la tolerancia maxima a
interferentes para los sistemas estudiados y el porcentaje de recuperacién en muestras reales

de agua de red y agua de rio.

6.5.1 LINEALIDAD Y SENSIBILIDAD DE CALIBRACION

Dado que el modelo que explica el fendmeno luminiscente observado es la funcién de
Stern-Volmer, la relacion lineal entre las variables [MNP] y fluorescencia relativa de rodaminas
(Fo/F) permite que la funcién obtenida pueda ser empleada como la curva de calibracién,

dentro del rango dinamico del método. De esta manera, los pardametros estadisticos de la
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funcion de calibracidn, la sensibilidad (SEN = K) y la sefial del blanco corresponden a la
constante Ky, y a la sefial analitica de las rodaminas en ausencia de MNP (F,/F = 1), de
acuerdo a la ecuacién de Stern-Volmer (tabla 5.1 y 5.2). El valor del coeficiente de correlacion
de las regresiones lineales obtenidas (figura 5.14; figura 5.16) indica una fuerte asociacion
entre la fluorescencia de las rodaminas y la concentracion de las MNP (r > 0,99).

En todos los casos, los valores de sensibilidad de calibracion obtenidos resultaron del orden
de 10° M'L. De ambas sondas estudiadas, R6G fue la mas sensible a la deteccién de las MNP
analizadas a pH 6,94 en buffer fosfato. A su vez, tanto R6G como RhB resultaron mas sensibles
a AuNP@citrato que a AgNP. El control de pH del medio generd un incremento de la
sensibilidad de R6G a MNP (17% para AuNP??@citrato y 100% para AgNP@galico); pero en el
caso de RhB se observé disminucién de la sensibilidad (26% para AuNP??@citrato y 78% para
AgNP@galico) en la solucidon amortiguadora.

La validez del modelo lineal se analizé en funcién del test F, donde, en todos los casos, el
valor de Feic resultd mayor que Fp g critico para los correspondientes grados de libertad de
cada caso y para un nivel de confianza de 95% (p < 0,05). Esto nos permite afirmar que la
relacion entre la intensidad relativa de fluorescencia de las sondas analizadas y la
concentracion de MNP sigue una funcion lineal en el rango de concentraciones evaluado. Por
otra parte, se realizd el analisis de los residuales de la regresidén para evaluar su distribucién
normal y su aleatoriedad (figura 6.3 es representativa). Se concluyd que los residuos siguen
una distribucién normal y se consideran aleatorios en las condiciones estudiadas,

comprobando la validez de los supuestos de normalidad y homocedasticidad.
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Figura 6.3. Grdficas de probabilidad normal de los residuos (A) y residuales en funcion de la
concentracién de AuNP*?@citrato (B).
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6.5.2 LIMITES DE DETECCION Y DE CUANTIFICACION

Los parametros LOD y LOQ se determinaron empleando las definiciones de la IUPAC
desarrolladas en la seccién 6.2.2 y 6.2.3 (ecuaciones 6.3, 6.4, 6.5 y 6.6). Para ello, la desviacion
estandar del blanco quimico (sxo) se determind a partir de la media de las areas de
fluorescencia relativas de 20 soluciones de R6G (0,40 uM) y RhB (0,55 uM) en ausencia de
MNP y preparadas independientemente en agua MilliQ o en buffer fosfato a pH 6,94; segln
corresponda. En las tablas 6.2 y 6.3 se presentan los valores obtenidos para LODy LOQyen la

tabla 6.4 se presentan las desviaciones de los blancos empleados en cada caso.

Tabla 6.2. Limite de deteccién para MNP en medio acuoso empleando como sensor R6G y
RhB.

LOD (1012 m)
R6G RhB
MNP
PBS Agua PBS Agua
A B A B A B A B
AuNP?@citrato 4,1 4,5 7,5 8,0 20,5 23,0 14,8 15,8
AuNPZ@citrato 3,2 3,6 n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d.
AgNP@SDDC 6,6 7,2 n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d.
AgNP@galico 14,5 15,6 47 53 121 129 62 71

A = determinado empleando la ecuacién 6.4. B = determinado empleando la ecuacién 6.3. *25,0 2C. n.d. = no
determinado. En negrita se resaltan los mejores LOD.
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Tabla 6.3. Limite de cuantificacién de MNP en medio acuoso empleando como sensor R6G
y RhB.

LOQ (1012 M)

R6G RhB
MNP

PBS Agua PBS Agua

A B A B A B A B

AuNP??@citrato 12,5 14,0 22,7 24,2 62,3 69,6 44,8 47,8
AuNP?*®@citrato 9,8 10,8 n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d.
AgNP@SDDC 20 22 n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d.
AgNP@galico 44 47 142 162 367 384 188 215

A = determinado empleando la ecuacién 6.6. B = determinado empleando la ecuacién 6.5. *25,0 C. n.d. = no
determinado. En negrita se resaltan los mejores LOQ.

Tabla 6.4. Desviaciones del blanco para los sistemas analizados.

*

Sxo
Sonda Fluorescente
PBS Agua
R6G 0,01(1) 0,01(7)
RhB 0,03(3) 0,03(0)

*Entre paréntesis se especifica la siguiente cifra decimal.

En todos los casos se obtuvieron valores de LOD y LOQ del orden de los pM (1012 M), lo
que permite la deteccion y cuantificacion de concentraciones muy pequefias de MNP. De
ambas sondas fluorescentes, R6G en buffer fosfato pH 6,94 resultd mejor sensor para la
deteccion de AuNP y AgNP que RhB, al ser capaz de detectar menores concentraciones de
estos analitos (LOD mas bajos). A su vez, R6G resultd mas eficaz en detectar menores
concentraciones de AuNP que de AgNP, con LOD entre 50-78% mas bajos. En el capitulo V se
analizé como el ligando y el tamano de las MNP influye en su interaccién con las rodaminas.
Se observd que para AgNP, R6G resultd un sensor mas eficiente para MNP mas pequefas
(LODagnp@spDC, 120m<LODagnP@galico,18nm) Y qUE es capaz de detectar menores concentraciones de
MNP cuando SDDC estabiliza las mismas.

Los LOD obtenidos en esta tesis se encuentran en el orden de los reportados en bibliografia

para MNP similares [21,22]. En otros casos, el empleo de estrategias de preconcentracién de
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la muestra con MNP, acopladas a sistemas de cuantificacidon costosos (ICP-MS), permiten la
obtencién de LOD mds bajos (orden de los fM) [23—-26]. Sin embargo, la disminucién en los
limites de deteccidn se alcanza con procedimientos que incluyen una gran cantidad de etapas
que requieren periodos considerables [24,27,28], el empleo de otras MNP en la
preconcentracion [24] o la digestion de la muestra como proceso previo a la cuantificacion
[27,28]. También se han empleado otros nanomateriales (carbon dots) para la deteccién de
MNP alcanzando LOD similares [29] o mas altos [30,31] a los obtenidos con el sistema
desarrollado en esta tesis doctoral.

De esta manera, el método analitico presentado en esta tesis para la deteccién y
cuantificacién de nanoparticulas de oro y de plata presenta como principales ventajas su
sensibilidad, simplicidad y rapidez. Ademas, es econémico, emplea pequefias cantidades de
reactivos y no requiere de equipamiento muy costoso ni de personal altamente calificado para

su realizacién, lo que permitiria su implementacién en laboratorios de rutina.

6.5.3 SELECTIVIDAD

La selectividad del método propuesto se evalué analizando la influencia de especies
potencialmente presentes en muestras reales. Las determinaciones se realizaron adicionando
las especies, que probablemente podrian actuar como interferentes, a soluciones que
contenian la sonda fluorescente y las MNP. Es importante destacar que sélo se evalud la
selectividad de R6G a AuNP??@citrato y AgNP@SDDC en buffer fosfato 0,01 M pH 6,9 debido
a que estos sistemas presentaron mejores LOD en relacién a los demas estudiados. Si bien el
LOD de AuNP*®@citrato es ligeramente mas bajo en comparacién con las AuNP#@citrato,
estas ultimas presentaron una distribucidon de tamafios mas homogénea que las MNP de 26
nm (FHWMaunp22 < FHWMaunp26).

En todos los casos se considerd que la especie adicionada producia una interferencia
cuando la variacién de la sefial era superior a 10%. Para ello se prepararon soluciones de R6G
(0,4 uM) y AuNP?’@citrato (36,4 pM) o AgNP@SDDC (57,2 pM), a las que se les adicionaron
cantidades crecientes de los interferentes presentados en la tabla 6.5. El sistema
R6G/AuNP?’@citrato presentd una excelente tolerancia a la adicién de sales (>10%°) y una muy
buena tolerancia a la presencia de Au3* (10°). Sin embargo, presentd una tolerancia més baja
a la adicion de AgNP@SDDC (0,26) debido a que la sonda fluorescente R6G también es muy
sensible a la presencia de AgNP@SDDC. Con respecto al sistema R6G/AgNP@SDDC, se
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observé una gran tolerancia a la presencia de sales (>10°) y AgNO; (10°); pero una baja
tolerancia a AuNP??@citrato y AgNP@galico (0,13 y 1,06, respectivamente) originada por la
sensibilidad de R6G a estas MNP.

Tabla 6.5. Efecto de interferentes en el sistema R6G/MNP.

Tolerancia (T)2

Interferente
AuNPZ@citrato®d AgNP@SDDC%¢
AgNP@SDDC 0,26 .
AU 3,2x10° n.d.c
AuNP#@citrato - 0,13
AgNP@galico n.d.c 1,06
AgNOs n.d.t 5,6 x 10°
NaCl >1,8 x 10%° 3,3x10°
KCl 8,2 x 10° 2,4x10°
KBr >1,8 x 10%° 2,0x10°

3T = [Interferente] /[Analito]. ®* [AuNP#@citrato] = 36,4 pM. ¢ [AgNP@SDDC] = 57,2 pM. ¢
[R6G] = 0,4 uM, buffer fosfato pH 6,94 0,01 M (concentracion analitica). © n.d. = no
determinado. 25 °C.

6.5.4 APLICABILIDAD DEL METODO A MUESTRAS REALES

La eficiencia y exactitud del método propuesto para la deteccidn y cuantificacion de MNP
fueron evaluadas mediante ensayos de recuperacion del analito en matrices reales, como
agua de red y agua de rio.

Al emplear un método analitico para determinar la concentracidn de una especie en una
matriz real, se pueden observar desviaciones negativas (recuperaciones muy bajas) o positivas
(recuperaciones muy altas). Estas desviaciones son generalmente producto del efecto matriz,
gue corresponde a los efectos combinados de todos los componentes de la muestra diferentes
al analito en la medicién de una cantidad [32]. Para corregir o minimizar el efecto matriz,
observado sobre las sefiales obtenidas, se emplea el método de adiciones estandar (Method
of Standar Additions - MOSA). Este método, se basa en agregar distintas cantidades conocidas
del analito a soluciones que contienen cantidades constantes de la matriz, las cuales se diluyen

hasta un mismo volumen final.
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Los ensayos de recuperacion se realizaron preparando soluciones de R6G (0,40 uM) en
buffer fosfato 0,01 M pH 6,94, enriquecidas con distintos niveles de concentracién de MNP,
por triplicado, dentro del intervalo lineal establecido previamente. A cada solucién se le
adicion6 agua de red o agua de rio recolectada antes y después de su paso por industrias
quimicas. La concentracion de matriz evaluada fue de 10% v/v sin realizar un tratamiento

previo de la matriz.

6.5.4.1 Nanoparticulas de oro funcionalizadas con citrato

Los valores de recuperacion aparente (R’) se calcularon mediante el cociente entre la
cantidad de analito determinada a partir de la sefial analitica obtenida y la curva de
calibracion; y la cantidad adicionada conocida previo al proceso de medicién. No se detectaron
residuos de AuNP@citrato en la solucion blanco. Los ensayos de recuperacion se realizaron
para AuNP?®@citrato no envejecidas (tabla 6.6) y todos los valores obtenidos se corrigieron

por efecto matriz negativo.

Tabla 6.6. Recuperaciones de AuNP2®@citrato en agua de red domiciliaria y agua de rio.

Analito Matriz Cantidad adicionada Cantidad determinada %R’ (RSD)?
(pM) (pM)

27 23 85(13)

Agua de red®
63 60 95 (2)
Agua de rio 27 21 78 (6)

AuNP?@citrato ) )

pre-industria¢ 63 61 97 (3)
Agua de rio 27 23 85 (6)
post-industria® 63 63 100 (6)

20Obtenidas por triplicado. °SEN = (10,7 + 0,3) 10° M. °SEN = (10,9 + 0,5) 10° M. ¢SEN = (9,5 + 0,2) 10°
M. RSD = desviacién estandar relativa.

Los valores de recuperacion aparente obtenidos para AUNP?®@citrato se encuentran entre
78-100%, similares que los obtenidos empleando otras metodologias [23,24,30,33]. Estos
valores son aceptables para la determinacion de AuNP@citrato sintéticas en muestras de agua
de red domiciliaria y agua de rio.

La determinacién de la recuperacion aparente para las AuNP2?@citrato se llevd a cabo al

transcurrir aproximadamente un afio desde su sintesis y se observd que el proceso de
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envejecimiento de las MNP generd una ligera disminucién de su tamafio medio (do = 22 nm,
SD =5 > diaro = 21 nm, SD = 4) (figura 6.4). Debido a esto, se recalculd la sensibilidad y se
determind la recuperacidn aparente en muestras reales para AgNP*@citrato envejecidas

(tabla 6.7). Todos los valores obtenidos se corrigieron por efecto matriz negativo.
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Figura 6.4. Distribucién de tamafios de las AuNP**@citrato al ser
sintetizadas (negro) y envejecidas por 1 afio (rojo).

Tabla 6.7. Recuperaciones de AuNP*?@citrato envejecidas en agua de rio.

Analito Matriz Cantidad adicionada Cantidad determinada %R’ (RSD)?
(pM) (pM)
31 36 116 (20)
Agua de rio 44 37 84 (4)
pre-industria® 53 64 121 (8)
AuNP??@citrato 66 61 92 (24)
envejecidas 31 31 100 (16)
Agua de rio 44 36 82(12)
post-industria® 53 55 104 (6)
66 68 103 (7)

30btenidas por triplicado. ®SEN = (6,0 + 0,5) 10° M™% °SEN = (6,6 + 0,3) 10° M™. RSD = desviacién
estandar relativa.

En este caso, se observd una disminucién del valor de la pendiente de la curva de
calibracion en un 25-32%, obteniéndose valores de recuperacion entre 84-121% considerados

aceptables para la cuantificacion de AUNP en muestras ambientales [24,29]. Los métodos
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analiticos clasicos (DLS, TEM o ultracentrifugacion) en general son insensibles a la ligera
variacion del tamafio de las MNP causada por envejecimiento [34]. Por ello, resulta
importante destacar que este proceso influye en los parametros analiticos determinados y
debe ser considerado como un factor a ser evaluado en el desarrollo de métodos analiticos
para la cuantificacion de MNP sintéticas [34].

Con el objetivo de evaluar la exactitud del método para las determinaciones de
AuNP@citrato en agua, se calcularon las recuperaciones promedio (%R). Posteriormente, se
efectuo el test t de dos colas a un nivel de confianza del 90 y 95% para verificar que no existen
diferencias significativas respecto a 100% para las recuperaciones promedio. Los resultados

se informan en la tabla 6.7.

Tabla 6.7. Pardmetros calculados para establecer la exactitud del método para el analisis

de AuNP@citrato en agua de red y agua de rio.

Analito (n)a Matriz %ﬁ §Rb texp tn-1;u=0,05 tn-1;u=0’10
Agua de rio
103 18 0,33 3,18 2,35
AuNP*@citrato  pre-industria
envejecidas (4) Agua de rio
97 10 0,60 3,18 2,35
post-industria
Agua de red 90 6 2,36 12,7 6,31
Agua de rio
AuNP?®@citrato 88 13 1,30 12,7 6,31
pre-industria
(2) )
Agua de rio
93 11 0,90 12,7 6,31

post-industria

2Entre paréntesis se especifica el nimero de ensayos de recuperacion usados para el cdlculo de la
recuperacion promedio. Sy es la desviacién estandar relativa.

Dado que texp < tn-1,0 €n todos los casos, se puede concluir que, en analisis de agua de red y
agua de rio, el método desarrollado que emplea R6G como sonda fluorescente es exacto para
la cuantificacion de AuUNP#?@citrato envejecidas y AuNP?®@citrato a un nivel de confianza del

90 y 95%.
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6.5.4.2 Nanoparticulas de plata funcionalizadas con SDDC

Los valores de recuperacion aparente se determinaron de la misma manera que para
AuNP@citrato (tabla 6.8). No se detectaron residuos de AgNP@SDDC en la soluciéon blanco.

En este caso, se observaron diferencias en la sensibilidad de R6G en funcién del lote de
AgNP@SDDC empleado. De esta forma, la recuperacion se calculd considerando la

sensibilidad de R6G a cada lote de MINP.

Tabla 6.8. Recuperaciones de AgNP@SDDC en agua de red y agua de rio.

Cantidad adicionada Cantidad determinada

Matriz real %R’ (RSD)?
(pM) (pM)
Agua de red® %0 *0 7> 12)
162 144 89 (5)
Agua de rio 37 33 89 (3)
pre-industria© 82 80 98 (24)
Agua de rio 80 59 74 (6)
post-industria® 162 148 91 (4)

20btenidas por triplicado. ®SEN = (4,3 +0,2) 10° M. °SEN = (5,5 + 0,5) 10° M™%,

Para la determinacion de AgNP@SDDC se obtuvieron valores de recuperacién entre 74-
97% en agua de red y agua de rio (10% v/v), similares a las determinadas para AgNP por otro
métodos reportados en la bibliografia [28,35—-37].

A modo de evaluar la exactitud del método para estas determinaciones se calcularon las
recuperaciones promedio (%R). Posteriormente, se realizé el test t de dos colas, a 90 y 95%
de confianza, para verificar que no existan diferencias significativas respecto a 100% para las

recuperaciones promedio. Los resultados se presentan en la tabla 6.9.
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Tabla 6.9. Parametros calculados para establecer la exactitud del método para el andlisis

de AgNP@SDDC en agua de red y agua de rio.

Matriz real® %R Sg° t th-1,0=005  tn-1;a=0,10
Agua de red 82 10 2,55 12,7 6,31
Agua de rio

94 6 1,41 12,7 6,31

pre-industria

Agua de rio
83 12 2,00 12,7 6,31
post-industria

3Se emplearon 2 valores de recuperaciéon para el calculo de la recuperacion
promedio en cada caso. °Sy es la desviacién estandar relativa.

A partir de los resultados obtenidos, se concluye que el método desarrollado es exacto para
la determinacion de AgNP@SDDC en agua de red y agua de rio (t< tn-1.0) @ un 90 y 95% de

confianza.

6.5 CONCLUSIONES PARCIALES

v" R6G fue la sonda mas sensible a la variacidn de la concentracidon de MNP en buffer

fosfato CA=0,01 M pH 6,94.

v' El control de pH es un factor que influye en la sensibilidad de las sondas
fluorescentes en la deteccidon de MNP.

v Variaciones en el tamafio y en ligando sobre la superficie de las MNP generan
variaciones en la sensibilidad de R6G.

v Los mejores LOD y LOQ se obtuvieron para AuNP y AgNP@SDDC.

v’ Los ensayos de recuperacion en agua de red domiciliaria y agua de rio pre- y post-
industria fueron de buenos a muy buenos para todos los sistemas analizados.

v" El método es exacto a un 90 y 95% de confianza para detectar y cuantificar

AuNP@citrato y AgNP@SDDC en agua de red domiciliaria y agua de rio.
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CONCLUSIONES GENERALES

En este trabajo de tesis se abordd el estudio de estrategias analiticas para detectar y
cuantificar nanoparticulas metalicas de oro (AuNP) y plata (AgNP) empleando sondas
fluorescentes de la familia de las rodaminas (Rodamina B y Rodamina 6G). A partir de los
resultados y discusion detallados en los capitulos precedentes, las principales conclusiones
que se pueden extraer son las siguientes:

v’ El surfactante gémini anidnico SDDC puede ser empleado como estabilizante en la
sintesis de AgNP esféricas al interaccionar con la superficie metdlica mediante una
union monodentada via el grupo carboxilato, conservando intacto el enlace
disulfuro y con un alto grado de empaquetamiento.

v El surfactante SDDC, ademds, es un interesante agente estabilizante, capaz de
modular la sintesis de nanoestructuras de plata de diferentes tamanos en
soluciones de crecimiento adecuadas. Las nanoparticulas obtenidas dependen de la
naturaleza de las semillas y de los aniones agregados a la solucidn de crecimiento.
Las semillas AgNP@SDDC favorecen exclusivamente la nucleacién secundaria con
formacioén de nuevas nanoparticulas; mientras que con semillas de AgNP@citrato
se induce el crecimiento en tamaio de las semillas adicionadas a la solucidn.

v' Las AgNP@SDDC pueden emplearse como catalizadores en la reduccion de 4-NPh

por borohidruro de sodio. A tiempos cortos, la etapa limitante de la velocidad es la
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formacién de 4-hidroxilaminofenolato, mientras que a tiempos mas largos la
velocidad esta gobernada por la conversién a aminofenolato. La actividad catalitica
de las AgNP@SDDC es mayor sobre la primera etapa.

v El compuesto azo Para Red interacciona débilmente con AgNP; sin embargo, esta
interaccidon no presenta una tendencia clara relativa a la concentracién de las
nanoparticulas en las mezclas MNP/PR.

v’ Las AuNP y AgNP interaccionan con las sondas fluorescentes R6G y RhB
produciendo el quenching o desactivacién de la emision de fluorescencia de estas
sondas; proceso que depende de la concentracién de las MNP, de su naturaleza, del
tamafio y del ligando que la estabiliza. A su vez, R6G presentd mayor sensibilidad
hacia las nanoparticulas evaluadas en buffer fosfato pH 6,94.

v' El método propuesto para la deteccién y cuantificacion de AuNP y AgNP basado en
el quenching de la emisién de fluorescencia de sondas fluorescentes proporciona
buenos valores de recuperacién y es adecuado para detectar MNP a bajos niveles
de concentracidn (pM) en agua de red domiciliaria y agua de rio.

v" Elmétodo desarrollado es simple, rapido, econémico, no requiere de equipamiento
costoso ni de personal altamente calificado, no requiere preprocesamiento de la

muestra y permite detectar AUNP y AgNP en el orden de los pM.

7.1 PERSPECTIVAS

El desarrollo de esta Tesis permitid explorar nuevas areas de la quimica analitica de
nanoparticulas metdlicas vy, a partir del mismo, es posible considerar las siguientes estrategias
a futuro:

v La reduccién del grupo nitro de PR (amino-PR) plantea una buena estrategia para
favorecer su interaccién con MNP y evaluar si la presencia del grupo amino permite la
isomerizacién de amino-PR. Las reducciones sintéticas mas empleadas reportadas en
bibliografia suelen reducir conjuntamente el grupo azo de PR o incluso romper este
enlace. Sin embargo, se ha observado que empleando un catalizador basado en
minerales de hierro (ferrihidrita), se produce la reduccion selectiva del grupo nitro de
algunos compuestos azo por hidracina, a 70 2C bajo atmdsfera de nitrégeno [1]. Por lo

tanto, una proyeccion de este trabajo de tesis podria ser examinar la reduccion
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planteada en la figura 7.1, como posible sintesis del derivado amino-PR. Debido a que
las AgNP@SDDC poseen propiedades cataliticas, resulta interesante evaluar si las
mismas pueden catalizar la formaciéon de amino-PR y, de esta manera, ser base para

proponer un método analitico basado en la cinética del proceso.

R
\ ) Ej\
2 v ~N N + 3N2H4. H20 “catalzador 2 - N//N

N | \@ + 3N2 + 7H2
z< ¥

NO, NH,

Figura 7.1. Reduccidn selectiva del grupo nitro de PR por hidracina en presencia de un
catalizador metdlico.
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ANEXO

ESTIMACION DE LA
CONCENTRACION DE

NANOPARTICULAS METALICAS

Las diferencias en la polidispersidad entre diferentes lotes del mismo tipo de nanoparticula
se originan tanto durante la sintesis o durante el agregado de un ligando de superficie. Es
posible tener en cuenta la variabilidad de la polidispersidad si uno considera la distribucién de
tamafios de las nanoparticulas. El algoritmo llamado NANoPoLC (Nanoparticle Polidispersity
Corrector) [1] fue disefiado para ser usado directamente con datos de dispersion dindmica de
luz (DLS) y también es compatible con mediciones de particulas individuales mediante
microscopias electronicas de transmisidon y emision (TEM/SEM). Cuando se usan datos
derivados de SEM o TEM, un tamaino de muestra grande debe considerarse para llevar a cabo
los calculos, particularmente para muestras con una gran polidispersidad.

El modelo puede aplicarse a cualquier distribucién de tamafio, independientemente del
nanomaterial considerado. Se define la probabilidad de encontrar una MNP de didmetro d,

de acuerdo a la siguiente ecuacién:

d+
f g(s)ds = g(d)h Ecuacion A.1

donde el valor de g(d)h puede interpretarse como la relacion del nimero de
nanoparticulas de didametro d respecto del nimero total de nanoparticulas en la muestra con

una distribucién de tamafios descrita por la funcién g. En la ecuacién anterior, (d- < d < d%)
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yd = d* — d~ es un valor infinitesimalmente pequefio. El termino g(d)h esta directamente
relacionado con la dispersion de tamafos de la muestra. Se puede demostrar que la

concentracion total de cualquier sistema de MNP dado satisface la ecuacion A.2,
[MNP] f F(s)g(s)ds = [S] Ecuacién A.2

donde [S] denota la concentracidn inicial del precursor de la nanoparticula y F(d) es el
numero total de atomos para un precursor de nanoparticulas de didmetro d. Para proveer
una buena aproximacion a la integral anterior, se puede utilizar la suma de Riemann (ecuacién

A.3).
[S] = [MNP] z F(d;)g(d;)h; Ecuacién A.3

Como h; = d;,;; —d;, lasuma en la ecuacién A.3 se calcula paracadai =1,..,n — 1. Por
lo tanto, los datos recolectados, es decir, g(d;), no fueron considerados totalmente en la
integral total. Entonces, se utiliza la “regla del trapezoide” para convertir la ecuacién anterior
en la siguiente:

h; .
[S1 = [MNP] ) [F(d)g(d) + F(di1)g(di )] Ecuacion A4
donde la suma en la ecuacién se realiza para cada i = 1,...,n; y [NP] se determina
utilizando la ecuacion A.5, que es el algoritmo denominado NANoPoLC.
2[S]

MNP = S @)@ + FlanDg@n ik Feuacion A.>

En este caso, se considera una geometria esférica para la poblacién, que puede ser
integrada en la funcion que cuenta los atomos F(d) sélo conociendo el didametro “d”. Asi, la
funcion F(d;) es un aspecto fundamental que determina el volumen de la nanoparticula,
abriendo la posibilidad de extender el uso de esta ecuacién a formas mas alla de las esferas

(ecuacion A.6):
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Ve (d;)

Vétomo

F(d;) = Ecuacion A.6

Vyp(d;) corresponde al volumen de la MNP, y V;;,mo al volumen de un dtomo unico.
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ANEXO

CONCEPTOS BASICOS DE
FLUORESCENCIA

B.1 NATURALEZA DEL FENOMENO DE FLUORESCENCIA

Cuando una molécula absorbe un fotdn de luz, pasa a un estado excitado de mayor energia.
Al retornar a su estado basal, el exceso de energia debe ser liberado. Existen varias vias por
medio de las cuales puede hacerlo. Una de ellas consiste en la liberacién de energia por medio
de calor, proceso al que se denomina desactivacion vibracional o relajacion no radiativa. Por
otra parte, la relajaciéon también puede estar mediada por una reaccion fotoquimica, donde
la molécula puede generar un producto determinado por descomposicién o por reaccion con
otras especies [1].

Por ultimo, si la relajacién se produce por la liberacién de un fotdén de radiacidon
electromagnética, el proceso se denomina fotoluminiscencia. La fotoluminiscencia puede
dividirse en dos categorias: la fluorescencia y la fosforescencia, dependiendo de la naturaleza
del estado excitado involucrado. Para visualizar estos procesos es conveniente analizar el
diagrama de Perrin-Jablonski presentado en la figura B.1. Los estados electrénicos se denotan
como Sp (estado electronico fundamental), S1, S2. Los estados tripletes como Ti, T2, etc. Los
niveles vibracionales se encuentran asociados a cada nivel electrénico [1,2].

La fluorescencia tiene lugar cuando una molécula en un nivel de energia vibracional cero
de un estado electrénico excitado retorna al estado electrénico fundamental (S1 = So), sin

cambios en la multiplicidad de spin, por la emision de un fotdén. Una expresidn cuantitativa de
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la eficiencia de la fluorescencia es el rendimiento cudntico, ¢s, que corresponde a la fraccion
de moléculas excitadas que regresan a su estado fundamental por emisién de fluorescencia.
Los valores que puede adoptar el rendimiento cudntico rondan desde 1, que implica que todas
las moléculas en un estado excitado emiten luz por fluorescencia, a 0, donde la fluorescencia
no ocurre [1].

Dado que las moléculas que se relajan hacia el estado basal por un mecanismo muy rapido,
la fluorescencia se observa sélo cuando es un mecanismo de relajacion mas eficiente que la
combinacién de otras desactivaciones, por ejemplo, por conversién interna. La conversion
interna se entiende como la transicidn no radiativa entre dos estados electrénicos de la misma
multiplicidad de spin. Ocurre desde el nivel vibracional mds bajo de un estado electrénico
excitado a un nivel vibracional alto de un estado electrénico de menor energia [1].

Por otra parte, el entrecruzamiento entre sistemas puede llevarse a cabo cuando, la
molécula que se encuentra en el estado vibracional de menor energia de un estado
electrdénico excitado, pasa a un estado vibracional alto de un estado electrénico excitado de
menor energia que posee diferente estado de espin (S1 = T1). A partir de esto, se puede llevar
a cabo la fosforescencia, que se observa cuando la relajacion ocurre con la emision de un fotén

de un estado electrénico triplete al estado basal (T1 = So) [1].

Conversion Relajacion
S 7; E interna Vibracional
[ Z
L X g
‘ p -
B 4 F4
S —*
1
¥ T,
v

\E ] ' ' '
20 P e '
& ! _ Entrecruzamiento ! ! ! | |
[ Fluorescencia  entresistemas ! ! ! | |

Absorcion Fosforescencia

HEHEHEK |
Estado )‘ Rel2jacion et
basal, S ’/r“Vibracional
90
-

Figura B.1. Diagrama de Perrin-Jablonski.
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B.2 QUENCHING DE FLUORESCENCIA

La desactivacién de la fluorescencia, o quenching de emisidén de fluorescencia, se define
como cualquier proceso que disminuya la intensidad de fluorescencia de la sonda fluorescente
[2]. Este proceso suele involucrar otra especie, el quencher Q, cuya presencia provoca la
atenuacion de la intensidad de emision fluorescente de un fluoréforo F en el estado excitado
(F*) de manera competitiva con los procesos naturales de desactivacion radiativos y no
radiativos (procesos 1y 2 en figura B.2) [3]. Los tipos de quenching que involucran a Q pueden
ser descriptos como estdtico o dindmico, segun el mecanismo de accién de @, aunque existen
casos complejos en los que operan ambos simultdneamente. En el primer caso, la pre-
formacién de un complejo no fluorescente F~Q en el estado energético basal, gobernado por
la constante de quenching, K,.(proceso 3, figura B.2) conlleva a una disminucién de la fraccion
de F libre. En el segundo caso, F* es desactivado por la colision bimolecular con Q (proceso

4, figura B.3).

F + hv > F* *F + hv

TQ|| K4 +Q kq[Q]

| 10
() F~Q F+Q
hv
F~Q’

Figura B.2. Representacion esquemdtica de los posibles mecanismos de desactivacion de la emision de
fluorescencia de un fluoréforo F. Mecanismos de desactivacion intrinsecos de F*: 1, desactivacion no
radiativa gobernada por la constante de velocidad k,,,.; 2, emision de fluorescencia dependiente de la
constante de velocidad k¢. Mecanismos de quenching de la fluorescencia de F*: 3, formacion de F~Q
no fluorescente en el estado basal entre F y un quencher Q (quenching estdtico); 4, desactivacion de F*
por colisién bimolecular con Q dependiente de la constante de velocidad de quenching k, y [Q]
(quenching dindmico). hv se refiere a la absorcion de luz de frecuencia v. h, constante de Plank. K,
constante de asociacion.

F~Q + calor
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En el caso del quenching estatico, la dependencia de la intensidad de fluorescencia con la
concentracion de quencher puede ser derivada de la constante de asociacion de la formacion
del complejo. Esta constante esta dada por la ecuacion B.1 [2].

[F - Q]

Ky = ——— Ecuacion B.1

[F1lQ]

donde [F — Q] es la concentracion del complejo, [F] es la concentracion del fluoréforo no
complejado y [Q] es la concentracién del quencher. Si el complejo no es fluorescente,
entonces la fracciéon de fluorescencia restante (F /F,) esta dada por la fraccién de fluoréforo
que no esta complejado: f = F/F,. Si la concentracion total de fluoréforo esta dada por la

ecuacion B.2 [2];
[Flo = [F]+ [F — Q] Ecuacién B.2

al sustituir esta ecuacion en la ecuacion B.1, se obtiene:

K, = = - Ecuacion B.3

Al sustituir las concentraciones de fluoréforo por las intensidades de fluorescencia, la
ecuacién B.3 puede reescribirse de la siguiente manera:

Fy L
— =1+ K,[Q] Ecuacion B.4
F

Esta ecuacidn se conoce como ecuacion de Stern-Volmer [2].

La derivacion formal de la ecuacién de Stern-Volmer surge de las consideraciones de las
velocidades de todos los procesos de desactivacion de un fluordforo en el estado excitado
(Knr, ks y kg, Figura B.2). En este sentido, la variable que engloba las constantes de velocidad
de los procesos de desactivaciéon es el tiempo de vida de F*, 7. Los experimentos de
determinaciéon de los tiempos de vida de un fluoréforo en el estado excitado (técnica
denominada espectroscopia de fluorescencia resuelta en el tiempo) en ausencia (7,) y en
presencia (t) de Q permiten discernir inequivocamente el tipo de quenching involucrado. En
general, si T = 1, la presencia de Q no afecta a F*; de manera que la asociacién ocurre con

F en el estado basal (quenching estatico). Por el contrario, si T < 7, la aceleracién en la
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desactivaciéon de F* se atribuye a la colisién bimolecular con Q (quenching dindmico). A partir
de un gréfico de 7,/7 en funcion de [Q] es posible determinar de manera directa la constante
de velocidad de quenching colisional, k, [2]. Una caracteristica del quenching colisional es que
la disminucidn en la intensidad de fluorescencia es proporcional al tiempo de vida, por lo que
la relacién 7, /1 puede expresarse por la siguiente ecuacion:
0 Fo .
—=—=14+k.T Ecuaciéon B.5
T F q O[Q]
La dependencia de F,/F en funcion de [Q] es lineal; relacion que se observa para

quenching estatico y dindmico. De esta manera, ambas ecuaciones pueden representarse por:

F,
FO =1+ K5 [0Q] Ecuacion B.6

donde Ky es la constante de Stern-Volmer [2]. Por lo tanto, si el quenching es estatico se
cumple que K5y = K, y las ecuaciones B.4 y B.6 son equivalentes; pero si es dinamico, Kg, =
quo . Si ambos mecanismos ocurren simultdneamente, se obtienen desviaciones de la

linealidad [2].
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ANEXO

CONCEPTOS BASICOS DE
VALIDACION DE METODOS

ANALITICOS

C.1 PARAMETROS ANALITICOS

La validacién de un método analitico requiere la determinacion de una serie de pardmetros
entre los que se incluyen:

v’ Linealidad: consiste en determinar el intervalo de concentraciones del analito
donde la respuesta es lineal. Entre ambos extremos del mismo se define el rango
dindmico, que corresponde al intervalo de concentraciones del analito, definido
entre la menor concentracién cuantificable y la concentracién, en la cual se pierde
la relacion entre la respuesta medida y la concentracion del sustrato (figura C.1). En
general, para el trabajo cuantitativo, se aconseja el empleo de la zona central
denominada rango lineal, donde la respuesta es proporcional a la concentracion de
manera lineal.

v’ Sensibilidad: cambio en la respuesta del instrumento empleado inducido por un
cambio en la concentracion del analito. La sensibilidad es la pendiente de la recta
de regresidon para un grafico de la sefial medida en funcién de la concentracién [1].

v Selectividad: se define como el grado en que un método puede cuantificar el analito
en presencia de interferentes bajo las condiciones establecidas para el método

desarrollado [2].
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v Exactitud: corresponde al grado de sesgo entre el valor verdadero y el determinado
por la aplicacién del método analitico [3].

v Precisién: brinda informacidn sobre la cercania entre los valores obtenidos para
observaciones repetidas [4].

v’ Limite de Deteccién (LOD): Se define como la menor concentracién de analito que
puede ser detectada y es significativamente diferente de la sefial del blanco o del
ruido de fondo [2,4].

v Limite de Cuantificacién (LOQ): se define como la minima cantidad de analito que

puede ser cuantificada a un nivel de confianza aceptable [4].

Rango dinamico - -
”
-~
. ’
Rango lineal , s
© 7’
= < >l 7
Q
v
/7
/
// Extremo superior
7 del rango lineal
y
’
K
/ \ Concentracion

Pérdida de la relacion
sefial-concentracion

Figura C.1. Representacion del rango dindmico, rango lineal, LOD y LOQ en una curva de
calibracion.

C.1.1 Calibracién y linealidad

La calibracién de un método analitico corresponde a establecer una correlacién entre la
sefial analitica o la respuesta observada (y) y la concentracidn o cantidad del analito presente

en la muestra (x) (ecuacion C.1).
y=F(x)+e, Ecuacion C.1

F(x) representa la funcion de calibracion y e, corresponde al error o diferencia entre el

resultado observado y el predicho por el modelo. Si se supone que e,, sigue una distribucion
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normal para cada valor de x, con varianza igual a cero; F(x) esta dada por la ecuacién C.2,
obteniéndose una linea recta si la relacidn entre x e y es lineal. Por consiguiente, el modelo

expresado en la ecuacién C.3 se denomina regresion lineal [5,6].

F(x)=B+S=B+ Ax Ecuacién C.2
yi =B+ Ax; + ey, Ecuacién C.3

En las ecuaciones C.2 y C.3; B es la sefial del blanco, S representa la sefial neta y A la
sensibilidad. De esta manera, los valores estimados (y) pueden ser calculados a partir de la
ecuacién C.4, donde A y B corresponden a los valores estimados para la pendiente vy la
ordenada al origen, respectivamente. Luego, los residuales (e,,;) se determinan a partir de la

ecuacion C.5.

y; = B+ Ax; Ecuacion C.4
eyi =yi—Vi=yi— (ﬁ + Kxi) Ecuacién C.5

Al analizar el modelo lineal, es importante comprobar si este modelo es el adecuado para
el sistema donde fue aplicado para asegurar su validez estadistica y practica. Una manera de
evaluar esto consiste en realizar una prueba de diagndstico grafica y observar el
comportamiento de los residuales e, en funcion de la concentracion de analito x. Las
desviaciones aleatorias de los residuales alrededor del cero indican que el modelo es el
adecuado (figura C.2A). Por el contrario, cuando se observan que los residuales presentan
desviaciones sistematicas o si estos siguen una tendencia definida con el aumento de la
variable x (figura C.2B), indica que el modelo lineal es inadecuado o que el supuesto de
homocedasticidad no se cumple (figura C.2C) [6]. Se entiende por homocedasticidad cuando
los residuales son constantes, es decir, todos los puntos de la curva de calibracion tienen igual
ponderacion cuando se estiman la pendiente y la ordenada al origen de la recta. En algunos
casos, los residuales pueden aumentar en funcién de la concentracidn del analito (figura C.2C),

por lo que se considera a los datos como heterocedasticos [7].
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Figura C.2. Residuales en funcion de la concentracion de analito. Se observan
desviaciones aleatorias (A), sistemdticas que indican la no linealidad de los datos (B)
y distribuciones que sefialan heteroscedasticidad (C).

Otra manera de evaluar la validez estadistica del modelo de regresién lineal utilizado es
empleando un test de hipdtesis. Si bien existen diferentes maneras de realizar estos test, el
mejor procedimiento es el denominado “test F’. Esta prueba estadistica se basa en los
principios del analisis de varianza (ANOVA) para evaluar una hipétesis nula. La mayoria de los
programas informaticos que realizan este tipo de test consideran que, si existe una relacién
lineal entre la sefial y la concentracién del analito, la pendiente de la regresién A debe ser

diferente de cero, obteniéndose las hipdtesis planteadas en la ecuacion C.6 [8].
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Hy:A=0
H:A#0

Ecuacion C.6

La hipodtesis nula (Hg) se rechazara a un nivel de confianza a si F,,;. excede su valor critico
a un nivel a, Fitico- En otras palabras, la calibracidn lineal es estadisticamente significativa a
un nivel a. En lugar de usar un valor critico, usualmente se calcula la probabilidad de que F_ 4.
sea mayor a F,,ic0, Ilamado p-valor. En este caso, la hipdtesis nula se rechaza (el modelo es

significativo) a un nivel de confianza a si el p-valor es menor que a [8].
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