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Prefacio

La necesidad de generar estrategias analíticas sensibles, simples y económicas para la

determinación de nanopartículas  metálicas sintéticas (NP),  principalmente de oro y de

plata, motivó el desarrollo de esta tesis. Inicialmente, la tesis se centra en resolver algunos

problemas  característicos  del  trabajo  con  nanomateriales  sintéticos,  como  la  baja

reproducibilidad lote a lote o la falta de algoritmos adecuados para la estimación de la

concentración  de  sistemas  complejos,  como  aquellos  que  presentan  morfologías  no

esféricas o mezclas de morfologías. Posteriormente, nos enfocamos en el estudio de las

interacciones  que  se  establecen  entre  las  nanopartículas  metálicas  y  algunos  sensores

moleculares. En función de la distancia entre una sonda fluorescente y una nanopartícula

metálica es posible modular la emisión de fluorescencia de la sonda y, en consecuencia,

existe la posibilidad de desarrollar un método analítico para la detección y cuantificación

de estas nanopartículas. El conocimiento adquirido en ese sentido nos permitió expandir la

estrategia hacia el  desarrollo  de metodologías multivariadas de segundo orden,  para la

detección y cuantificación simultánea de este tipo de analitos en muestras de agua de río y

de red domiciliaria.

En el  Capítulo  1  se  introducen los  conceptos  más importantes  necesarios  para  una

mejor comprensión de los resultados. En primer lugar, se presenta la problemática de los

nanomateriales como contaminantes emergentes como consecuencia de su extendido uso,

se describe la particularidad de las nanopartículas metálicas como analitos y se mencionan

algunos  de  los  principales  métodos  para  su  detección  y  cuantificación  actualmente

disponibles. Luego se describe la naturaleza, propiedades de las nanopartículas metálicas,

y las estrategias sintéticas más relevantes. Finalmente, se presentan las metodologías que

se emplean con mayor frecuencia para la caracterización de nanopartículas metálicas.

En  el  Capítulo  2  se  efectúa  un  análisis  más  profundo  de  la  problemática  de  los

nanomateriales sintéticos en el ambiente. Luego, se plantea la estrategia propuesta para la

detección y cuantificación de nanopartículas metálicas empleando sensores moleculares.

Finalmente,  se  plantean  los  objetivos  de  este  trabajo  de  tesis  y  la  organización  de  los

resultados obtenidos.

En el Capítulo 3 se detalla la optimización de la síntesis de nanopartículas de plata

estabilizadas con ácido gálico, mediante el empleo de una metodología quimiométrica, con
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el  objetivo  de  mejorar  la  reproducibilidad  lote  a  lote.  También  se  presenta  la

caracterización de dichas NP, y los ensayos de reproducibilidad pertinentes.

En el Capítulo 4 se describe el desarrollo de una metodología sintética one-pot de

nanovarillas de plata en ausencia de agentes directores como surfactantes, junto a la

caracterización de las mismas. Además, se presenta un algoritmo para la estimación

de la concentración de sistemas polidispersos de nanopartículas multiforma.

En el Capítulo 5 se discute el desarrollo de un nuevo método analítico para la

detección y cuantificación individual de NP de oro y plata (AgNP y AuNP), a partir de

la  interacción  del  nanomaterial  con carbazol,  como sensor  molecular.  El  capítulo

abarca la caracterización de los componentes individuales del sistema híbrido NP-

fluoróforo, y los estudios de interacción y determinación de parámetros analíticos de

validación (límite de detección y cuantificación, selectividad, precisión y exactitud,

recuperación) de la metodología propuesta.

En el Capítulo 6 se desarrolla, a partir de calibración de segundo orden y datos de

fluorescencia  a  dos  vías,  una  nueva  metodología  analítica  multivariada  para  la

cuantificación simultánea de AgNP y AuNP. También se determinan los parámetros

analíticos  (límite  de  detección,  límite  de  cuantificación,  ensayos  de  recuperación,

exactitud y precisión) del método propuesto.

En el Capítulo 7 se exponen las conclusiones generales de este trabajo de tesis de

doctorado.

Finalmente, en los Anexos A, B, C y D se describen algunos aspectos que pueden

ser  necesarios  para  la  interpretación  de  algunos  resultados.  Específicamente  se

discuten conceptos de análisis de la varianza (ANOVA) en diseño experimental, la

estimación de la concentración de nanopartículas metálicas empleando un algoritmo

denominado  NANoPoLC,  conceptos  básicos  de  fluorescencia  (que  constituye  la

técnica  instrumental  empleada  en  las  metodologías  analíticas  propuestas  en  esta

tesis),  y  de  validación  de  métodos  analíticos  en  calibración  univariada,

respectivamente.
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1
Introducción

1.1. Marco teórico

De  acuerdo  a  como  la  define  la  Organización  Internacional  de  Estandarización

(International  Organization  for  Standardization  –  ISO),  la  nanociencia  es  un  área

interdisciplinaria  de  desarrollo  relativamente  reciente  enfocada  en  el  estudio  de  las

propiedades y los fenómenos de los nanomateriales (NM).1 Estas entidades presentan al

menos una de sus dimensiones (alto, largo y/o ancho) en la escala del nanómetro, entre 1 y

100  nm.1 Este  tipo  de  materiales  tienen  la  particularidad  de  exhibir  propiedades,

funcionalidad y fenómenos notables  y  diferentes de sus análogos macroscópicos,  como

consecuencia de sus dimensiones.2 A lo largo de la historia,  los  seres humanos se han

valido de los nanomateriales y de sus propiedades especiales, incluso mucho antes de que

pudiesen identificar que dichas propiedades tenían su origen en la escala nanométrica.

Antiguas civilizaciones utilizaron nanopartículas de oro para impregnar un color rojizo a

cerámicos,  y  fabricaron  vitrales  mediante  el  agregado  de  diferentes  cantidades  de

nanopartículas  de  oro  y  de  plata  durante  la  producción  del  vidrio,  entre  otras

aplicaciones.3,4 Sin embargo, en todos estos casos la existencia de los NM era ignorada, y su

obtención y aplicaciones estaban limitadas al conocimiento empírico. La primera síntesis

coloidal  de  nanopartículas  de  oro  con  rigurosidad  científica  se  remonta  al  año 1857  y

corresponde al trabajo experimental desarrollado por el destacado químico inglés Michael

Faraday (1791-1867).5 Esta síntesis se llevó a cabo en un sistema de dos fases constituídas

por agua y disulfuro de carbono (CS2),  empleando HAuCl4 como precursor  metálico y

fosfina  como  reductor.  La  solución  resultante  presentó  una  coloración  rojiza  que  fue

atribuida,  por  Faraday,  a  la  presencia  de  “partículas  extremadamente  finas”  de  oro

metálico (Figura 1.1).

El desarrollo de la nanociencia está estrechamente ligado a los avances alcanzados en

técnicas  de  caracterización  e  identificación  de  materiales  nanoestructurados,  como  las

1
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modernas  microscopías  electrónicas  de  transmisión   (TEM)  y  barrido  (SEM),  de

efecto tunel  (STM) y de fuerza atómica (AFM), entre otras,  que han permitido la

visualización y  el  estudio  más detallado de las  estructuras  que daban lugar  a  los

interesantes fenómenos observados.4,6 La disponibilidad de técnicas instrumentales

mejores y más variadas favoreció en las últimas décadas el diseño, la caracterización y

la aplicación de estructuras, dispositivos y sistemas complejos mediante el control de

la forma, el  tamaño y las  propiedades de la materia a escala nanométrica,  dando

origen a la nanotecnología.2

El crecimiento rápido y sostenido de la nanotecnología,  se ha extendido hacia

diversas áreas cientifico-tecnológicas como catálisis, fotocatálisis, almacenamiento de

datos, biomedicina, diagnóstico por imágenes, óptica, electrónica y cosmética.8–20 Sin

embargo, el desarrollo de la nanotecnología no se detiene en el ámbito científico, sino

que también tiene el potencial de revolucionar todos los aspectos productivos y de

manufactura de bienes y servicios a nivel mundial. De hecho, actualmente existe una

gran variedad de productos de consumo que contienen en su formulación algún tipo

de nanomaterial. En respuesta a esta situación, en los últimos años han comenzado a

compilarse una serie de inventarios que contienen información acerca de NM, sobre

productos que los contienen, y de potenciales riesgos que pueden surgir por el uso de

los mismos, como el Inventario de Productos de Consumo (CPI) elaborado dentro del

Proyecto de Nanotecnologías Emergentes (PEN),21,22 y la Nanodatabase desarrollada

2
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Figura 1.1.  Coloides de oro sintetizados por Michael Faraday hace aproximadamente 160
años. Archivo extraído de The Royal Institution©.7
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por  el  Departamento  de  Ingeniería  Ambiental  de  la  Universidad  Técnica  de

Dinamarca.23,24 Estos inventarios representan un esfuerzo para poder comprender la

transición de las nanotecnologías desde las mesadas de laboratorio hacia los estantes

de los negocios y las plataformas de e-commerce, a fin de desarrollar las estrategias,

herramientas  y  políticas  que  sean  necesarias  para  asegurar  el  uso  seguro  y

responsable de dichos productos. Un análisis del CPI realizado en octubre de 2019

(dentro del contexto de esta tesis doctoral) mostró que existe un claro incremento del

número de productos disponibles a lo largo de los años y, por lo tanto, se espera que

esta tendencia continúe en las siguientes décadas (Figura 1.2. A).

3
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Figura  1.2.  A)  Número  de  productos  que  contienen  nanomateriales  en  las  diferentes
categorías en las que los divide el CPI (se señala el número de productos registrados a
octubre  de  2019).  B) Distribución  del  tipo  de  nanomaterial  en  todos  los  productos
comerciales registrados.
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Es  notable  el  gran  porcentaje  que  representa  la  categoría  “salud  y  cuidado

personal”,  abarcando  aproximadamente  el  47  %  de  los  productos  listados,

principalmente  como  consecuencia  de  las  variadas  aplicaciones  medicinales  y

cosméticas de algunos NM que son utilizados en protectores solares,25,26 cremas anti-

edad,27,28 tratamiento de heridas,29,30 sistemas de liberación de drogas,31–33 entre otras.

Por otro lado, los NM más recurrentes en productos comerciales son, por una gran

diferencia (60 % del total de productos listados), nanopartículas de plata (AgNP),

principalmente  como  consecuencia  de  las  ampliamente  reconocidas  propiedades

antimicrobianas y terapéuticas de las mismas (Figura 1.2. B).34–38 Se espera que la

cantidad  de  productos  comerciales  que  contengan  AgNP  se  incremente  en  los

siguientes años, considerando la intensa actividad de investigación que se desarrolla

actualmente. En este sentido, las AgNP se han ensayado para su uso como potenciales

agentes hepatoprotectores,39 como antimicrobianos contra bacterias gram-positivo y

gram-negativo,40 como parte constituyente de injertos maxilofaciales para evitar la

infección durante los procesos de oseo-integración,41 en aplicaciones teragnósticas,42

como anticancerígenos,43,44 entre otras. Sin embargo, los estudios sobre aplicaciones

de AgNP no se limitan a la categoría “salud y cuidado personal” del CPI, sino que

abarcan  todas  las  categorías  definidas.  Hay  numerosos  estudios  en  los  cuales

abordaron la utilización de AgNP en empaques de alimentos,45,46 para la fabricación

de telas con propiedades antimicrobianas47–49 (incluso contra el virus SARS-Cov-2),50

en  la  producción  de  recubrimientos  antibacteriales  y  anticorrosivos51–53 y  para  la

obtención de tintas electroconductoras para la fabricación de circuitos electrónicos

impresos,54,55 etc.

Las nanopartículas de oro (AuNP), si bien no son las más utilizadas en productos

de consumo y solo representan una pequeña fracción del total, sí son ampliamente

estudiadas,  como  así  también  sus  potenciales  aplicaciones.  Éstas   usualmente  se

encuentran relacionadas a la biocompatibilidad de las AuNP,56–58 y a la gran facilidad

y versatilidad con la que se puede funcionalizar su superficie.59,60 Las AuNP han sido

utilizadas con fines catalíticos en diversas reacciones químicas,61–64 en terapias contra

el cáncer,65,66 en la producción de films y otros materiales antimicrobianos,67,68 y en
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diferentes aplicaciones de sensado ópticas.69–71

Lo  anteriormente  expuesto  evidencia  que  el  sector  productivo  se  ha  visto

beneficiado de los desarollos científicos sobre nanomateriales, y se espera que con el

paso de los años esta transferencia de conocimiento desde los laboratorios hacia las

industrias continúe a ritmo acelerado.

Como consecuencia de la  producción a gran escala de este tipo de materiales,

principalmente  de  nanopartículas  metálicas  (NP),  la  eventual  liberación  de  los

mismos en ambientes acuáticos o terrestres durante su producción, uso, reciclado o

eliminación  resulta  prácticamente  inevitable.  Por  otro  lado,  toda  la  investigación

relacionada  con  las  implicancias  ambientales  o  sobre  la  salud  humana  del  uso

acelerado de los nanomateriales sintéticos está aun poco desarrollada y, si bien se

realizan  esfuerzos  globales  por  abordar  y  controlar  la  producción y  manipulación

segura de estos productos, aún no existe legislación alguna que esté completamente

destinada a la regulación de los mismos. Por ello, desde hace varios años, la Agencia

de  Protección  Ambiental  de  Estados  Unidos  (EPA)  ha  calificado  a  los  NM  como

contaminantes emergentes.72 Esta situación le presenta a la comunidad científica un

desafío para el  cual  está,  al  menos actualmente,  poco preparada:  el  desarrollo  de

metodologías analíticas robustas para la detección y cuantificación ambiental de NM

específicos.73

La  Química  Analítica  es  un  área  de  la  ciencia  enfocada  principalmente  en  la

detección,  cuantificación  y  determinación  de  la  composición  y  naturaleza  de  un

analito  mediante  la  utilización  de  diversas  moléculas  y/o  de  instrumentos

electrónicos capaces de transformar la información química en una señal de utilidad

analítica.74 Esta  área  juega  un  rol  crucial  en  diversos  campos  de  la  ciencia  y  la

sociedad,  participando  en  el  diseño  de  materiales  y  protocolos  sustentables  de

síntesis,  en  el  desarrollo  de  productos  farmacéuticos  y  en  el  estudio  de  sistemas

biológicos complejos, al proporcionar un abanico de técnicas de análisis.75

El  desarrollo  de  métodos  analíticos  para  la  detección  y  cuantificación  de  NP

requiere considerar sus propiedades fisicoquímicas únicas, y su estado coloidal. En el

5
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caso de analitos convencionales, la información demandada por los organismos de

regulación  puede  ser  cuantitativa  (concentración),  como  cualitativa  (identidad

química). Sin embargo, cuando el analito es una nanopartícula el problema resulta

mucho más  complejo  porque  la  información  cuantitativa  se  puede  requerir  como

concentración en masa, pero también en número de partículas (partícula L -1) o como

concentración  superficial  (m2  L-1);  y  la  información  cualitativa  no  solo  implica  la

detección  del  nanomaterial  como  tal,  sino  que  también  se  debe  proveer  la

información  química  (material  del  núcleo  metálico  y  agentes  estabilizantes  de  la

superficie), y las características físicas de los mismos (tamaños, morfología, estado de

agregación).76 Incluso,  si  los  estudios  analíticos  deben  realizarse  sobre  muestras

ambientales  que  pueden  contener  material  nanopartículado  sintético,  resulta

necesario tener en cuenta todos los procesos que pueden transformar el nanomaterial

antes de considerar una metodología analítica apropiada.77,78 Por estas razones, las

NP son un tipo de analito especial, y su análisis requiere prestar una atención especial

a  las  diversas  variaciones  que  pueden  manifestar  en  cuanto  a  sus  propiedades

fisicoquímicas y características, incluso en NP del mismo tipo. Una posible solución

al problema de la variabilidad es el empleo de herramientas quimiométricas, como el

diseño  de  experimentos  (DOE)  y  las  metodologías  de  superficie  de  respuesta

(RSM),79,80 que  han  demostrado  proveer  entendimiento  de  los  factores  que

interactúan durante la síntesis de los nanomateriales. Estas metodologías permiten

comprender  racionalmente  las  condiciones  experimentales  para  la  obtención  del

nanomaterial y, consecuentemente, se adquiere un mayor control sobre el producto

final.81–83 

En  los  últimos  años,  se  ha  desarrollado  una  variedad  limitada  de  técnicas

analíticas  que  permiten  la  cuantificación  de  nanomateriales  sintéticos  y,

particularmente, de NP. La mayoría de estas técnicas requieren procesos previos de

separación  de  las  NP  en  función  de  sus  tamaños  o  formas,  como  por  ejemplo

mediante electroforesis capilar,84–87 extracción en punto nube88–92 y cromatografía por

exclusión de tamaños,93–96 e  incluso necesitan digestión de las  muestras,  previa al

análisis en matrices complejas, para realizar la cuantificación de los correspondientes
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cationes metálicos.97–99 Este tipo de pretratamientos de las muestras insumen una

gran cantidad de tiempo y dificultan el análisis de rutina. Actualmente, la técnica más

utilizada para el análisis de NP metálicas en solución es la espectrometría de masas

con plasma acoplado inductivamente (ICP-MS), principalmente debido a su rapidez y

porque ha demostrado ser una metodología muy precisa y exacta.100–103 Sin embargo,

las metodologías basadas en ICP-MS requieren de equipamiento muy costoso y de

personal altamente capacitado para su operación, por lo que su implementación para

análisis de rutina en países en desarrollo se encuentra limitada.

Como alternativa a  aquellas metodologías que requieren pretratamiento de las

muestras y técnicas costosas, empieza a ganar importancia el desarrollo de métodos

más sencillos, basados en sensores químicos. Un sensor químico es un dispositivo

capaz  de  transformar  la  información  química  en  una  señal  de  utilidad  analítica,

originándose esta información a partir de una reacción química del analito o de una

propiedad física que puede medirse  en el  sistema.104 El  uso de sensores químicos

como estrategia analítica en el monitoreo de NP metálicas puede ser muy apropiado

por su bajo costo, sensibilidad, portabilidad y simplicidad.105

Recientemente, se han desarrollado metodologías analíticas para la detección de

NP  metálicas  basadas  en  espectroscopia  de  fluorescencia  y  UV-visible.  Estas

metodologías  permiten  la  cuantificación  de  los  nanomateriales  a  partir  de  los

cambios  producidos  sobre  la  señal  de  un  determinado  sensor  molecular  como

resultado  de  su  interacción  con  la  nanopartícula.  Un  ejemplo  es  el  método

desarrollado  por  Zuber  et  al. donde  la  fluorescencia  del compuesto  bodipy  (4,4-

difluoro-4-bora-3a,4a-diaza-s-indaceno)  se  incrementa  de  forma proporcional  a  la

concentración de NP presente en la muestra.106 Por otro lado, en nuestro laboratorio,

se ha desarrollado una metodología para detectar AuNP y AgNP estabilizadas con

citrato en concentraciones del orden pM en mezclas acuosas, sin previa separación,

utilizando los indicadores  ácido-base fucsina básica y ácido rosólico  como sondas

moleculares, y analizando las diferencias de absorbancia producidas en los espectros

UV-visible de las NP por la interacción con las sondas mencionadas.107 Si bien se ha

avanzado en este ámbito, el empleo de este tipo de estrategias analíticas es aún un

7
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área de estudio en desarrollo, con gran potencial para ser explotada, y es el motor de

este trabajo de tesis doctoral.

A  lo  largo  de  las  páginas  siguientes  de  este  capítulo  se  introducirán  algunos

conceptos  relevantes  para  el  entendimiento  de  la  tesis,  abarcando  desde  la

clasificación  de  los  diferentes  tipos  de  nanomateriales  más  utilizados  hasta  sus

procesos sintéticos y propiedades, poniendo particular énfasis en las NP. Asimismo,

se mencionarán las técnicas de caracterización de nanomateriales más comúnmente

empleadas y sus aplicaciones.

1.2. Nanomateriales

Como se estableció anteriormente, los NM presentan tamaños que van desde 1 nm

a  100  nm  en  al  menos  una  de  sus  dimensiones  y  tienen  propiedades  que  son

diferentes  a  aquellas  que  poseen  los  materiales  macroscópicos  de  la  misma

composición  química.108,109 Para  lograr  una  inmediata  comparación  y  poner  en

perspectiva  estas  dimensiones,  se  puede  decir  que  un  nanómetro  es

aproximadamente unas 100000 veces más pequeño que un cabello humano (Figura

1.3.). Los nanomateriales pueden ser metálicos, cerámicos, orgánicos, poliméricos o

compósitos,  y  han  adquirido  una  gran  relevancia  científica  por  las  propiedades

interesantes  que  presentan  como  consecuencia  de  su  tamaño  nanométrico  y  el

incremento del área superficial disponible.4,110
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1.2.1. Reseña histórica

Los  NM,  y  particularmente  las  NP,  han  sido  producidos  y  utilizados  por  los

humanos por cientos de años. Sin embargo, el reconocimiento de ciertos materiales

antiguos  como materiales  nanoestructurados  es  relativamente  reciente,  y  se  logró

gracias a la disponibilidad de técnicas modernas de caracterización. Por ejemplo, se

puede mencionar un objeto fabricado en el siglo IV, que se destaca por su alto grado

de  sofisticación:  la  copa  de  Licurgo  (Figura  1.4.).  Esta  copa  se  caracteriza  por

presentar diferentes colores en función del ángulo de iluminación. La misma exhibe

un color rojo cuando se la ilumina por dentro (color transmitido) y un color verde

cuando  se  la  ilumina  por  fuera  (luz  reflejada).  Este  efecto  óptico  representó  un

verdadero misterio para los hombres de la época convirtiéndose en un objeto mítico

al  cual  se le  atribuyeron poderes sobrenaturales.  Recién en el  siglo XX (1990) se

determinó  que  dichas  propiedades  ópticas  eran  consecuencia  de  la  presencia  de

AuNP  y  AgNP,  con  diámetros  aproximados  de  50  nm.  El  Au  es  el  principal

responsable  de  transmisión  del  color  rojizo,  mientras  que  el  reflejo  verdoso  fue

consecuencia de la dispersión de luz provocada por las AuNP y AgNP.2
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Figura 1.3. Representación de la escala de tamaños, con énfasis en la escala nanométrica.
Los nanomateriales tienen dimensiones entre 1 nm y 100 nm.
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Las AuNP han sido ampliamente empleadas en tiempos antiguos como sustancia

con fines diagnósticos y medicinales. Durante la Edad Media, hasta fines del siglo XV,

al  denominado  “oro  soluble”  se  le  asignaban  fabulosos  poderes  curativos  para

diversas  enfermedades  (tuberculosis,  artritis,  epilepsia,  venéreas,  afecciones  de

corazón), y también se utilizaba para diagnosticar la sífilis. Estas aplicaciones de las

AuNP fueron registradas recién en el siglo XVII, cuando Francisci Antonii publica en

1618 el que es considerado como el primer libro de oro coloidal, y que incluye algunas

recetas referidas a su fabricación y propiedades medicinales.3 En el mismo sentido, el

químico  Johann  Kunckels  publicó  en  1676  otro  libro  que  trata  sobre  soluciones

ligeramente  rosas  de  “oro  bebible”  con  propiedades  curativas  para  varias

enfermedades  y  en el  cual  concluye,  mucho antes  que  Faraday,  “que  el  oro  debe

presentarse en tal grado de comunión que no es visible para el ojo humano”.112 En el

año 1908, Gustav Mie propuso una solución analítica al problema de la dispersión de

la radiación electromagnética por partículas esféricas mediante la resolución de las

ecuaciones de Maxwell, lo que contribuyó al entendimiento de los fenómenos ópticos

observados.113 La teoría de Mie permitió predecir exitosamente el comportamiento
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mientras que si la fuente de luz se sitúa en el interior, se observa roja (derecha).111
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óptico de las partículas metálicas para ciertas geometrías particulares. En las décadas

siguientes, se avanzó lentamente en el área de los NM, principalmente debido a las

limitaciones técnicas y teóricas para el estudio de este tipo de sistemas. Sin embargo,

algunos  hitos  científicos  del  siglo  XX  permitieron  dar  grandes  avances  en  la

nanociencia. La formulación de la mecánica cuántica permitió explicar y comprender

el comportamiento de la materia a nivel atómico. La invención de la computadora y

de herramientas de cálculo más poderosas favoreció el desarrollo teórico del área e

impulsó  la  creación  de  dispositivos  electrónicos.  Además,  la  tendencia  hacia  la

miniaturización  trajo  aparejados  nuevos  desafíos  tecnológicos  con  el  objetivo  de

alcanzar  límites  cada  vez  de  menores  dimensiones.  Finalmente,  el  desarrollo  de

técnicas  avanzadas  (microscopía  electrónica,  de  efecto  tunel,  etc.)  permitió

caracterizar, medir y manipular la materia en la escala nanométrica, posibilitando la

realización  de  estudios  de  mayor  complejidad  y  dotando  a  la  investigación  en

nanociencia de una gran dinámica. 

1.2.2. Clasificación de los nanomateriales

Varios nanomateriales han sido descritos a lo largo de los años y, por lo tanto,

resulta necesario un sistema de clasificación para los mismos. De forma general, los

nanomateriales  pueden  clasificarse  de  acuerdo  a  diferentes  parámetros,  como  su

origen  (naturales  o  sintéticos),  su  composición  química  (orgánicos, inorgánicos,

basados en carbono o compósitos), su morfología, tamaños, sus aplicaciones, etc. A

continuación,  se  mencionarán  las  categorías  de  mayor  relevancia  para  esta  tesis

doctoral.

1.2.2.1. De acuerdo a su composición química

De acuerdo a su composición, podemos clasificar a los nanomateriales en cinco

grandes grupos: inorgánicos, orgánicos, basados en carbono, compósitos (materiales

compuestos) u otros tipos de nanomateriales.114

• El  grupo  de  los  nanomateriales  inorgánicos  incluye  las  nanopartículas

metálicas de elementos nobles como AuNP115–119 y AgNP43,120–123 (que fueron el

foco de este trabajo de tesis doctoral), de algunos metales de transición (Fe,
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Zn,  Cu,  Pd,  Co)124–128 y  otros  metales  como el  Al.129 También  incluye  a  las

nanopartículas de óxidos metálicos (Fe2O3, CuO, TiO2, ZnO, CeO)26 y de silicio

(SiO2), entre otros.130 Como consecuencia de su tamaño y de la presencia de

agentes  estabilizantes  u  óxidos  superficiales,  las  nanopartículas  inorgánicas

poseen un gran área superficial y una alta densidad superficial de carga, lo que

las  transforma  en  excelentes  candidatas  para  numerosas  aplicaciones.  Las

nanopartículas inorgánicas se han utilizado en biomedicina,131,132 catálisis,133–135

en producción o almacenamiento  de  energía,136–138 como sensores,70,139,140 en

biorremediación,141,142 etc.

• Los  nanomateriales  orgánicos  son  usualmente  polímeros  (dendrímeros,

nanopartículas  poliméricas)143,144 o  sistemas  autoensamblados  (liposomas,

micelas)145,146 formados  por  material  orgánico,  sin  tener  en  cuenta  aquellas

nanoestructuras basadas en carbono.

• Los  nanomateriales  basados  en  carbono  son  aquellos  constituídos

principalmente por ese elemento. Pueden clasificarse en cinco subcategorías:

(a) fullerenos, que contiene al menos 60 átomos de carbono;147 (b) nanotubos

de  carbono;148 (c)  grafeno;149 (d)  nanofibras  de  carbono;150 y  (e)  los

nanodiamantes de carbono, y carbon-dots (nanopuntos de carbono).151

• Los  nanomateriales  compuestos  son  sistemas  nanoestructurados  multifase,

con  al  menos  una  de  esas  fases  en  la  escala  nanométrica.  Pueden  estar

formados por cualquier combinación de nanoestructuras metálicas, basadas en

carbono o orgánicas con cualquier forma de cerámicos, polímeros o metales

macroscópicos.152,153

• Otros tipos de materiales son todos aquellos que no forman parte de las otras

categorías,  incluyendo  las  nanocristalitas  (sólidos  policristalinos  de

dimensiones  nanométricas),154–156 materiales  nanoporosos  (estructuras

orgánicas o inorgánicas con poros de 100 nm o de menor tamaño),157–159 los

quantum  dots (un  tipo  particular  de  nanoestructura  cristalina  semi-

conductora con importantes propiedades fluorescentes como consecuencia del
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confinamiento cuántico),160–162 entre otras.

1.2.2.2. De acuerdo a la dimensionalidad del nanomaterial

Como  cualquier  característica  morfólogica  del  nanomaterial  puede  afectar  la

relación  superficie-volumen  del  mismo  y  su  interacción  con  la  radiación

electromagnética, las propiedades de estos materiales resultan muy dependientes de

la  forma  de  las  nanoestructuras.  En  respuesta  a  esto,  se  propuso  un  sistema  de

clasificación de nanoestructuras basado en la dimensionalidad, que integra tanto el

tamaño como la forma de dichas estructuras.163,164 De acuerdo a esta clasificación, los

nanomateriales pueden caer dentro de una de las cuatro dimensionalidades posibles:

0D, 1D, 2D o 3D.

• Los nanomateriales cero dimensionales (0D) son aquellos que presentan todas

sus dimensiones (x, y, z) entre 1 y 100 nm. La mayoría de estos materiales son

esféricos, sin embargo, aquellos que son cúbicos o poligonales de dimensiones

nanométricas  también  se  encuentran  en  esta  clase.  Algunos  ejemplos  de

nanomateriales de este tipo son las AuNP y AgNP,  quantum dots, fulerenos,

entre otros.

• 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 dimensión

se encuentra fuera de la nanoescala (> 100 nm). Ejemplos de materiales 1D

son nanoalambres, nanovarillas, nanotubos de metales, nanotubos de óxidos

de metales o de carbono, fibras, filamentos, entre otros.

• Los  nanomateriales  bi-dimensionales  (2D)  son  aquellos  con  una  única

dimensión en la nanoescala, y con las dos restantes con dimensiones mayores

a  100  nm.  Los  nanomateriales  2D  tienen  generalmente  formas  laminares.

Dentro  de  esta  categoría,  los  NM  más  comunes  son  las  nanoláminas,

nanoparedes,  nanofilms,  algunas  fibras,  nanocapas,  etc.  El  grafeno  es  un

material  muy estudiado  perteneciente  a  esta  clase;  que  corresponde  a  una

lámina  de  grafito  formado  por  un  sistema  conjugado  de  carbonos  sp2

organizados en una estructura similar a la de un panal de abejas.
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• Los nanomateriales tri-dimensionales (3D) son estructuras donde todas sus

dimensiones se encuentras fuera de la nanoescala (> 100 nm). Sin embargo,

estos materiales poseen una estructura nanocristalina o están formados por

materiales  que están a  nanoescala.  Pueden estar  compuestos  por  múltiples

arreglos  de  nanocristales,  la  mayoría  en  diferentes  orientaciones.  Estos

materiales incluyen aquellos formados por bloques individuales, por ejemplo

fulerenitas,  esqueletos  de  fibras  o  de  nanotubos,  partículas  en  una  matriz,

“nanobrotes” (nanobuds) que son combinaciones de nanotubos de carbono y

fulerenos unidos covalentemente, entre otros. 

1.2.3. Síntesis de nanopartículas metálicas de oro y plata

En  términos  generales,  las  metodologías  utilizadas  para  la  preparación  de

nanomateriales  pueden  agruparse  en  dos  categorías  diferentes,  de  acuerdo  a  la

estrategia sintética utilizada (Figura 1.5.):2

• métodos top-down (de arriba hacia abajo), que involucran la fabricación de las

nanoestructuras partiendo desde el material macroscópico mediante procesos

físicos, químicos o mecánicos; y

•  métodos bottom-up (de abajo hacia arriba), que requieren la formación de los

nanomateriales a partir de precursores moleculares o atómicos, usualmente

mediante reacciónes químicas.

Usualmente, las técnicas top-down comprenden moliendas mecánicas, corrosión

química, degradación por láseres de alta energía, métodos de degradación térmicos y

nanolitografía.165 Este  tipo  de  técnicas  no  suelen  llevar  a  la  formación  de

nanopartículas  individuales,  sin  embargo,  pueden  producir  materiales

nanoestructurados macroscópicos,4 que se definen como sólidos macroscópicos que

presentan  microestructuras  en  la  nanoescala.166 Las  técnicas  bottom-up  pueden

clasificarse como métodos en fase gaseosa (deposición química de vapor, deposición

física de vapor, deposición de capa atómica, etc.), en fase líquida (reducción química,

electroquímica o fotoquímica de iones metálicos, procesos sol-gel, electrodeposición,

etc.), y métodos biológicos.165 Este tipo de técnicas pueden producir nanopartículas
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individuales pequeñas y con distribuciones de tamaño estrechas, siempre y cuando

los parámetros de síntesis se controlen apropiadamente.4  Ambos enfoques resultan

complementarios entre sí, y su utilización depende de lo que se requiera para una

determinada aplicación.

Los  métodos  bottom-up son  los  más  extendidos  y  utilizados  tradicionalmente

para la síntesis de AuNP y AgNP. A continuación se describirán, desde un punto de

vista  mecanístico,  las  metodologías  sintéticas  de  mayor  importancia  para  el

desarrollo de esta tesis doctoral.

1.2.3.1. Reducción química de cationes metálicos

La reducción química de un catión metálico es un método de síntesis directo para

la  obtención  de  nanopartículas  metálicas  que  resulta  particularmente  atractivo

debido  a su simplicidad, versatilidad y a la disponibilidad de precursores y reactivos

de  relativo  bajo  costo.  Estas  metodologías  consisten  en  la  disolución  de  una  sal

metálica en medios acuosos u orgánicos, seguida por la reducción del catión al estado

de  oxidación  cero.  Desde  el  punto  de  vista  mecanístico,  la  formación  de  las  NP

también  involucra  la  ocurrencia  de  otros  fenómenos,  como  la  nucleación,  el

crecimiento del nanocristal, la maduración y/o la aglomeración.167 

Como  en  cualquier  reacción  de  tipo  rédox,  la  factibilidad  del  proceso  de
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Figura  1.5.  Representación  esquemática  de  las  estrategias  posibles  para  la  síntesis  de
nanomateriales.
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transferencia electrónica depende de la termodinámica del proceso, y la conversión

química  del  catión  al  metal  cero-valente  requerirá  que  la  diferencia  neta  de  los

potenciales estándar de reducción de los reactivos involucrados sea positiva (ΔE°>0).

En el caso de la plata, por ejemplo, el potencial de reducción electropositivo de la

reacción en agua Ag+ Ag→ 0 (E°= +0,799 V,168) permite la utilización de varios agentes

reductores,  como  citrato  de  sodio  (E°=  −0,180  V,165),  borohidruro  de  sodio

(E°= −0,481 V,168) y ácido gálico (E°= +0,560 V,169), que fueron empleados para la

preparación de las NP en este trabajo de tesis. Se puede arribar a la misma conclusión

para el caso de Au, que tiene la reacción global  AuCl4
- Au→ 0 + 4 Cl- (E°= +0,994 V,170).

Por otro lado, algunos agentes reductores cumplen un doble rol durante el proceso

sintético, ya que no solo participan en la reacción rédox sino que tambien actúan

como agentes estabilizantes al interaccionar con la superficie metálica, como es el

caso  del  citrato  de  sodio  o  el  ácido  gálico,  aspecto  en  el  que  se  profundizará  a

contiuación para cada NP en particular.

Reducción por anión citrato

La obtención de nanopartículas metálicas de oro a partir de la reducción química

con citrato de sodio se conoce popularmente como metodología de Turkevich, desde

que este autor publicó la metodología en 1951.171 Desde entonces, la metodología se ha

extendido a la fabricación de AgNP.172,173

Existen numerosos  estudios  que  abordan el  mecanismo de crecimiento  de  NP

mediante reducción química con anión citrato.173,174 Pillai et al.,173 estudiaron el rol del

citrato de sodio en la formación de AgNP mediante reacciones de radiólisis de pulso,

y observaron que en etapas tempranas de la reacción el anión citrato interaccionaba

con  dímeros  Ag2
+ formando  complejos  que,  consecuentemente,  modulaban  el

crecimiento  de  las  partículas.  El  complejo  [Ag2
+-citrato]  experimenta

transformaciones más lentamente que de los dímeros Ag2
+ no complejados.  Como

consecuencia de estas transformaciones más lentas, los complejos de citrato llevan

eventualmente a la formación de grandes agregados de plata. Esto ocurre porque a

medida  que  se  forman  semillas  de  plata  y  se  acomplejan  con  el  anión  citrato,
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disminuye  la  concentración  de  citrato  del  medio  de  reacción  para  reducir  Ag+,

produciendo  cada  vez  menos  semillas  nuevas.  Se  observó  que  las  pocas  semillas

formadas  crecieron  mediante  maduración  de  Ostwald  y  por  reducción  del  catión

metálico únicamente sobre la superficie de los nanocristales (Figura 1.6.). Al final del

proceso, el anión citrato interacciona electrostáticamente con la superficie metálica

de las NP formadas, actuando como estabilizante y evitando procesos de floculación.

Polte et al.174 propusieron un mecanismo para la formación de AuNP a partir de la

reducción con citrato de sodio que involucra diferentes pasos de crecimiento de las

partícula mediante coalescencia de los centros de nucleación y reducción del catión

precursor sobre la superficie de las partículas, de modo muy similar al mecanismo

propuesto  para  AgNP.   La  formación  de  AuNP  incluye  4  etapas.174 Inicialmente,

ocurre  una  nucleación  rápida  (durante  los  primeros  60  segundos)  en  la  cual  se

forman semillas de AuNP de 2 nm de diámetro, aproximadamente. A partir de estas

semillas,  ocurre  el  crecimiento  de  la  partícula  por  coalescencia  o  maduración  de

Ostwald,  proceso  que  dura  aproximadamente  20  minutos  en  las  condiciones

estudiadas.  Luego,  estos  agregados  de  Au  continúan  incrementando  su  tamaño

mediante un crecimiento difusional lento sostenido tanto por reducción del precursor

metálico como así también por la continua coalescencia de las partículas. Finalmente,

las  partículas  crecen  rápidamente  hasta  sus  dimensiones  finales  por  reducción
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Figura 1.6. Representación del mecanismo de nucleación y crecimiento de AgNP obtenidas 
por reducción con citrato.173
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autocatalítica  del  precursor  metálico  sobre  la  superficie  de  las  nanopartículas  ya

formadas.

Reducción por borohidruro de sodio

Hace algunos años, Polte et al. elucidaron un mecanismo de formación de AgNP

mediante reacción con el anión borohidruro, realizando experimentos de dispersión

de rayos X de ángulo pequeño resuelto en el tiempo (SAXS) y espectroscopia UV-

visible combinados con caracterización por microscopía electrónica de transmisión.175

El mecanismo propuesto consta de cuatro etapas de crecimiento.  En una primera

instancia,  que  sucede  en  los  primeros  200  ms,  se  produce  la  reducción  de  los

precursores  metálicos  con  la  formación  de  dímeros,  trímeros  y  agregados  de

diferentes  diámetros  menores  a  2  nm.  Posteriormente,  los  agregados  formados

coalescen para generar partículas pequeñas de diamétros de 4-6 nm. Las primeras

dos etapas ocurren muy rápidamente, durante los primeros 5 s de la rección. Las

partículas formadas luego entran en un estado metaestable donde no hay crecimiento

del  tamaño de  las  partículas.  En  un  punto  de  la  reacción,  la  estabilidad  coloidal

decrece  abruptamente,  lo  que  ocasiona  un  segundo  proceso  de  coalescencia  que

eventualmente produce partículas de mayor tamaño, entre 10 y 16 nm de diámetro,

que se mantienen estables por varios días. En resumen, a diferencia del mecanismo

de citrato de sodio, las AgNP obtenidas mediante borohidruro sólo se forman por dos

procesos de coalescencia de partículas pequeñas para formar otras de mayor tamaño,

y  el  mecanismo está  gobernado  pore  establización  electrostática  de  las  partículas

(Figura 1.7.).175

El  mecanismo  de  formación  de  AuNP  mediante  reducción  con  borohidruro

también fue estudiado por Polte  et al.176 mediante un procedimiento experimental

similar al descrito para AgNP. El  mecanismo para AuNP presenta analogías al de

AgNP.  De manera similar  al  caso  de  Ag,  el  crecimiento  de  AuNP también ocurre

únicamente  por  coalescencia,  por  lo  que  la  formación  de  AuNP  también  está

gobernada  por  la  estabilidad  coloidal.  La  principal  diferencia  entre  ambos

mecanismos radica en que durante el crecimiento de AuNP solo parece ocurrir una
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única etapa de coalescencia.

Reducción por ácido gálico

El ácido gálico es un compuesto polifenólico abundante como compuesto libre o

formando partes de los taninos en una gran variedad de especies del reino vegetal,

entre  las  que  se  encuentran  espinaca,  uva,  té  verde,  arándanos,  etc.177 Ha  sido

ampliamente utilizado debido a sus importantes propiedades antioxidantes,138  anti-

inflamatorias,179 antibacteriales,180 anticarcinogénicas,181 entre otras.  El ácido gálico

también  ha  sido  empleado  para  la  reducción  de  cationes  metálicos  en  agua  y  a

temperatura  ambiente,  ya  que  presenta  un  potencial  de  oxidación  estándar  de

reacción (esquema 1.1.) igual a 0,500 V.182
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Esquema 1.1. Oxidación bi-electrónica del ácido gálico para la formación de la quinona 
correspondiente.

Figura 1.7. Mecanismo de formación de AgNP por reducción con borohidruro de sodio de 
acuerdo a lo propuesto por Polte et al. Diagrama adaptado de la Ref. 173.
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Las  AuNP  y  AgNP  obtenidas  mediante  reducción  con  ácido  gálico  son

extremadamente  estables  a  valores  de  pH  alrededor  de  4,5  y  5,0  debido  a  la

interacción del anión carboxilato del ligando con la superficie metálica y la formación

de una capa estabilizada mediante interacciones puente hidrógeno (Figura 1.8.) que

les  aporta  una  gran  estabilidad  coloidal,  con  potenciales  zeta  muy  altos  (z=  -45

mV).182 Se observó que la reducción de cationes mediadas por polifenoles derivados

del  ácido  benzoico  fue  muy  dependiente  de  la  posición  relativa  de  los  grupos

hidroxilo.  En  este  sentido,  no  se  pudieron  obtener  nanopartículas  cuando  se

emplearon  derivados  de  ácido  benzoico  sustituidos  con  grupos  hidroxilos  en

posiciones meta, pero sí se logró la síntesis de NP cuando éstos se localizaban en las

posiciones orto y para.182 Se comprobó que esta reacción ocurre por la reducción bi-

electrónica de los grupos hidroxilo a la correspondiente quinona,  mientras que el

grupo carboxilato actúa como ligando que estabiliza las partículas formadas (Figura

1.8.).182

1.2.3.2. Síntesis fotoquímica de NP

En las últimas décadas los métodos de síntesis de NP asistidos por luz han sido

ampliamente  desarrollados,  sobre  todo por  la  versatilidad y la  selectividad de las
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Figura 1.8. Ilustración de NP recubiertas y estabilizadas con la especie oxidada de ácido 
gálico.182
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reacciones  fotoquímicas  para  generar  especies  reductoras  in  situ.  Este  tipo  de

metodologías están basadas en la reducción de un catión metálico Mn+ a su estado M0

mediante  fotólisis  directa  o  indirecta.  Se  han  propuesto  numerosas  metodologías

sintéticas  de  NP  basadas  en  la  utilización  de  fotosensibilizadores.183,184 Un

fotosensibilizador es un compuesto químico (colorante orgánico, cetona aromática,

anión  poliatómico)  que  puede  absorber  luz  UV-visible  generando  intermediarios

reductores, usualmente radicales, que pueden reaccionar con cationes metálicos para

formas partículas metálicas.185

Una estrategía fotoquímica muy estudiada para la fabricación de AuNP y AgNP

consiste en la generación  in situ de radicales cetilo mediante la irradiación con luz

UVA/UVB  (300  a  360  nm)  de  cetonas  alifáticas  o  aromáticas,  como  acetona,

benzofenona  o  acetofenona,  que  posteriormente  reaccionan  con  los  precursores

catiónicos  correspondientes.183,184,186 McGilvray  et  al.,183 Alarcon  et  al.,184 y

Stamplecoskie  et al.,186 han utilizado el compuesto 2-hidroxi-4'-(2-hidroxi-etoxi)-2-

metil-propiofenona (Irgacure-2959®,  I-2959),  que  experimenta  una reacción  tipo

Norrish I,  donde ocurre  una ruptura  a homolítica  fotoinducida que conduce a  la

formación de radicales cetilo (Esquema 1.2.). Este compuesto presenta la ventaja de

ser soluble en agua y producir radicales cetilo con un rendimiento cuántico igual a

0,29 mediante una fotorruptura muy rápida desde un estado triplete con un tiempo

de vida media de 11 ns.187

El Irgacure-2959 ® ha sido utilizado para la obtención de AuNP183 y AgNP186,188

generando  nanomateriales  “desnudos”,  es  decir,  sin  el  agregado  de  agentes

estabilizantes extras, mediante una metodología que es limpia y rápida. Uno de los
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Esquema 1.2. Ruptura a homolítica de I-2959 para la formación de radicales cetilo.
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subproductos  de  la  reacción,  el  (2-hidroxi)-etoxi-ácido  benzoico,  actúa  como  un

ligando débil que mantiene la estabilidad coloidal post-síntesis. Resulta importante

remarcar que es posible manipular la morfología de los nanomateriales obtenidos

variando la longitud de onda de excitación durante el  crecimiento de las  semillas

metálicas.186,189 De esta manera, irradiando con láseres, lámparas o diodos emisores

de luz (LED) con longitudes de onda entre 400 y 700 nm pequeñas semillas de AuNP

o AgNP, se pueden obtener diferentes nanoestructuras con control de forma y tamaño

(esferas, dodecaedros, nanoplatos, nanovarillas, etc.).186,189

1.2.3.3. Síntesis de NP anisotrópicas

La introducción de anisotropía de forma en la  nanoescala  ha emergido en los

últimos  años  como  una  estrategia  de  gran  importancia  para  acceder  a  nuevas

funcionalidades y propiedades. Teniendo esto en cuenta, resulta fundamental poder

controlar con una alta precisión los procesos sintéticos para acceder a nanopartículas

con las formas deseadas (varillas, cubos, triángulos, etc.).

El método más directo para la obtención de nanopartículas anisotrópicas es la

cristalización controlada de los bloques de construcción atómicos o moleculares.190

Dentro de estos métodos, el más simple es la síntesis solvotérmica que se basa en

exponer los precursores del nanomaterial en solución a condiciones particulares de

crecimiento  (concentración  de  reactivos,  temperatura,  pH,  etc.)  que  terminan

definiendo la anisotropía de forma, sin la incorporación de agentes adicionales que

dirigan  el  crecimiento  del  nanomaterial.  El  principal  problema  que  presenta  la

síntesis  solvotérmica  radica  en  su  alta  dependencia  de  los  parámetros

experimentales,  observándose  que  ante  mínimas  variaciones  de  las  condiciones

deseadas se produce una pérdida de control  sobre la morfología. 190 Una poderosa

alternativa a los métodos solvotérmicos, son los métodos de crecimiento basados en

semillas,  en  los  cuales  se  separan  los  procesos  de  formación  de  los  centros  de

nucleación  (semillas)  del  proceso  de  crecimiento  del  cristal,  permitiendo  una

optimización  independiente  de  cada  uno  de  los  procesos.  Estas  metodologías

requieren que inicialmente se obtengan pequeñas partículas bien definidas, que luego
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se utilizan como semillas en un segundo paso de crecimiento. La principal ventaja

que presentan respecto  de  los  primeros  es  que el  control  sobre  el  tamaño de las

partículas resulta más sencillo, ya que fundamentalmente dependerá de la duración

de la etapa de crecimiento. Se puede adquirir un mayor control sobre el crecimiento

de los nanomateriales si los métodos anteriormente descritos se combinan con un

enfoque basado en el ensambaje de los bloques de construcción mediante “plantillas”

o “moldes”.190 Esta metodología sintética usualmente se basa en el recubrimiento de

la  superficies  metálicas  con  otras  especies  químicas  o  materiales  (surfactantes,

polímeros, otros nanomateriales, etc.) que dirigen el crecimiento del cristal, o bien en

la utilización de otras nanoestructuras de morfologías definidas dentro de las cuales

se produce la síntesis del nanomaterial que adquiere la forma del “molde”. Esta es

una  de  las  estrategias  más  empleadas  en  la  síntesis  de  AuNP  y  AgNP

anisotrópicas.191–196

Los surfactantes han demostrado ser capaces de dirigir  las síntesis  de los NM

hacia la formación de nanopartículas de diferente morfología, como consecuencia de

su adsorción preferencial sobre diferentes planos cristalinos de las semillas formadas

durante el crecimiento de las partículas.197 Por ejemplo, se observó que mediante la

utilización de tosilato de cetiltrimetilamonio (CTAT) durante la fase de crecimiento es

posible sintetizar nanovarillas de plata (AgNR) (figura 1.9).198 Este surfactante posee

mayor afinidad por el plano cristalino {100} de las semillas de plata, por lo que se

encuentra favorecido el  crecimiento diferencial  por el  plano {111} para formar las

AgNR.
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Figura 1.9. A) Crecimiento de AgNR por transferencia preferencial de átomos de plata 
sobre la cara cristalina {111} en los extremos de la nanopartícula. B) Adsorción preferencial
de CTAT a las caras laterales {100} de la nanovarilla.198
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1.2.4. Propiedades ópticas de los nanomateriales

Las propiedades únicas de los NM en general se atribuyen a efectos cuánticos, a la

mayor área superficial que poseen en comparación con sus análogos macroscópicos, y

a  los  fenómenos  de  auto-ensamblado.199 Los  efectos  cuánticos  dominan  el

comportamiento  de  cualquier  material  nanométrico,  afectando  las  propiedades

ópticas,  eléctricas  y  magnéticas,  principalmente  por  efecto  del  confinamiento

cuántico  electrónico  que  experimentan  y  por  la  modificación  de  la  densidad  de

estados electrónicos. En segundo lugar, como los NM tienen un gran área superficial

total,  la  mayor  cantidad  de  átomos  superficiales  incrementa  sustancialmente  su

reactividad  por  el  aumento  del  número  de  sitios  activos  disponibles.  El  auto-

ensamblado  permite  que  los  componentes  de  un  sistema  se  organicen  formando

patrones o estructuras ordenadas. A nivel de la nanoescala, esto refleja información

respecto de  la  forma,  polaridad,  carga de  los componentes  del  nanomaterial,  que

determinan las interacciones atractivas o repulsivas del mismo.

Si bien los nanomateriales presentan numerosas y asombrosas propiedades,110,199

las ópticas son una de las más importantes en NP metálicas, y las de mayor relevancia

para esta tesis  doctoral.  Las propiedades ópticas,  como la reflección,  transmisión,

absorción y emisión de luz de los nanomateriales son completamente dependientes

de su estructura electrónica, que puede ser muy diferente para distintas morfologías o

tipos de nanomaterial, e incluso dependen del microambiente que lo rodea. A escala

nanométrica, los electrones de las NP no tienen la misma libertad que poseen en el

material  macroscópico.  Como  consecuencia,  las  NP  interaccionan  de  forma  muy

particular  con  la  radiación  electromágnetica,  presentando  propiedades  peculiares

como coloración, luminiscencia y de óptica no lineal. Las propiedades ópticas de las

nanopartículas  metálicas,  en general  se  encuentran  dominadas  por  los  efectos  de

plasmón  de  superficie,  mientras  que  en  otro  tipo  de  nanomateriales,  como  los

quantum dots, están gobernadas por el confinamiento cuántico.199

Las  nanopartículas  de  metales  de  transición,  como  oro  y  plata,  usualmente

exhiben una banda de extinción en la región visible del espectro electromagnético.
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Esta  banda  espectral  observada  es  consecuencia  del  fenómeno  denominado

resonancia  de  plasmón superficial  (SPR,  por  sus  siglas  en inglés).200 Cuando una

nanopartícula pequeña es irradiada con luz el campo eléctrico produce la oscilación

coherente de los electrones de conducción del metal (Figura 1.10.). Esta oscilación

colectiva de los electrones superficiales de una partícula metálica es característica de

cada  tipo  de  átomo  y  se  conoce  como  plasmón  de  resonancia  dipolar.201 Como

consecuencia de este fenónemo, las AuNP y AgNP presentan coloraciones intensas,

mientras que las de Pb, In, Hg, Sn y Cd presentan absorciones del plasmón en la

región UV del espectro y no son coloreadas.202

Generalmente,  la  frecuencia  de  esta  oscilación  plasmónica  depende  de  cuatro

factores: (1) la densidad electrónica, (2) la masa efectiva de los electrones, y (3) la

forma y tamaño de la distribución de carga, que a su vez están influenciados por el

tamaño y la forma de la partícula y el entorno fisicoquímico de la misma.201,203

Respecto de la influencia del tamaño de las partículas sobre la SPR, existen efectos

extrínsecos  e  intrínsecos.  El  efecto  de  tamaño extrínseco es  un  efecto  de  retardo

debido  a  la  excitación  de  modos  plasmónicos  multipolares  que  surgen  cuando el

tamaño  de  una  NP  aumenta  respecto  de  la  longitud  de  onda  de  la  radiación
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Figura  1.10.  Representación esquemática  de la  oscilación plasmónica de  una  partícula
esférica, mostrando el desplazamiento relativo de la nube electrónica respecto del núcleo.
Adaptado de la Ref. 201.
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electromagnética resonante, es decir, cuando el diámetro de la partícula d ≈l. Cuando

el  tamaño  de  la  partícula  es  mucho  menor  a  la  longitud  de  onda  de  la  luz,  la

distribución del campo electrico incidente  a lo largo de la partícula es uniforme , por

lo que la oscilación electrónica producida es coherente y el plasmón de resonancia es

dipolar. Lo opuesto sucede cuando los tamaños son comparables a la longitud de

onda resonante, produciendo ensanchamientos de las bandas de extinción de las NP

y corrimientos batocrómicos de los máximos a mayores tamaños de partícula.204 Por

su parte, el efecto de tamaño intrínseco se debe principalmente a la modificación que

experimentan las constantes ópticas del metal cuando se reduce su tamaño, como

consecuencia de contribuciones adicionales a la tasa de relajación de los electrones

libres.  Cuando el  camino libre  medio  de  los  electrones  de  conducción se  vuelven

comparables al tamaño de la patícula, ya no se puede despreciar la dispersión de los

electrones libres a nivel de la superficie. Por lo tanto, estos efectos intrínsecos son

responsables del incremento de la frecuencia de relajación dependiente del tamaño

de los electrones superficiales y, consecuentemente, una disminución del factor de

calidad plasmónico, lo que se manifiesta como una amortiguación (o damping) de la

banda SPR a medida que disminuye el tamaño de la partícula.204

La forma de las partículas también afecta la posición, ancho y número de bandas

SPR. Mientras que las partículas esféricas solo presentan una sola banda SPR, en

nanopartículas  con  morfologías  anisotrópicas,  como  nanovarillas  por  ejemplo,  se

observan dos bandas de extinción en los espectros UV-visible (Figura 1.11.).  Estas

bandas  corresponden  a  dos  modos  plasmónicos,  análogos  a  lo  comentado  para

partículas  esféricas  (Figura  1.10.),  que  se  denominan  resonancia  de  plasmón

longitudinal (LSPR, por sus siglas en inglés), relacionada con la oscilación colectiva

de electrones a  lo  largo de la nanopartícula,  y  resonancia  de plasmón transversal

(TSPR), originada por la oscilación de electrones a lo ancho de la nanoestructura. La

posición de las bandas de la LSPR y la TSPR puede ajustarse con mucha precisión

mediante el control de la relación de aspecto de las nanovarillas.205,206 Por ejemplo,

Rehka  et  al.  observaron  que  a  medida  que  el  largo  de  las  nanovarillas  se

incrementaba (o las relaciones de aspecto), se producía un corrimiento batocrómico
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de la banda LSPR (Figura 1.11.).207 En términos generales, al disminuir la simetría de

la partícula comienzan a surgir nuevos modos plasmónicos.208

Como  se  mencionó  anteriormente,  el  entorno  fisicoquímico  que  rodea  las

nanopartículas también influye sobre la frecuencia de la SPR. Respecto de los efectos

químicos, el principal mecanismo involucrado corresponde al damping de la interfaz

química.204,209 Este mecanismo involucra la interacción superficial por quimiosorción

o  fisisorción  de  la  nanopartícula  con  diferentes  especies  químicas,  según

corresponda,  y  produce  un  ensanchamiento  de  la  banda  SPR  y  un  corrimiento

batocrómico del máximo de extinción. Este efecto se puede explicar considerando que

los adsorbatos ofrecen nueva vías de relajación tanto para los electrones como para

los  fonones  excitados  en  el  metal.  Cálculos  mediante  la  teoría  del  funcional  de

densidad (DFT)209 demostraron que los estados de densidad electrónicos cerca del

nivel de Fermi de la NP cambian en presencia de adsorbatos dando lugar a diferentes

anchos y posiciones de la banda SPR.

Por  otra  parte,  las  propiedades  dieléctricas  del  medio  (em)  que  rodea  la

nanopartícula es otro factor a tener en cuenta. En este sentido, se ha observado que la

27

Capítulo 1

Figura 1.11. Espectros de absorción de nanovarillas de plata con relaciones de aspecto: (a)
6, (b) 11, y (c) 15. Adaptado de la Ref. 205.
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variación  de  la  constante  dieléctrica  de  un  entorno  no  absorbente  produce

variaciones en la posición de la banda SPR, con corrimientos hacia el rojo a mayores

constantes dieléctricas del medio, y corrimientos hacia el azul cuando em disminuye.210

Este  comportamiento  está  relacionado  con  la  variación  de  la  sección  eficaz  de

extinción  de  una  partícula  metálica  con  el  cambio  de  la  función  dieléctrica  del

medio.211

1.3. Caracterización de nanopartículas metálicas

Como se ha discutido en las secciones anteriores, las nanoestructuras han atraído

un  enorme  interés  por  sus  variadas  e  importantes  propiedades  y  potenciales

aplicaciones. El entendimiento de los factores que afectan estas propiedades requiere

que  los  nanomateriales  sean  objeto  de  numerosos  estudios  enfocados  en  la

determinación  de  sus  características  físicas  y  químicas,  a  fin  de  poder

correlacionarlas con respuestas específicas de la nanoestructura.6

Actualmente existen múltiples técnicas de caracterización disponibles, entre las

que  se  incluyen  a  aquellas  que  emplean  haces  de  electrones  como  fuente  de

iluminación, como es el caso del TEM (Microscopio Electrónico de Transmisión) y del

SEM  (Microscopio  Electrónico  de  Barrido).  A  lo  largo  de  los  años,  los  avances

científico-tecnológicos han permitido actualizar dichas metodologías para lograr una

caracterización más completa de los NM. Estas innovaciones permitieron desarrollar

el  microscopio  electrónico  de  alta  resolución  (HRTEM),  que  permite  evaluar  la

composición cristalográfica del material,212  y el  TEM de fase líquida, que permite

estudiar el crecimiento dinámico y oscilatorio de nanopartículas.213 Usualmente, estas

metodologías  de  visualización  pueden  estar  acopladas  a  distintos  métodos

espectroscópicos  de  alta  energía  como  la  Espectroscopia  de  Rayos  X  de  Energía

Dispersiva (EDX, EDAX o EDS), Difracción de Rayos X (SAED) o Espectroscopia de

pérdida de energía de electrones (EELS), para obtener simultáneamente información

sobre  la  estructura  electrónica,  la  composición  química  elemental  y  el  estado  de

oxidación  superficial  de  los  nanomateriales.214,215 Por  otro  lado,  es  muy común la
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utilización de técnicas espectroscópicas más tradicionales, que permiten completar la

caracterización de las  NP,  como las  espectroscopias  de  absorción UV-visible  y  de

Infrarrojo  cercano  (NIR),  FT-IR  (Espectroscopia  Infrarroja  con  Transformada  de

Fourier), RMN (Resonancia Magnética Nuclear),  espectroscopia Raman, etc. Estas

técnicas facilitan el estudio integral de los nanomateriales sintéticos, y nos proveen la

información  necesaria  para  describir  sus  propiedades  fisicoquímicas.199 A

continuación, se describirán algunas generalidades de las metodologías empleadas

durante el desarrollo de esta tesis doctoral.

1.3.1. Técnicas microscópicas

Las técnicas microscópicas son las más empleadas durante la caracterización de

un nanomaterial, ya que permiten obtener una imagen superficial de la muestra. La

microscopía electrónica emplea un haz de electrones como fuente de iluminación y

explota la  naturaleza ondulatoria  de  los electrones para obtener  una imagen.  Los

microscopios  electrónicos  poseen  un  poder  resolutivo  mayor  al  de  microscopios

ópticos  que  usan  radiación  electromagnética,  lo  que  permite  obtener  una

magnificación de más de dos millones de veces, en comparación con la magnificación

de hasta dos mil veces de los microscopios ópticos.199 

La  microscopía  TEM  es  la  técnica  más  común  para  analizar  el  tamaño  y  la

morfología de las NP y se basa en la interacción entre un haz de electrones uniforme

(con energías  alrededor  de  60  a  150  keV)  con  una muestra  delgada.  Cuando los

electrones llegan a la muestra,  una parte es  transmitida,  mientras que el  resto es

dispersado elástica o ineslásticamente.216 A partir de los electrones transmitidos, se

puede  construir  una  imagen  del  nanomaterial  analizado.  TEM  no  solo  ofrece

imágenes  de  la  muestra,  sino  que  también  da  idea  de  su  homogeneidad.6 Sin

embargo,  esta  técnica  posee  algunas  limitaciones,  entre  las  que  se  encuentran  la

dificultad  para  cuantificar  una  gran  cantidad  de  partículas  o  la  interpretación

incorrecta de las imágenes debido a efectos de orientación.6 Las muestras que pueden

analizarse  por  esta  técnica  deben  ser  estables  en  condiciones  de  alto  vacío  y  lo

suficientemente delgadas para que el haz de electrones pueda atravesarlas.217
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Por su parte, la microscopía SEM es una técnica utilizada ampliamente para la

obtención de imágenes de alta resolución de superficies que puede ser empleada en la

caracterización  de  materiales  en  la  nanoescala.  La  técnica  SEM  permite  obtener

información  referida  a  la  topografía  superficial  de  las  muestras,  a  la  morfología,

tamaño y ordenamiento  de las partículas, la composición química si el microscopio

está  acoplado  a  otros  detectores  que  permitan  caracterización  elemental,  e

información cristalográfica.4 A diferencia de TEM, la microscopía de barrido se vale

de  los  electrones  secundarios  emitidos  al  interaccionar  el  haz  incidente  con  la

superficie de la muestra.199 Las muestras para SEM pueden analizarse en su forma

macroscópica,  por  lo  que  su  preparación  es  más  sencilla.  Las  muestras  pueden

montarse  directamente  en  láminas  de  aluminio  o  carbón.  Sin  embargo,  existe  el

riesgo  de  acumulación  de  campos  eléctricos  estáticos  en  la  muestra  debido  a  la

irradiación de electrones durante el análisis por lo que 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 lámina delgada de oro, aunque esto genera que se

pierda parte de la información de la muestra.199

1.3.2. Técnicas espectroscópicas

La  espectroscopia  estudia  la  interacción  de  la  materia  con  la  radiación

electromagnética. La absorción, transmisión y dispersión de la luz son los procesos

en los  que  se  basan las  diferentes  técnicas  de  caracterización espectroscópica.  La

absorción de luz en el  espectro UV-visible (UV-vis) es un método espectroscópico

muy utilizado para  detectar  la  presencia  de  cromóforos  en pequeñas  moléculas  y

macromoléculas. Anteriormente, se describieron las propiedades ópticas de los NM,

mencionando que las mismas son particularmente sensibles a variaciones de forma,

tamaño,  y  del  microambiente  que  rodea  al  nanomaterial.  Como  se  mencionó

anteriormente, la interacción entre NP y la radiación electromagnética da lugar al

fenómeno  SPR.  Las  bandas  SPR  permiten  caracterizar  las  NP  mediante

espectroscopia UV-visible.218 La posición (longitud de onda) de la banda SPR de una

NP, su intensidad y el ancho de la banda, brindan importante información a partir de
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la cual es posible inferir algunas propiedades de las NP, como su forma, tamaño e

incluso si  el  nanomaterial  a experimentado alguna transformación física,  como la

agregación  (que  permite  estudiar  la  estabilidad  coloidal),  o  química,  como  la

modificación de los  ligandos superficiales.  En la  figura 1.12.  se  muestra como las

variaciones del tamaño y forma de nanopartículas de plata producen variación del

color de la muestra coloidal y, por lo tanto, del espectro UV-visible observado.219

Las ventajas de esta técnica incluyen la simplicidad y rapidez de las mediciones, la

selectividad hacia nanopartículas en ausencia de otros compuestos que absorban luz

en la región de la SPR, la sensibilidad, y su bajo costo. La preparación de las muestras

es simple y consiste en diluir suspensiones coloidales de las NP a analizar y efectuar

la medición en el rango de longitudes de onda seleccionado.
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Figura 1.12. A) Fotos de coloides de AgNP de diferente coloración con diferentes tamaños y
formas.  B) Espectros UV-visible de absorbancia normalizada de las muestras presentadas
en A. Adaptado de la Ref. 216.
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1.3.3. Técnicas de dispersión

Las técnicas de dispersión son muy variadas, y dependen de la fuente de radiación

utilizada (rayos X, neutrones, electrones, luz visible, etc.). Dentro de ellas se pueden

mencionar la dispersión dinámica de luz (DLS), el potencial zeta (z), la difracción de

rayos X (XRD), la dispersión de neutrones de ángulo pequeño (SANS), la dispersión

de  rayos  X  de  ángulo  pequeño  (SAXS),  entre  otras.199 A  continuación,  solo  se

describirán las técnicas DLS y potencial zeta. 

1.3.3.1. Dispersión dinámica de luz

La dispersión dinámica de luz (DLS) es una herramienta importante  y la  más

empleada para la determinación del tamaño hidrodinámico de nanopartículas, y su

distribución,  en solución en la  escala  nano-  y  submicrométrica.199 Las  NP en una

dispersión coloidal están sujetas a un continuo movimiento browniano, que ocurre

más lentamente para partículas de mayor tamaño. DLS mide la dispersión de un haz

laser  (fuente  monocromática y  coherente  de radiación)  ocasionada por las  NP en

movimiento como una función del tiempo, a partir de lo que se puede determinar el

tamaño hidrodinámico  de  las  mismas,  es  decir,  del  diámetro  de  la  nanopartícula

junto a la contribución de las  moléculas de solvente y ligandos que difunden a la

misma velocidad que el coloide.6 Por lo tanto, el tamaño de las NP medido por DLS

suele ser ligeramente más grande que el determinado por microscopia electrónica.

Por  otro  lado,  DLS  tiene  mucho  potencial  para  el  análisis  de  los  procesos  de

agregación  de  sistemas  nanoparticulados  en  tiempo  real,  ya  que  mide

cuantitativamente  el  tamaño de los  agregados  de  partículas  formados.  DLS como

método de caracterización ofrece varias ventajas, la capacidad de determinar con alta

exactitud el tamaño hidrodinámico de muestras monodispersas, medir muestras a

bajas  concentraciones,  permitir  el  análisis  de  muestras  en  un  amplio  rango  de

concentraciones,  y  la  capacidad  de  obtener  mediciones  reproducibles  en  tiempos

cortos (minutos) a comparación de otras metodologías, y con bajos costos.199
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1.3.3.2. Potencial zeta (z)

El potencial zeta corresponde al potencial electrocinético de un sistema coloidal.199

En una dispersión coloidal las NP se encuentra rodeadas de una doble capa eléctrica:

una capa interna o  capa compacta donde los iones están fuertemente unidos a la

superficie,  y una capa externa o  capa difusa,  en la cual los iones interactúan más

débilmente. En la region difusa, existe un cierto límite dentro del cual la partícula

actua como una entidad única, y el potencial eléctrico en este límite es el potencial

zeta. Los instrumentos que miden potencial zeta registran el cambio de fase de la luz

dispersada por partículas que se mueven bajo la influencia de un campo eléctrico

externo; fenómeno que se denomina electroforesis. El cambio de fase es proporcional

a  la  movilidad  electroforética  (velocidad)  de  las  partículas.  A  partir  de  estos

parámetros se calcula el potencial zeta.199

La magnitud del potencial zeta puede relacionarse con la estabilidad coloidal del

sistema,  debido  a  que  este  poteial  indica  el  grado  de  repulsión  entre  partículas

adyacentes con la misma carga en la dispersión coloidal. Un valor alto de potencial

zeta (en valor absoluto) indica mayor resistencia a la floculación en solución. Cuando

el módulo del potencial es bajo, la atracción excede la repulsión y las nanopartículas

tenderán a flocular.6 En general, sistemas coloidales con potenciales zeta en el rango

de 20-30 mV o mayores, son considerados cinéticamente estables.6 Esta propiedad

puede  ser  manipulada  mediante  la  modificación  superficial  de  las  NP,  ya  que  se

puede  obtener  una  alta  estabilidad  coloidal  a  través  de  repulsión  elecrostática.

Usualmente, el potencial zeta se determina simultáneamente con mediciones de DLS

para  una  caracterización  más  completa.  A  su  vez,  z  es  sensible  a  cambios  en  el

ambiente de la partícula, como el pH o la fuerza iónica, por lo que hay que prestar

especial  atención  a  la  preparación  de  las  muestras.  A  comparación  de  otras

metodologías, el potencial zeta tienen la ventaja de medirse en solución, por lo que

normalmente no se exponen las muestras a condiciones que pueden conducir a la

agregación  por  evaporación  del  solvente,  lo  que  sí  sucede  en  microscopía

electrónica.220
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1.4. Observaciones finales

A lo largo de este capítulo se han introducido algunos conceptos generales que

resultan necesarios para la comprensión del  trabajo de tesis,  que será presentado

metódicamente  en  los  capítulos  subsiguientes.  Fundamentalmente,  se  presentó

información respecto de los nanomateriales sintéticos, que constituyen el eje central

del trabajo realizado. Los nanomateriales fueron descritos desde las metodologías de

síntesis hasta sus aplicaciones, exponiendo también brevemente sus características

principales,  propiedades  y  métodos  de  caracterización.  Además,  se  ha presentado

brevemente la situación actual referida a la utilización de nanomateriales sintéticos y

su destino final como desechos y contaminantes emergentes. Si bien en los últimos

años se han desarrollado métodos analíticos para estos analitos especiales, aún queda

mucho camino por recorrer. 
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2.1. Problemática

Los NM sintéticos y, en particular, las NP continúan atrayendo un interés creciente en

diferentes  áreas  de  investigación  e  innovación  tecnológica,  como  resultado  de  sus

propiedades físicas, químicas y biológicas únicas, en comparación a sus análogos de mayor

tamaño,  convirtiéndolas  en  excelentes  candidatas  para  aplicaciones  biomédicas,

electrónicas, ópticas y catalíticas, entre otras.1–3 El incremento en la producción, usos y

desechos de estos nanomateriales sintéticos pronostica un aumento en la probabilidad de

su acumulación en aire, agua, suelos y en diversos organismos.4 Existen varios caminos a

través de los cuales las NP sintéticas pueden ser liberadas al ambiente: mediante emisiones

intencionales o no intencionales en las corrientes de desechos sólidos y líquidos de los

hogares, de sitios de manufactura, de plantas de tratamientos de desechos y emisiones al

aire. Los derrames y la gestión de residuos de NM también deben considerarse como vías

para la introducción de NP en el ambiente, así como los productos comerciales a los cuales

se les adicionan NM. Los efectos que estos desechos pueden producir en el ambiente están

aun siendo  estudiados,  pero  a  largo  plazo  pueden significar  un  daño  acumulativo.  En

varios  organismos  se  ha  observado  que  la  exposición  a  algunos  NM  sintéticos  (por

inhalación, inyección intravenosa o dermal, e ingestión) produce efectos tóxicos, tanto in

vivo como in vitro, que incluyen daño físico, estrés oxidativo, daño al ADN y mutaciones,

alteraciones del plegamiento proteico, inflamación, fibrosis y alergias.5–8 

Toda sustancia química o material que represente una amenaza, potencial o real, para

la  salud  humana  o  para  el  ambiente  y  de  la  cual  se  carece  de  datos  estandarizados

relacionados  a  la  salud  se  denomina  “contaminante  emergente”.9 En  esta  categoría  se

encuadran  las  NP,  dado  que  las  consecuencias  que  estos  nuevos  materiales  pueden

desencadenar, tanto desde el punto de vista ambiental como el de la salud humana, siguen

actualmente  en  constante  indagación.10,11 El  éxito  de  la  investigación  relacionada  a  los
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efectos  de  NM, así  como la  generación  de regulaciones  para estos  contaminantes

emergentes  se  encuentran estrechamente  relacionados a  la  existencia  de  métodos

analíticos confiables que permitan la diferenciación y cuantificación de las diferentes

NP.11–16 Es necesario considerar también todas las  transformaciones fisicoquímicas

que experimentan los  nanomateriales  al  ingresar  al  ambiente  (Figura 2.1.),  y  que

pueden influir desde el punto de vista analítico, dificultando su detección, y desde el

punto  de  vista  ambiental,  ya  que  estas  nuevas  especies  pueden  significar  nuevos

riesgos asociados.17

Por  lo  expuesto  anteriormente,  la  detección  de  NM  sintéticos  en  el  ambiente

constituye un gran desafío para la química analítica.  En los últimos años,  se han

propuesto algunas técnicas analíticas cuantitativas para el análisis de muestras que

contienen nanopartículas, pero éstas están usualmente limitadas a la utilización de

costosos  instrumentos  y  procesos  de  separación  y  pre-concentración.16,18–22 Sin

embargo,  aún  no  se  encuentran  métodos  analíticos  estandarizados  simples  que

permitan detectar y evaluar NP en el ambiente.11

Como  se  mencionó  en  el  capítulo  1,  una  de  las  características  principales  de
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algunas  NP  (ej.:  AuNP  y  AgNP)  es  el  efecto  de  su  interacción  con  la  radiación

electromagnética. Cuando estas NP son irradiadas con luz, se genera una absorción

y/o dispersión de la luz a determinadas longitudes de ondas de resonancia que es

altamente  dependiente  de  la  morfología,  tamaño,  distancia  entre  partículas  y  del

entorno dieléctrico del medio.23–25 Al mismo tiempo, las NP pueden inducir cambios

fotofísicos  al  interaccionar  con  moléculas  orgánicas,  como  sondas  moleculares

fluorescentes, dependiendo estos cambios de la ubicación relativa del fluoróforo a la

superficie.26 Estas  propiedades  espectroscópicas  pueden  ser  explotadas  para  la

resolución de los analitos en mezclas complejas y proveer los fundamentos para su

cuantificación.15

2.2. Hipótesis

Partiendo desde la problemática planteada, se propuso el desarrollo de diferentes

estrategias analíticas para la diferenciación, detección y cuantificación de NP a partir

del estudio de sistemas híbridos NP-sensores moleculares/supramoleculares.

La principal hipótesis de este trabajo es que la interacción entre los componentes

de estos sistemas da lugar a cambios significativos de sus propiedades físicoquímicas,

que permiten la diferenciación y la detección de NP en mezclas acuosas, de forma

análoga a otros trabajos realizados recientemente en el laboratorio.27,28 La interacción

entre los componentes puede ser evaluada mediante el empleo de diferentes técnicas

espectroscópicas  (UV-visible  y  de  fluorescencia)  y  de  microscopía  eletrónica.  Las

interacciones establecidas entre las moléculas sensoras y analitos deberían depender

de  las  características  particulares  de  cada  tipo  de  NP  estudiada  (tipo  de  metal,

morfología,  tamaños,  ligando  superficial),  permitiendo  encontrar  condiciones

adecuadas para lograr  la  diferenciación entre  distintas  clases  de NP presentes en

mezclas  acuosas.  La  intensidad  de  las  variaciones  espectroscópicas  observadas

deberían ser proporcionales a la concentración del analito, permitiendo la obtención

de curvas de calibración para cada NP en particular.

Los métodos analíticos requieren consistencia de las propiedades de los analitos
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durante  su  desarrollo  para  obtener  resultados  adecuados  para  una  posterior

validación  de  la  metodología.  Una  mayor  reproducibilidad  de  las  propiedades

fisicoquímicas de analitos complejos, como lo son las NP, podría alcanzarse mediante

el  empleo  de  metodologías  quimiométricas  que  permiten  optimizar  procesos

químicos, como la síntesis del nanomaterial.

2.3. Objetivos del trabajo de tesis

2.3.1. Objetivo general

El  objetivo  general  de  esta  tesis  de  doctorado  fue  desarrollar  novedosas

metodologías  analíticas  que  permitan  detectar,  cuantificar  y  diferenciar  AuNP  y

AgNP,  en  busca  de  métodos  estandarizados  para  el  análisis  de  este  tipo  de

contaminantes emergentes en muestras ambientales, principalmente de agua.

2.3.2. Objetivos específicos

Para  alcanzar  el  objetivo  general  indicado  anteriormente,  se  plantearon  los

siguientes objetivos específicos:

● Diseñar, obtener y caracterizar AgNP altamente reproducibles mediante diseño de

experimentos (DOE).

● Diseñar, obtener y caracterizar nanovarillas de plata sin el empleo de surfactantes.

● Derivar un algoritmo para determinar la concentración de cualquier conjunto de

nanopartículas, independientemente de su forma o grado de polidispersidad, a

partir de imágenes de microscopía electrónica de transmisión.

● Explorar  la  interacción  de  sensores  fluorescentes  con  diferentes  tipos  de

nanopartículas metálicas (AuNP, AgNP) por técnicas espectroscópicas.

● Determinar  la  sensibilidad  de  los  cambios  espectroscópicos,  generados  en  los

sistemas estudiados, a la concentración de las diferentes NP.

● Analizar individualmente AuNP y AgNP, con diferentes tamaños y ligandos para

desarrollar  metodologías  analíticas  univariadas  que  permitan  detectar  y
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cuantificar estos NM en muestras de agua.

● Analizar mezclas de NP y desarrollar metodologías de calibración multivariada

para la detección y cuantificación diferenciada de los diferentes NM.

● Determinar  los  parámetros  analíticos  que  contribuyan  a  la  validación  de  los

métodos propuestos.

En  los  siguientes  capítulos  se  desarrollarán  las  metodologías  empleadas  y  los

resultados obtenidos para lograr los objetivos propuestos para esta tesis doctoral.
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3.1. Introducción

Actualmente,  está  bien  establecido  que  las  propiedades  de  los  nanomateriales

dependen de su tamaño, que usualmente es reportado como el diámetro promedio (para

esferas) obtenido desde el  histograma de distribución de tamaño de nanopartículas.1 Sin

embargo, obtener lotes de nanopartículas metálicas con propiedades idénticas es una tarea

complicada a escala del trabajo de laboratorio. Las diferencias entre lotes impactan en la

determinación exacta y precisa de las propiedades asociadas a estas nanopartículas, por

ejemplo, en el análisis de su interacción con otras moléculas.2

Desde  hace  algunos  años,  las  AgNP  están  entre  las  más  empleadas  en  diversas

aplicaciones  como  en  catálisis,3 plasmónica,4–6 impresión  de  inyección  de  tinta,7

biomateriales8,9 y  como  sensores  ópticos.10 Si  bien  estos  nanomateriales  han  sido

ampliamente  investigados,  la  reproducibilidad  de  los  resultados  suele  ser  una  tarea

complicada debido a la variabilidad morfológica y funcional de los lotes obtenidos.

Las AgNP para investigación son sintetizadas a escala de laboratorio usando diferentes

metodologías como reducción química, fotoquímica y metodos sonoquímicos, entre otras

alternativas.11 El resultado de la síntesis por reducción química, una de los métodos más

frecuentemente utilizados, depende en gran medida de la identidad de los reactivos así

también como de su concentración, del tiempo de reacción y de la temperatura.11–13 Tener

conocimiento acerca de como influye cada una de estas variables sobre el producto final es
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fundamental para optimizar el proceso sintético y obtener lotes reproducibles. 

Entre  otros  métodos  químicos,  la  reducción de Ag+ mediante  la  utilización  de

ácido gálico presenta una alternativa sintética simple para obtener AgNP usando una

molécula biocompatible, con condiciones de reacción suaves (temperatura ambiente

y agua como solvente) y tiempos relativamente cortos (30 minutos).14 Sin embargo, la

síntesis  bajo  las  condiciones  experimentales  reportadas  da  lugar  a  NP  con

distribuciones de tamaño diferentes entre distintos lotes: ~32 nm de diámetro en el

artículo original, ~5 nm y ~29 nm en trabajos previos de nuestro laboratorio (en las

mismas  condiciones  de  síntesis);15 y  utilizando  procedimientos  ligeramente

modificados  las  distribuciones  de  tamaño  también  resultan  variables:  ~7  nm,16

~29 nm16 y ~14 nm.17 Las condiciones de síntesis de las NP mencionadas se resumen

en la Tabla 3.1.

Tabla 3.1. Condiciones de síntesis y tamaños medios reportados en procesos de obtención de 
AgNP con ácido gálico.

Referencia Condiciones de síntesis Diámetro medio / nm

14

[Ác. Gálico] 10 mM
[AgNO3] 74 mM
[NaOH] 740 mM

30 minutos a T° ambiente

32

15 Mismas condiciones que Ref. 14 5 - 29

16

[Ác. Gálico] 2,1 mM
[AgNO3] 400 mM

[NaOH] 1 mM
No reporta tiempo ni temperatura

7 - 29

17

[Ác. Gálico] 350 mM
[AgNO3] 150 mM

[NaOH] 1 mM
2 horas a 80,0 °C

14

El diseño experimental (DOE, por sus siglas en inglés) empleando metodologías

de  superficies  de  respuesta  (RSM),18,19 ha  demostrado  proveer  un  mayor

entendimiento de los factores que interactúan y como optimizarlos durante la síntesis

de los NM.20,21 Por ejemplo, Domingos et al.22,23 utilizaron DOE para elegir las mejores

estructuras poliméricas basadas en dextrano o polietilenimina para obtener AgNP
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con  actividad  altamenta  catalítica;  Lim  et  al.24 analizaron  las  interacciones  entre

diferentes factores experimentales para la síntesis de AgNP usando ácido ascórbico

como agente  reductor;  y  Liu  et  al.25 optimizaron un procedimiento  sintético  para

obtener nanopartículas bimetálicas de Ag-Cu. Sin embargo, ninguno de estos trabajos

se enfocó en mejorar  la  reproducibilidad entre  lotes y  solo están enfocados en la

optimización de su funcionalidad en diferentes aplicaciones.

3.1.1.  DOE: Diseño factorial  fraccional,  diseño Box-Behnken y optimización mediante

función deseabilidad

A nivel de la nanoescala, existen a menudo interacciones muy complejas entre los

parámetros experimentales de diseño y los procesos o productos obtenidos. Llevar a

cabo todas las combinaciones posibles de experimentos en un determinado estudio

sistematizado demandaría un tiempo excesivo y resultaría prácticamente imposible.

Sin embargo, el diseño estadístico de experimentos es una metodología que permite

explorar  de  manera  eficiente  las  relaciones  entre  diferentes  factores  en  un

determinado proceso, logrando un gran entendimiento de los sistemas bajo estudio.

El  DOE  ha  sido  aplicado  de  manera  exitosa  en  numerosas  áreas,  desde  la

agricultura,26 hasta  la  industria  farmacéutica,27 en  ensayos  clínicos,28 e  incluso en

estudios  económicos.29 Los  químicos  pueden  beneficiarse  enormemente  de  la

aplicación de los conceptos básicos de diseño experimental, ya que permiten realizar

experimentos de screening para determinar factores significativos para el éxito de un

proceso químico, llevar a cabo protocolos de optimización de los procesos estudiados

para lograr condiciones favorables de acuerdo a la funcionalidad deseada, ahorrar

tiempo y modelar cuantitativamente la o las respuestas estudiadas en función de las

variables analizadas.30,31

La terminología de DOE puede resultar diferente a la utilizada de forma cotidiana

en el ámbito químico. A fin de establecer una base sólida para la discusión de este

capítulo, se introducen a continuación algunos términos empleados en DOE:31

• Los  factores son  las  variables  controlables  de  interés.  Estos  puede  ser  tanto

cuantitativos  como  cualitativos.  Ejemplos  de  factores  cuantitativos  son  la
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concentración de un reactivo, la temperatura, etc. Ejemplos de factores cualitativos

son el tipo de material, la marca de un reactivo, el operador que lleva a cabo la tarea,

etc.

• Los niveles de los factores son lo diferentes valores que pueden tomar los factores

en un rango de interés. 

• El  tratamiento es  una de las  posibles  combinaciones  entre  todos  los niveles de

factores que se pueden aplicar en un experimento individual.

• La corrida (run) es la implementación de un cierto tratamiento en un experimento

individual.

• La  respuesta es  una  característica  cuantitativa  o  cualitativa  de  un  experimento

individual que puede medirse luego de aplicar un cierto tratamiento. El análisis de la

respuesta es usualmente el objetivo de DOE.

En DOE es normal describir los datos experimentales como formando parte de

una relación matemática entre los factores y las respuestas, es decir, que se puede

modelar la respuesta en función de los factores analizados.30 Una ecuación genérica

de un experimento con tres factores sería de la siguiente forma, donde ŷ es igual a la

respuesta estudiada,  xi son los factores bajo estudio, y b  son coeficientes que deben

ser estimados o calculados a partir de la respuesta y los factores:

En  la  ecuación  3.1.  la  segunda  fila  mostrada  corresponde  al  término

independiente del modelo (ordenada al origen o promedio), la tercer fila muestra los

términos con dependencia lineal de la respuesta respecto de los factores analizados,

la cuarta fila presenta los términos de dependencia cuadrática y la última fila de la

ecuación tiene los términos de interacción entre factores  (de segundo orden y de
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tercer orden). La respuesta ŷ solo corresponde a un estimado del valor real, ya que es

poco probable que tome el valor exacto debido al error asociado al experimento. La

relación  entre  la  respuesta,  los  coeficientes  b y  las  condiciones  experimentales

(factores) también puede expresarse en una ecuación matricial, como se muestra en

la ecuación 3.2.

En la Ec. 3.2.  D es una matriz de experimentos con los factores a evaluar en las

columnas,  y  los experimentos individuales en filas,  y  b es un vector que contiene

todos los coeficientes de regresión  b.32 Las ecuaciones 3.1 y 3.2 son análogas, y la

estimación  de  los  coeficientes  individuales  b de  cada  término  se  puede  lograr

mediante alguna metodología de regresión lineal múltiple si se conoce la matriz D y la

respuesta ŷ. Una vez que los coeficientes  b son determinados, es posible predecir  y

(nótese que es diferente de ŷ, ya que no se refiere a la respuesta experimental sino al

predicho por  el  modelo) y calcular  el  error  asociado a  la  estimación,  la  suma de

cuadrados y otros parámetros estadísticos relacionados, como el error total, el error

de regresión, el error de los residuales, la falta de ajuste, la curvatura, etc., de acuerdo

a un modelo de la forma:

donde e corresponde al valor de los residuales o error, ya que e= y- ŷ. Normalmente,

el cálculo de los parámetros estadísticos y la significancia estadística de los efectos

estudiados  se  hace  computacionalmente  con algún tipo de  programa informático,

como Minitab, a través de análisis de la varianza (ANOVA). El análisis de la varianza

es  un  conjunto  de  modelos  y  procedimientos  estadísticos  que  permite  evaluar  el

efecto de un cierto tratamiento sobre la variabilidad de una determinada respuesta.32

Información adicional sobre ANOVA en diseño de experimentos puede encontrarse

en el anexo A de esta tesis.

Determinar  la  significancia  de  los  diferentes  coeficientes  estimados  para  un

diseño experimental  específico no puede lograrse fácilmente mediante una simple
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inspección  de  los  valores  obtenidos  ya  que  la  escala  física  para  cada  una  de  las

variables estudiadas puede ser diferente. Para que la comparación sea válida, es usual

poner todas las variables en una escala comparable, lo que normalmente se denomina

codificar los datos experimentales.30,32 Para cada factor, se asigna al máximo nivel un

valor  codificado igual  a  +1,  y  al  mínimo nivel  un valor  codificado -1.  Los valores

codificados simplifican mucho las matrices de diseño D, y los coeficientes estimados

toman valores aproximadamente en la misma escala.

Existen múltiples DOE disponibles, y la aplicación de uno u otro depende de la

finalidad del experimento y de las condiciones experimentales del proceso que se esté

evaluando. Para obtener el método de síntesis de AgNPg optimizado que se presenta

en este capítulo se utilizaron dos tipos de diseño:

• diseño factorial fraccional (FrFD) de dos niveles, como screening inicial para

determinar  factores  significativos  y  no  significativos  entre  todos  aquellos

factores involucrados en la síntesis de las NP;33,34

• diseño Box-Behnken (BBD), una metodología de superficies de respuesta, que

permite obtener modelos matemáticos cuadráticos empíricos de las respuestas

analizadas.35,36

A continuación se describirán fundamentos básicos de estos tipos de diseño.

FrFD

Los diseños factoriales fraccionales30,32–34 se constituyen a partir de una reducción

sistemática de diseños factoriales completos (FFD) en una determinada fracción que,

en diseños de dos niveles, suelen ser iguales a 1/2, 1/4, 1/8, y así sucesivamente. En

FFD de dos niveles, el número de experimentos a realizar es igual a 2k, con k igual al

número de factores analizados, ya que se analizan todas las combinaciones posibles

entre los dos niveles. Cuando se evalúan sistemas con un gran número de factores, el

número de experimentos a realizar puede ser abrumador y prácticamente imposible

de llevar a cabo. Por lo tanto, el menor número de experimentos de un FrFD resulta

muy  atractivo  por  el  ahorro  en  tiempo y  recursos.  Por  otro  lado,  la  información

provista por los experimentos adicionales en un FFD usualmente no es de utilidad o
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de interés, ya que sólo se refiere a interacciones de orden superior (tercer orden o

mayores) que usualmente no son significativas.34 Por lo anteriormente expuesto, los

diseños  factoriales  fraccionales  de  dos  niveles  son  los  diseños  más  comúnmente

utilizados en la práctica, sobre todo en estudios iniciales para determinar factores

significativos.34

En FrFD, la selección de la fracción de experimentos no puede realizarse al azar,

ya que esto podría llevar a perder información sobre la variación de alguno de los

factores estudiados y de su influencia sobre la respuesta analizada. La construcción

de  las  matrices  experimentales  en  FrFD  requiere  definir  los  niveles  de  los

experimentos individuales de alguno de los factores a partir de los niveles de otros

factores.32 Este proceso se denomina confundir los factores, y se puede comprender

más fácilmente a partir  de un ejemplo.  Si  consideramos un experimento con tres

factores (A, B y C) y dos niveles (+1 y -1), se puede construir la Tabla 3.2. con todos

los factores principales e interacciones en las diferentes columnas de dicha tabla. Un

FFD para  tres  factores  requiere  un total  de  8  experimentos.  Las  interacciones  se

obtienen multiplicando los niveles de los efectos principales.

Tabla 3.2. Matriz de diseño de un conjunto de 8 experimentos de 3 factores.

Efectos principales
Interacciones de segundo

orden

Interacción
de tercer

orden

Corrida A B C AB AC BC ABC

1 -1 -1 -1 +1 +1 +1 -1

2 +1 -1 -1 -1 -1 +1 +1

3 -1 +1 -1 -1 +1 -1 +1

4 +1 +1 -1 +1 -1 -1 -1

5 -1 -1 +1 +1 -1 -1 +1

6 +1 -1 +1 -1 +1 -1 -1

7 -1 +1 +1 -1 -1 +1 -1

8 +1 +1 +1 +1 +1 +1 +1

Si se asume que las interacciones de tercer orden o mayores son despreciables,
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uno puede utilizar la columna de interacción ABC para generar los parámetros de un

nuevo factor D, es decir, es posible estudiar cuatro factores en sólo 8 experimentos al

confundir deliberadamente el factor principal D con la interacción de tercer orden

ABC. De esta manera, un FFD que hubiese requerido 24 experimentos (ya que si se

incorpora D ahora se analizan cuatro factores) se redujo a una fracción ½ de tan solo

2(4-1) experimentos. De forma general, en un FrFD, el número de experimentos resulta

igual a 2(k-p), donde p corresponde al número de “generadores de diseño”.32 En el caso

particular ejemplificado,  la  relación D=ABC es lo  que se denomina generador del

diseño y determina como se selecciona la fracción de experimentos de un conjunto de

corridas  de  un  FFD.  A  partir  del  generador,  se  puede  obtener  la  relación  de

definición, que es el conjunto total de términos que se mantienen constantes para

definir la fracción en un FrFD. Esta relación de definición se utiliza para construir la

estructura de alias que describe la confusión en los diseños fraccionales.32 Para el caso

ejemplificado, la relación de definición está dada por D.D=D2=ABCD=I, donde I es el

elemento  identidad.  A  partir  de  la  relación  de  definición  se  pueden  obtener  la

estructura  de  alias  de  todos  los  términos  de  la  matriz  de  diseño.  Para  el  caso

ejemplificado,  I=ABCD,  y  determinar  el  alias  del  factor  principal  A  requiere

multiplicar la relación de definición por A, de la siguiente manera: AxI=A=AxABCD=

A2BCD=BCD, ya que A2=1. Del mismo modo, se podría obtener el alias de los factores

principales B y C; de los términos de interacción AB, AC, AD, BC, BD, CD; y de los

terminos de interacción de tercer orden ABC, ABD, ACD y BCD. Al obtener los alias

de todos los términos del diseño involucrados, se obtiene el patrón de alias (o patrón

de confusión) del diseño.32 Usualmente los programas informáticos generan patrones

de confusión definidos para varios tipos de diseños de dos niveles. Los patrones de

alias definen la resolución de un FrFD. Esta resolución describe en que medida los

efectos en un diseño fracccional estan confundidos con otros efectos.  Cuando dos

efectos  están confundidos,  no es posible  estimarl  de  forma independiente  uno de

otro. Desde el punto de vista práctico se desea usar un FrFD con la mayor resolución

posible para el fraccionamiento requerido. Las resoluciones más empleadas son III,

IV y V:32
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• Resolución III, los efectos principales están confundidos con interacciones de

segundo orden.

• Resolución IV, algunas interacciones de segundo orden están confundidas con

otras  interacciones  de  segundo  orden  y  los  efectos  principales  están

confundidos con interacciones de tercer orden.

• Resolución  V,  las  interacciones  de  segundo  orden  están  confundidas  con

interacciones de tercer orden y los efectos principales están confundidos con

las interacciones de cuarto orden.

El  caso  que  ha  sido  ejemplificado  a  lo  largo  de  esta  sección  presenta  una

resolución IV, ya que D=ABC.

A partir de todo lo descrito anteriormente se puede construir la matriz  D de la

ecuación  3.2.  para  un  FrFD  y,  conociendo  las  respuestas,  se  pueden  estimar  los

coeficientes  b del  modelo  y  analizar  la  significancia  de  los  factores  estudiados

mediante ANOVA.

Como en FrFD de dos niveles solo se aplican dos condiciones experimentales para

cada factor  analizado,  este  tipo  de  diseño no permiten la  estimación de términos

cuadráticos de los factores principales, a menos que se incorporen deliberadamente

puntos  centrales.  La  estimación  de estos  términos  y  la  generación  de  un modelo

matemático predictivo puede lograrse con métodos de superficie de respuesta, como

el BBD.

BBD

Luego  de  determinar  los  factores  significativos,  es  usual  aplicar  diseños

experimentales más complejos para lograr la optimización de un proceso, como el

diseño  de  Box-Behnken.30,35,36 Los  BBD  están  basados  en  diseños  fraccionales

incompletos de tres niveles, y fueron desarrollados específicamente para permitir una

estimación eficiente de polinomios de segundo grado de la forma
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donde b son los coeficientes del modelo, ŷ es la respuesta estudiada, x los diferentes

factores individuales y k el número de factores analizados.

De forma análoga a otros diseños, en BBD es usual codificar los tres niveles para

cada factor como -1, 0 y +1 para el valor mínimo, medio y máximo, respectivamente.

Los BBD están diseñados para ser rotables, o casi rotables en algunos casos, a fin de

asegurar  la  generación  de  información  simétrica  en  el  espacio  k-dimensional

definido. Un diseño rotable es aquel donde la varianza de la respuesta  ŷ es constante

para todos los puntos equidistantes desde el centro del diseño.35

La generación de la matriz de experimentos requiere la combinación de diseños

factoriales de dos niveles con diseños en bloque incompletos en una forma particular.

Para comprender esto, es útil el siguiente ejemplo. La tabla 3.3. muestra un diseño en

bloque balanceado incompleto para analizar k=3 factores, en B= 3 bloques de tamaño

s=1.

Tabla 3.3. Diseño en bloque incompleto para 3 factores en 3 bloques.

Bloque x1 x2 x3

1 * *

2 * *

8 * *

En diseños en bloque, únicamente los factores x1 y x2 se evaluarían en el bloque 1,

x1 y x3 en el bloque 2, y x2 y x3 en el bloque 3. En BBD, se logra un diseño de 3 niveles

al combinar este tipo de diseño con un diseño factorial 22. Los asteriscos del diseño

mostrado en la tabla 3.3. son reemplazados por los niveles de un diseño factorial

completo de dos niveles, agregando ceros en las casillas sin asteriscos. El diseño se

completa por la adición de un cierto número de puntos centrales (0, 0, 0) para la

estimación de la curvatura y términos cuadráticos de los factores evaluados. El diseño

resultante se muestra en la tabla 3.4.
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Tabla 3.4. Diseño factorial incompleto 33 (BBD).

Bloques x1 x2 x3

1

+1 +1 0

+1 -1 0

-1 +1 0

-1 -1 0

2

+1 0 +1

+1 0 -1

-1 0 +1

-1 0 -1

3

0 +1 +1

0 +1 -1

0 -1 +1

0 -1 -1

Punto central 0 0 0

El diseño obtenido es un diseño rotable de segundo orden que permite estudiar 3

variables y estimar hasta 10 coeficientes en al menos 13 corridas, lo que hace a BBD

uno de los diseño de superficie de respuesta más eficientes, a comparación de otros

como el diseño central compuesto. En el espacio tridimensional, un BBD de 3 factores

tiene  la  representación  gráfica  que  se  muestra  en  la  figura  3.1.  Como  se  puede

observar en la Fig. 3.1. la disposición espacial de los experimentos en un BBD de 3

factores se puede representar como un cubo con puntos medios en cada eje (círculos

negros) y un punto central (estrella roja). 
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El número de experimentos requeridos (N) en un BBD resulta igual a 2k(k-1) + C0,

con  k igual  al  número de factores  evaluados  y  C0 el  número de puntos  centrales

utilizados. Usualmente el número de puntos centrales no es crítico, pero debe elegirse

de forma tal que los perfiles de varianza sean razonablemente uniformes dentro del

espacio del diseño experimental.36

Una  ventaja  particular  de  los  BBD,  es  que  no  contiene  en  su  construcción

combinaciones en las cuales todos los factores están simultáneamente en sus niveles

más altos o más bajos. Así se evita realizar experimentos en condiciones extremas que

puedan arrojar resultados insatisfactorios o poco reproducibles.

Con el  diseño experimental construido,  la estimación de la significancia de los

coeficientes y de su valor numérico se puede realizar del mismo modo que para otros

diseños  mediante  regresión múltiple,  al  resolver  la  ecuación 3.2.  que relaciona la

matriz de diseño con las respuestas obtenidas, y ANOVA.

Optimización: Función deseabilidad

Uno de los problemas más comunes en el desarrollo de productos o de procesos,

es  la  selección  de  un  conjunto  de  condiciones  experimentales  que  lleven,

simultáneamente,  a  producir  una  combinación  deseable  de  propiedades  (o
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respuestas).  Con  el  objetivo  de  ofrecer  una  solución,  en  1980  Derringer  y  Suich

presentaron  su  Función  Deseabilidad  (DF)  para  la  optimización  simultánea  de

múltiples  respuestas.37 La  DF  requiere  la  transformación  de  cada  una  de  las

respuestas ŷ, a un valor de deseabilidad di, que puede tomar valores 0≤di≤1. El valor

de  di es  mayor  mientras  más  deseable  sea  la  correspondiente  respuesta.  Para

múltiples respuestas, las deseabilidades individuales di se combinan usando la media

geométrica (Ec. 3.5.) generando  D, que es igual al valor global de deseabilidad del

sistema evaluado.

Al igual que para las respuestas individuales, la deseabilidad global  D también

toma valores entre 0 y 1, y su valor incrementa a medida que la combinación de las

diferentes  propiedades  se  hace  más  favorable.  Otra  característica  de  D es  que  si

cualquiera de las respuestas individuales di toma el valor 0, entonces D=0, evitando

totalmente alguna condición desfavorable.37

La transformación de una respuesta ŷi a di puede darse de dos formas diferentes:

deseabilidad a una cola y deseabilidad a dos colas.37 En el caso de una cola, el valor de

di se incrementa a medida que la respuesta ŷi aumenta, y se emplea cuando se desea

maximizar ŷi (o minimizarla, considerando que este proceso es igual a maximizar la

respuesta -ŷi). La transformación usualmente empleada es la que se muestra en la Ec.

3.6.

En la Ec. 3.6. el valor de yi* es el mínimo valor aceptable de  ŷi, y es especificado

por el usuario, considerando que valores de ŷi por debajo de yi* van a conducir a una

D inaceptable. Al contrario, yi
* es el máximo valor de ŷi, aunque técnicamente no hay
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valor máximo ya que el objetivo es maximizar la respuesta.  yi
* es un valor de ŷi por

encima del cual todos los ŷi tienen poca influencia en la deseabilidad, ya que siempre

vale  1.  El  valor  del  exponente  r es  definido  arbitrariamente  por  el  usuario

dependiendo de los objetivos de la optimización. De forma general, mayores valores

de  r se especifican si  es muy deseable que el valor de  ŷi incremente rápidamente

sobre  yi*.  La  transformación  de  dos  colas  surge  cuando  las  respuestas  ŷi tienen

simultáneamente  restricciones  de  máximos  y  mínimos.37 Este  caso  usualmente  es

menos común y no será considerado para la discusión de este capítulo ya que no

resulta de utilidad de acuerdo a los objetivos planteados.

Al  ser  ŷi una  función  continua  de  los  xi factores  del  diseño  experimental,  la

función di una función continua de ŷi, y D  una función continua de di, resulta que D

es  una función  continua de los  factores  xi.  Como resultado,  métodos  univariados

pueden ser utilizados para maximizar la función  D sobre el dominio de la variable

independiente.  De  esta  forma,  la  DF  condensa  un  problema  de  optimización

multivariada en un problema univariado.37

En  este  capítulo,  se  presenta  una  estrategia  sintética  para  obtener  lotes

reproducibles de nanopartículas sintetizadas por reducción química utilizando ácido

gálico (AgNPg) basada en una metodología de DOE. En una primera instancia se

utilizó un FrFD18,33,38 para seleccionar los factores significativos que afectan la síntesis

de AgNPg y, posteriormente, se empleó un BBD35,36,38 para modelar la superficie de

respuesta de segundo orden de los factores significativos seleccionados en la primera

etapa.  Finalmente,  se  utilizó  la  función  deseabilidad37–39 para  llevar  a  cabo  la

optimización  de las  múltiples  respuestas.  Además,  se  llevaron a  cabo  los  análisis

estadísticos  intra-ensayo,  de  precisión  intermedia  y  reproducibilidad,  junto  a  la

evaluación  de  la  vida  útil  y  la  estabilidad  de  las  AgNPg  sintetizadas  bajo  las

condiciones experimentales optimizadas.
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3.2. Objetivos específicos

● Mejorar la reproducibilidad de las propiedades fisicoquímicas de AgNPg mediante

la utilización de diseño experimental para optimizar el procedimiento sintético.

● Caracterizar  y  evaluar  las  propiedades  fisicoquímicas  de  las  nanopartículas

obtenidas.

● Evaluar la reproducibilidad de AgNPg respecto de sus propiedades ópticas por

espectroscopia UV-visible, y de su distribución de tamaño obtenida a partir de

imágenes TEM.

3.3. Materiales y métodos

3.3.1. Reactivos

Se utilizaron los siguientes reactivos de grado analítico como se recibieron, sin

ningún  protocolo  de  purificación  previo:  ácido  gálico  monohidrato  (AG,  Merck),

hidróxido de sodio (Merck), nitrato de plata (BioPack). El solvente en las diferentes

reacciones  llevadas  a  cabo  y  soluciones  preparadas  fue  agua  de  calidad  MilliQ

deresistividad 18 MW cm1 a 25° C (Merk-Millipore).

3.3.2. Instrumentación y software

Todos los espectros de absorción fueron determinados en un espectrofotómetro

UV-vis Shimadzu 1800 conectado a un baño termostático a 25,0 °C, en el rango de

longitudes de onda comprendido entre 200 nm y 800 nm, utilizando celdas de cuarzo

de  1,0  cm  de  paso  óptico.  Las  imágenes  de  TEM  se  obtuvieron  utilizando  un

microscopio  electrónico  TEM-Jeol  1120  de  80  kV  de  voltaje  de  aceleración;  las

muestras se prepararon sobre grillas de cobre recubiertas de carbono recubiertas de

carbono de 300 mallas, depositando 10 mL de dispersión de NP sobre las mismas y

dejando  secar  al  aire  a  temperatura  ambiente.  Para  obtener  la  distribución  de

tamaños  se  empleó  el  programa  ImageJ®.  Las  imágenes  TEM  empleadas  se
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convirtieron a color binario (blanco y negro) para mejorar el contraste, llevando a

cabo  el  conteo  y  medición  de  diámetros  de  forma  automática  mediante  la

herramienta  análisis  de partículas, considerando una circularidad entre 0,9 y 1,0

para las partículas esféricas. Se analizaron en total cuatro muestras de NP, contando

>500 partículas  por  muestra  para  obtener  los  correspondientes  histogramas.  Las

determinaciones de potencial zeta e índice de polidispersidad se realizaron mediante

DLS en un analizador de partículas Delsa Nano S (Beckman Coulter) a temperatura

ambiente. Los protocolos de centrifugación se llevaron a cabo en una ultracentrífuga

Eppendorf 5804, con un rotor de 11,5 cm.

El análisis de datos se realizó utilizando el software Design Expert ® 10  (Stat-

ease, Inc.) y Minitab ® 17 (Minitab, Inc.). Todos los gráficos se realizaron usando

OriginPro 8 (OriginLab Corporation).

3.3.3. Diseño experimental para la síntesis de AgNPg

Sobre la base del  procedimiento sintético publicado por Yoosaf et al.14 que emplea

10 mM AG, 74 mM AgNO3, 740 mM NaOH, agitación durante 30 minutos, temperatura

ambiente y a resguardo de la luz, se decidió emplear un diseño factorial fraccional de

dos  niveles  para  poder  identificar  cuales  de  los  siguientes  factores  de  síntesis:

concentraciones de AG, NaOH y AgNO3, tiempo de reacción y velocidad de agitación

son los más críticos y tienen un efecto significativo sobre la respuesta seleccionada ψ,

cuya definición se muestra en la  Ec.  3.7.  En la  ecuación  3.7.,  Amax,  λmax y  FWHM

corresponden a la absorbancia máxima, la longitud de onda de máxima absorbancia y

la anchura a media altura de la banda SPR, respectivamente.  En la figura 3.2.  se

muestra un espectro  UV-visible  modelo  de AgNP,  y  se indica como se toman los

valores para la determinación del valor de las respuestas evaluadas. Estos parámetros

fueron seleccionados para definir ψ ya que están estrechamente relacionados con la

concentración  de  AgNP  (absorbancia  depende  de  la  cantidad  de  partículas  que

interaccionan  con  la  luz),  su  tamaño  (la  posición  de  la  banda  de  plasmón

característica del nanomaterial depende, entre otras cosas, de las dimensiones de la

partícula) y su polidispersidad (la dispersión de tamaños afecta el ancho de la banda
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de plasmón debido a las contribuciones individuales de las diferentes poblaciones de

NP, con distribuciones más anchas en muestras más polidispersas).22

Para el análisis inicial de la síntesis del nanomaterial y la selección de los factores

principales significativos, se empleó un diseño factorial fraccional de dos niveles. El

diseño seleccionado consistió en 2(5-1) experimentos, a través del cual se evaluaron

cinco factores (A: [NaOH], B: [AgNO3], C: [AG], D: tiempo de reacción y E: velocidad

de agitación) aplicando un único generador de diseño, con la relación de definición

I=ABCDE. Así, el FrFD resultante fue una fracción ½ de un diseño factorial completo
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Ec. 3.7.

Fig. 3.2. Espectro UV-visible modelo de AgNPg. En el mismo se indica como se toman los
valores de Amax, lmax y  FWHM. La altura de la banda del  plasmón se toma de manera
perpendicular  a  la  línea  de  base  definida  por  los  mínimos  locales  a  ambos  lados  del
máximo.  FWHM  se  toma  perpendicularmente  a  la  mitad  de  la  altura  definida  por  el
segmento H (en azul). Amax, lmax se toman directamente de los valores de absorbancia y la
posición del máximo.
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de resolución V, que permitió estimar los efectos principales y las interacciones entre

dos  factores,  siempre  que  todas  las  interacciones  entre  tres  o  más  factores  sean

despreciables.18 Cada factor se analizó a dos niveles, - y +, pero se evaluaron también

puntos  centrales  (nivel  0)  para  comprobar  si  existe  dependencia  cuadrática

(curvatura) de la respuesta  ψ con los factores estudiados. Los niveles seleccionados

para cada factor estudiado se asignaron para estar centrados alrededor de los niveles

empleados  en  la  síntesis  original  publicada  por  Yoosaf  et  al.14 que  se  mostraron

previamente en la tabla 3.1. Este diseño involucró 32 experimentos (16 definidos por

el diseño, por duplicado), más 12 puntos centrales (6, por duplicado). La matriz de

experimentos  correspondiente  se  muestra  en  la  tabla  3.5.  Los  experimentos  se

aleatorizaron para evitar errores sistemáticos. 

La evaluación de los resultados del FrFD se llevó a cabo mediante analisis de la

varianza (ANOVA) con un nivel de confianza del 95 %, y para el análisis gráfico se

utilizó el diagrama de Pareto correspondiente. El diagrama de Pareto es un tipo de

gráfico de barras donde los t-valores absolutos de cada efecto estandarizado evaluado

que surgen del ANOVA correspondiente se ordenan de forma descendiente, es decir,

desde el efecto más grande al más pequeño. En este mismo gráfico se remarca una

línea  vertical  de  referencia  que  indica  cuales  efectos  son  estadísticamente

significativos. En el diagrama de Pareto, todos aquellos efectos con valores mayores al

indicado  en  la  línea  de  referencia  resultan  significativos  al  nivel  de  confianza

estudiado.
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Tabla 3.5.Factores y niveles codificados considerados para las corridas del diseño 2V
5-1 con 

dos replicados (I y II). Matriz de experimentos y respuestas obtenidas.

Factor Símbolo Nivel bajo (-) Punto central (0) Nivel alto (+)

[NaOH] (μM) A 500 750 1000

[AgNO3] (μM) B 50 75 100

[AG] (μM) C 5 12,5 20

Tiempo (min) D 10 30 50

Vel. Agitación (u.a.) E 1 (mínima) 5,5 (media) 10 (máxima)

Estándar Corrida A B C D E
ψ (10-8 nm-2)

I II

1 5 - - - - - 60,1 66,2

2 20 + - - - + 64,3 75,1

3 14 - - + - + 151,8 146,9

4 10 + - + - - 153,7 149,6

5 4 - + - - + 113,2 118,5

6 12 + + - - - 109,6 113,9

7 18 - + + - - 246,9 231,8

8 3 + + + - + 259,8 240,9

9 15 - - - + - 196,2 182,7

10 9 + - - + + 190,6 203,1

11 6 - - + + + 276,9 289,6

12 16 + - + + - 255,4 276,6

13 21 - + - + + 175,3 181,3

14 1 + + - + - 169,8 159,6

15 2 - + + + - 336 343,5

16 17 + + + + + 386,1 345,7

17 7 0 0 0 0 0 153 146,7

18 19 0 0 0 0 0 143,5 126,3

19 11 0 0 0 0 0 171,1 162,4

20 8 0 0 0 0 0 136,6 148,1

21 13 0 0 0 0 0 156,6 143,4

22 22 0 0 0 0 0 139,6 120,3

Una vez determinados los factores principales,  la  optimización multivariada se

continuó  mediante  un  modelo  de  superficies  de  respuesta  de  segundo  orden,  el
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diseño Box-Behnken. El BBD de tres factores (B: [AgNO3], C: [AG] y D: tiempo de

reacción)  consistió  en  17  experimentos  en  los  que  se  estudiaron  de  forma

independiente las respuestas  Amax,  λmax y FWHM, de acuerdo a los niveles indicados

en la tabla 3.6. y la matriz de experimentos de la tabla 3.7. 

Tabla 3.6. Factores y niveles codificados empleados para el BBD.

Factor Símbolo Nivel bajo (-) Punto central (0) Nivel alto (+)

[AgNO3] (μM) B 20 110 200

[AG] (μM) C 5 27,5 50

Tiempo (min) D 5 27,5 50

Tabla 3.7. Matriz de experimentos del diseño Box-Behnken y resultados obtenidos.

Estándar Corrida
Factores Respuestas

B C D Amax/u.a. λmax/nm FWHM/nm

1 16 - - 0 0,016 405,5 74,5

2 5 + - 0 0,030 391,5 70,0

3 9 - + 0 0,031 413,0 94,5

4 14 + + 0 0,159 397,0 66,0

5 17 - 0 - 0,021 406,5 79,0

6 15 + 0 - 0,166 393,5 58,5

7 6 - 0 + 0,023 420,5 96,0

8 12 + 0 + 0,149 396,0 60,5

9 8 0 - - 0,042 396,0 68,0

10 7 0 + - 0,086 401,5 75,0

11 1 0 - + 0,042 397,5 68,5

12 13 0 + + 0,090 400,5 71,5

13 2 (C) 0 0 0 0,082 399,5 71,0

14 3 (C) 0 0 0 0,084 402,0 74,0

15 11 (C) 0 0 0 0,085 399,0 72,5

16 10 (C) 0 0 0 0,089 400,5 70,5

17 4 (C) 0 0 0 0,080 400,0 71,5

Para el caso del BBD, el espacio de diseño definido por los niveles – y + se amplió
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respecto del empleado en FrFD para poder realizar predicciones en un mayor rango

de condiciones experimentales, ya que los modelos matemáticos empíricos sólo son

predictivos dentro del espacio definido por el diseño. Sin embargo, los niveles del

BBD contienen a los empleados en FrFD. El análisis del diseño mediante ANOVA

permitió obtener la significancia estadística (a=0,05) y los coeficientes de regresión

de los  factores  principales,  los  factores  de  interacción y  los  términos  de  segundo

orden para cada respuesta. A partir de los coeficientes calculados para cada efecto, se

construyeron  los  modelos  matemáticos  de  cada  respuesta  y  se  graficaron  las

diferentes superficies de respuesta tridimensionales.

3.3.3.1. Optimización de la síntesis de AgNPg

Las condiciones óptimas de la metodología sintética investigada se determinaron

mediante la aplicación de la función deseabilidad, descrita en la introducción de este

capítulo, para cada respuesta evaluada en el BBD. Brevemente, usando el programa

estadístico indicado en la sección 3.3.2. cada respuesta  individual se transformó, de

acuerdo a lo arrojado por el análisis del BBD, en una función deseabilidad particular

que  va  desde  0  (no  deseable)  a  1  (totalmente  deseable)  utilizando  la  Ec.  3.6.,

obteniendo  en  el  proceso  los  perfiles  de  deseabilidad  correspondientes  a  las

respuestas Amax,  λmax y FWHM. Las condiciones de optimización fueron designadas

con la finalidad de obtener AgNPg con una alta concentración (maximizar Amax), de

menor tamaño (minimizar λmax) y relativamente monodispersas (minimizar FWHM),

manteniendo las condiciones de agitación y [NaOH] constantes en su nivel medio.

3.3.4. Optimización del protocolo post-síntesis

Usualmente,  el  lavado  y  la  pre-concentración  de  las  AgNPg  es  llevada a  cabo

mediante  la  técnica  de  centrifugación.  Para  poder  evaluar  si  la  velocidad  de

centrifugación  tiene  algún  efecto  en  la  respuesta  ψ,  se  decidió  optimizar  este

parámetro.  Usando  un  diseño  univariado,  se  llevaron  a  cabo  ocho  experimentos

empleando  las  condiciones  experimentales  óptimas  determinadas  previamente

mediante el BBD y la función deseabilidad para analizar el efecto de la velocidad de

centrifugación  en  el  rango  de  1000  rpm  (129  rcf,  relative  centrifugal  force)  a
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8000 rpm (8228 rfc).  Una vez optimizado este parámetro, se realizó una prueba de

predicción usando seis muestras centrifugadas al nivel óptimo.

3.4. Resultados y discusión

3.4.1. Optimización multivariada para la síntesis de AgNPg

En primer lugar se decidió evaluar mediante un FrFD 2V
5-1 cuáles de los siguientes

factores:  [NaOH],  [AG],  [AgNO3],  tiempo  de  reacción  y  velocidad  de  agitación,

afectaban  significativamente   la  respuesta  ψ. La  significancia  de  los  efectos

principales y las interacciones entre factores de dos niveles se determinaron mediante

ANOVA, y los resultados obtenidos se muestran en la tabla 3.8. El modelo de ANOVA

para el FrFD es igual al mostrado en la ecuación 3.3., considerando únicamente los

siguientes términos: efectos principales (A, B, C, D y E) e interacciones de segundo

orden (AB, AC, AD, AE, BC, BD, BE, CD, CE y DE). Los términos cuadráticos y las

interacciones  de  orden  superior  no  pueden  estimarse  con  el  FrFD  planteado.  Al

analizar tablas de ANOVA, resulta de interés la inspección del estadístico F a partir

del cual se realizan las pruebas de contraste de hipótesis y, particularmente, de la

probabilidad (p-valor) de cada efecto analizado. Para los resultados del ANOVA del

FrFD, el test de hipótesis se plantea para cada término presente en el modelo, con

una  hipótesis  nula  H0:  t-=t+=0  (no  hay  efecto  del  término  analizado  sobre  la

respuesta) e hipótesis alternativa H1: ti≠0 para al menos un i (hay efecto del término

analizado sobre la respuesta), con t- igual al efecto en el nivel – del factor analizado y

t+ el efecto en el nivel +. Para aquellas fuentes de variación en las que se obtengan p-

valores menores al nivel de significancia evaluado (que en este caso es igual a 0,05),

la  hipótesis  nula  se  rechaza  y  se  concluye  que  el  efecto  es  significativo  sobre  la

respuesta  ψ.  De acuerdo a las pruebas de hipótesis y los valores informados en la

tabla 3.8., resultan significativos con una confianza del 95 % los factores principales

[AgNO3],  [AG]  y  tiempo  de  reacción,  y  la  interacción  de  segundo  orden

[NaOH]*velocidad de agitación.
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Tabla 3.8. Análisis de la varianza para el diseño factorial fraccional 2V
5-1.

Fuente de variación Suma de
cuadrados

g.l.* Cuadrado
medio

F p

Modelo 18,850 12 1,570 18,25 <0,0001

A [NaOH] 0,030 1 0,030 0,35 0,5579

B [AgNO3] 1,130 1 1,130 13,09 0,0012

C [AG] 8,940 1 8,940 103,96 <0,0001

D Tiempo de reacción 7,450 1 7,450 86,59 <0,0001

E Velocidad agitación 0,023 1 0,023 0,26 0,6124

AB 0,028 1 0,028 0,33 0,5727

AC 0,001 1 0,001 0,02 0,8982

AD 0,003 1 0,003 0,04 0,8525

AE 0,700 1 0,700 8,08 0,0084

BC 0,000 0

BD 0,330 1 0,330 3,81 0,0613

BE 0,000 0

CD 0,036 1 0,036 0,42 0,5231

CE 0,000 0

DE 0,001 1 0,001 0,01 0,9358

Curvatura 1,920 1 1,920 125,45 <0,0001

Residuales 2,320 27 0,086

Falta de ajuste 2,120 17 0,120 6,18 0,0029

Error puro 0,200 10 0,020

Total 21,800 40

 Estos resultados pueden visualizarse mejor mediante un diagrama de Pareto (Fig.

3.3.),  donde  la  línea  vertical  indica  el  t-valor  crítico  (t-valor:  2,059)  y  las  barras

horizontales  corresponden a las pruebas t-Student para cada efecto analizado. Como

se mencionó  anteriormente,  todos  aquellos  efectos  con valores  mayores  al  crítico

resultan significativos al 95 % de confianza.
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Sin embargo, en el ANOVA se detectó significancia de la falta de ajuste (LOF, lack

of  fit)  en este  modelo  de  primer orden de la  respuesta  ψ,  en consonancia  con la

presencia de curvatura (efectos de segundo orden o cuadráticos).19 La falta de ajuste

es  un  parámetro  estadístico  que  indica,  cuando  es  significativa,  que  los  datos

experimentales no pueden ser explicados mediante el modelo planteado. Si hay falta

de  ajuste  no  es  posible  estimar  correctamente  los  coeficientes  de  regresión  del

modelo.  Los  resultados  obtenidos  sugieren  que  la  respuesta  analizada  tiene

dependencia  cuadrática  con  al  menos  alguno  de  los  factores.  Por  este  motivo,  se

procedió a emplear una metodología de superficies de respuestas de segundo orden

basada  en  un  BBD  (Tabla  3.7.)  para  obtener  funciones  matemáticas  capaces  de

modelar  las  respuestas  espectroscópicas  objetivo  (Amax,  λmax,  FWHM)  como  una

función  de  los  factores  principales  significativos  determinados  mediante  FrFD:

[AgNO3] (B), [AG] (C) y tiempo de reacción (D). Para poder ajustar los niveles de los

factores  interactuantes  ([NaOH]*velocidad  de  agitación)  en  el  BBD,  se  evaluó  la

interacción entre los factores, y se eligió como combinación óptima aquella usada

como punto central (740 mM de [NaOH] y una velocidad de agitación igual a 5,5 en

una escala  del  1  al  10)  ya que,  si  bien ofrece  una respuesta media menor,  puede
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Fig. 3.3. Determinación gráfica de los factores significativos del diseño factorial fraccional
mediante un diagrama de Pareto. La línea vertical indica un t-valor igual a 2,059 que es el
valor crítico para una confianza del 95 % del diseño FrFD generado.
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proveer resultados más precisos, ya que la diferencia entre valor máximo y mínimo

de ψ es menor (≈50, Tabla 3.5.) que la obtenida trabajando en condiciones extremas

(≈300, Tabla 3.5.).19

Cada  respuesta  estudiada  pudo  ajustarse  a  los  datos  experimentales  a  través

regresión múltiple y la metodología de cuadrados mínimos. La validez estadística del

modelo del  BBD, un polinomio de segundo orden como el  de la ecuación 3.4.,  se

confirmó mediante ANOVA, determinando los términos significativos y los p-valores

de  la  LOF  para  cada  respuesta  mediante  los  test  de  hipótesis  correspondientes,

análogos  a  los  mostrados  para  el  ANOVA  de  FrFD.  La  tabla  3.9.  resume  estos

resultados,  y  se muestran junto a  los  valores  de R-cuadrado (R2),  R-cuadrado de

ajuste (R2
adj) y R-cuadrado de predicción (R2

pred). La tabla de ANOVA completa para el

análisis del BBD puede consultarse en el anexo A de la tesis.

Para las respuestas Amax y FWHM los efectos significativos fueron los mismos, e

incluyen términos lineales ([AgNO3], [AG], tiempo de reacción), cuadráticos ([AG]2,

tiempo  de  reacción2)  y  de  interacción  ([AgNO3]x[AG] y  [AgNO3]x  tiempo  de

reacción). La posición del máximo del plasmón (λmax), solo depende de los términos

lineales de [AgNO3] y [AG]. 

Tabla 3.9. Términos significativos y resumen de los parámetros estadísticos de la RSM para la
optimización de la síntesis de AgNPg.

Términos R2 R2
adj R2

pred
p-valor

LOF
Modelo de ajuste

Amax
B, C, D, BC,
BD, C2, D2 0,9928 0,9856 0,8963 0,0714

Amax = 1,76x10-3 + 2,20x10-4 B +
2,77x10-3 C -1,02x10-3 D + 2,2x10-5

BC – 8x10-6 BD – 7,6x10-5 C2 +
3,8x10-5 D2

λmax / nm B, C 0,9123 0,8976 0,8578 0,3936 λmax = 404,9 – 0,067 B + 0,092 C

FWHM /
nm

B, C, D, BC,
BD, C2, D2 0,9655 0,9311 0,8173 0,4632

FWHM = 73,3 – 0,0478 B +
0,0305 C + 0,317 D – 2,5x10-3 BC
+ 1,17x10-3 BD + 6,69X10-3 C2 –

8,95x10-3 D2

Para todas las respuestas analizadas, los p-valores para la falta de ajuste (LOF) no

fueron significativos al nivel  de significancia evaluado (p>0,05) indicando que los
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modelos de ajuste son adecuados. Los coeficientes de regresión pudieron estimarse

mediante la regresión múltiple, y se construyeron los modelos de ajuste de la tabla

3.9.,  que  representan  como  varía  cada  respuesta  respecto  de  los  tres  factores

analizados. El modelo para Amax explica la variabilidad de los datos en un 98,56 %

(R2
adj= 0,9856)  y puede predecir  un 89,63 % de variabilidad de los datos futuros

(R2
pred= 0,8963), demostrando satisfactoriamente la fiabilidad de los resultados. En el

caso del ancho de banda a media altura (FWHM), 93,11 % de la variabilidad de los

datos (R2
adj= 0,9311) y 81,73 % (R2

pred= 0,8173) de la variabilidad de datos futuros

pueden explicarse a través del modelo matemático y, finalmente, para el caso de λmax

el modelo es capaz de explicar el 89,76 % (R2
adj= 0,8976) de la variabilidad entre los

datos y un 85,78 % de datos futuros (R2
pred= 0,8578). En todos los casos los resultados

son consistentes, ya que la diferencia entre los valores de R2
adj y R2

pred es menor a 0,2

como se sugiere en bibliografía para modelos válidos.40,41

 Para las tres respuestas, se analizaron los gráficos de diagnóstico (distribución de

probabilidad  normal,  residuales  vs.  predichos,  transformación  de  Box-Cox)32 y  se

comprobó que los modelos resultantes puedan aplicarse a los sistemas bajo estudio, y

que explican apropiadamente los resultados obtenidos. Las gráficas de diagnóstico se

presentan en el anexo A de la tesis.

Las  superficies  de  respuesta  se  construyeron  utilizando  las  ecuaciones

presentadas  en  la  tabla  3.9.  (Fig.  3.4.,  3.5.  y  3.6.).  Cada  gráfico  tridimensional

muestra  el  comportamiento  de  una  respuesta  en  particular  en  función  de  dos

factores,  y  la  forma  de  las  superficies  resultantes  refleja  las  interacciones  y  las

curvaturas de las variables, cuando corresponde.
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Las  figuras  3.4.A-C representan Amax vs.  [AgNO3]  y  [AG],  contra  [AgNO3]  y  el

tiempo  de  reacción,  y  finalmente  contra  [AG]  y  el  tiempo  de  reacción,

respectivamente.  Se  puede  observar  que  Amax aumenta  con  el  incremento  de  la

concentración  de  Ag+ (Fig.  3.4.A  y  3.4.B),  que  es  lo  que  se  espera  ya  que  esta

respuesta  está  relacionada  con  la  concentración  de  AgNPg  que  depende  de  la

concentración  del  ión  metálico  precursor.  También  es  evidente  la  dependencia

cuadrática de la respuestas sobre [AG] y el tiempo de reacción (Fig. 3.4.C).
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Fig. 3.4.  Superficies de respuesta para Amax como función de las variables del diseño Box-
Behnken:  A) [AgNO3]  y  [AG],  B) [AgNO3]  y  tiempo de  reacción  y  C) [AG]  y  tiempo de
reacción.
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Las Fig. 3.5.A-C muestran la variación de λmax con [AgNO3] y [AG], con [AgNO3] y

el tiempo de reacción, y con [AG] y el tiempo de reacción, respectivamente. Se puede

observar claramente en la figura 3.3.A, que la longitud de onda máxima de la banda

SPR  experimenta  un  corrimiento  batocrómico  cuando  [AG]  aumenta  o  [AgNO3]

disminuye.  Estos  resultados  principalmente  reflejan  que  las  nanopartícules

presentaran dimensiones mayores a bajas concentraciones de AgNO3. El tiempo de

reacción no tiene una influencia significativa sobre la posición de  λmax (Fig. 3.5.B y

3.5.C).

Con  respecto  al  FWHM,  parámetro  relacionado  íntimamente  con  la

polidispersidad de la muestra, las Fig. 3.6.A-C muestran los perfiles de las superficies
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Fig. 3.5.  Superficies de respuesta para λmax como función de las variables del diseño Box-
Behnken:  A)  [AgNO3]  y  [AG],  B) [AgNO3]  y  tiempo de  reacción  y  C) [AG]  y  tiempo de
reacción.
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de respuesta obtenidos para [AgNO3] y [AG], [AgNO3] y  el tiempo de reacción, y con

[AG] y el tiempo de reacción. Se puede observar que el ancho de banda menor se

obtiene con un alta concentración de ión metálico precursor y baja concentración de

agente reductor (Fig. 3.6.A), lo que indica que esta combinación puede llevar a la

obtención  de  muestras  más  monodispersas.  Para  esta  respuesta,  nuevamente  es

evidente la dependencia cuadrática de la misma con los factores [AG] y tiempo de

reacción (Fig. 3.6.C), al igual que para la respuesta Amax.

3.4.1.1. Condiciones óptimas en la síntesis de AgNPg

En  una  optimización  de  múltiples  respuestas,  la  función  deseabilidad  (FD)

propuesta por Derringer y Suich37 es una de las herramientas quimiométricas más

91

Capítulo 3

Fig. 3.6. Superficies de respuesta para FWHM como función de las variables del diseño Box-
Behnken:  A)  [AgNO3]  y  [AG],  B) [AgNO3]  y  tiempo de  reacción  y  C) [AG]  y  tiempo de
reacción.
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populares  utilizadas  para  encontrar  condiciones  experimentales  que  alcancen

simultáneamente, el valor óptimo para todos los factores evaluados.38 En este caso, se

propuso  como  objetivo  obtener  AgNPg  con  el  menor  diámetro  medio  posible,

monodispersas y con una alta concentración. Entonces, se asignó una deseabilidad

con un valor de 1 para la mayor respuesta obtenida en el BBD (Tabla 3.3.) para el caso

de Amax, y la menor respuesta obtenida para el caso de λmax y de FWHM; a la situación

inversa  (menor respuesta  para Amax   y  mayor  respuesta  para  λmax y  FWHM) se  le

asignó  una  deseabilidad  igual  a  0.  Para  lograr  este  objetivo,  cada  respuesta  fue

maximizada o minimizada, según corresponda, con un grado de prioridad +++ (3 de

5). Esta prioridad está relacionada con el exponente r en la Ec. 3.6. Los factores que

no resultaron significativos y no se analizaron en el BBD, se mantuvieron en el nivel

informado por la literatura, [NaOH] igual a 740  μM y una velocidad de agitación

igual a 5,5 (en una escala del 1 al 10). Así, la solución óptima obtenida presentó una

deseabilidad igual a 0,959 (Tabla 3.10.).

Tabla 3.10. Restricciones de los factores y respuestas para la optimización y solución 
obtenida mediante FD.

Restricciones

Nombre Objetivo Límite inferior
Límite

superior
Importancia

(1-5)

[AgNO3] / μM Dentro del rango 20 200 +++

[AG] / μM Dentro del rango 5 50 +++

Tiempo de
reacción / min

Dentro del rango 5 50 +++

Amax Maximizar 0,016 0,167 +++

λmax / nm Minimizar 393,5 406,5 +++

FWHM / nm Minimizar 58,5 96,0 +++

Solución

[AgNO3] / μM [AG] / μM
Tiempo de

reacción / min
Deseabilidad

200 27,250 5 0,959

Finalmente, se predijeron los valores que las diferentes respuestas pueden tomar
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en los niveles óptimos de los factores estudiados, utilizando los modelos de ajuste

presentados en la tabla 3.5. Para verificar estas predicciones, se sintetizaron AgNPg

utilizando  las  condiciones  óptimas  determinadas  e  indicadas  en  la  tabla  3.10.  (6

replicados), y se compararon las respuestas obtenidas con los valores predichos por el

modelo de ajuste. La comparación demostró un excelente grado de acuerdo ente los

datos predecidos y los datos experimentales dentro del intervalo de predicción (IP)

con un 95 % de confianza (Tabla 3.11.). 

Tabla 3.11. Prueba de predicción para la síntesis optimizada.

Respuesta
Media de la
predicción

Desviación
estándar

n
Media experimental

(xx )
IP 95 %

confianza

Amax 0,167 0,006 6 0,16 0,150<xx <0,180

λmax / nm 394 1 6 395 392<xx <396

FWHM / nm 58 1 6 61,5 54,9<xx <62,1

3.4.2. Optimización de la centrifugación post-síntesis

Además  de  encontrar  las  condiciones  de  síntesis  óptimas  que  llevan  a  la

producción de las AgNPg deseadas, el protocolo post-síntesis, como la centrifugación,

es también una etapa relevante del proceso. La limpieza post-síntesis se lleva a cabo

usualmente  para  pre-concentrar  las  NP  obtenidas,  además  de  favorecer  la

eliminación de precursores  o  reactivos que no reaccionaron,  así  también como el

exceso de agentes estabilizantes. En este caso, se seleccionó a la centrifugación como

tratamiento post-síntesis. Como el objetivo final es mejorar la reproducibilidad entre

diferentes  lotes  para  este  tipo  particular  de  AgNP,  se  decidió  evaluar  de  forma

separada como la centrifugación afecta la respuesta  ψ. En este caso, se empleó un

diseño univariado (Tabla 3.12.), que se analizó mediante ANOVA. El modelo de ajuste

(Ec. 3.8.) obtenido por regresión no lineal corresponde a un polinomio de segundo

orden  donde  tanto  el  término  cuadrático  (p-valor=0,0049)  como  el  lineal  (p-

valor<0,0001)  resultaron  significativos  al  95  %  de  confianza.  Para  el  modelo  se

obtuvo un p-valor de la falta de ajuste igual  a 0,9111 indicando la adecuación del
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modelo junto a los coeficientes de regresión (R2
adj>0,964 y R2

pred>0,920) que explican

la variabilidad de un 96,4 % de los datos y un 92 % de la variabilidad de datos futuros,

respectivamente.

Tabla 3.12. Experimentos del diseño univariado para la centrifugación post-síntesis y 
respuestas obtenidas.

Estándar Corrida
Vel.

Centrifugación /
rpm

Respuestas

Amax/u.a. λmax/nm FWHM/nm ψ / 10-8 nm-2

1 2 1000 0,041 406,0 94,5 106,86

2 7 1000 0,020 402,5 169,0 29,40

3 3 2750 0,058 415,5 194,0 71,95

4 1 4500 0,163 417,0 136,0 287,42

5 8 4500 0,021 406,5 79,0 179,41

6 6 6250 0,221 410,0 92,0 585,90

7 4 8000 0,301 406,5 68,0 1088,90

8 5 8000 0,257 406,0 70,5 897,80

En la ecuación 3.8., la velocidad de centrifugación  x se expresa en revoluciones

por  minuto  (rpm).  De  acuerdo  a  este  modelo,  aumentar  la  velocidad  de

centrifugación maximizará la respuesta  ψ, por lo que el límite está definido por el

espacio de diseño. En este caso, este límite corresponde a 8000 rpm (o 8228 rcf).

Nuevamente, se evaluó la capacidad de predicción comparando el valor predicho por

el modelo con el valor experimental obtenido de la preparación de 6 replicados en las

condiciones óptimas. La respuesta obtenida tomó un valor igual a 100 x10 -7 nm-2, que

no presenta diferencias significativas al 95 % de confianza con el valor de predicción

igual a 103 x10-7 nm-2, indicando la validez del modelo cuadrático.

3.4.3. Performance del método de síntesis optimizado

Para  evaluar  el  desempeño  del  método  de  síntesis  propuesto,  se  realizaron

estudios de precisión intraensayo (repetibilidad) analizando 10 replicados preparados
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por el mismo operador bajo idénticas condiciones en el mismo día. El coeficiente de

variación obtenido después  de  evaluar  la  respuesta  ψ fue  del  2  %.  La  figura 3.7.

muestra  una  comparación  entre  los  espectros  de  absorción  medidos  para  AgNPg

sintetizadas utilizando el método optimizado aquí propuesto (AgNPgopt) y aquellas

sintetizadas en condiciones no óptimas (síntesis original de literatura), donde el CV %

es del 23,2 %. 

Además,  se  determinó  la  precisión  intermedia  mediante  el  análisis  de  10

replicados  de  AgNPgopt sintetizados  por  el  mismo  operador  bajo  idénticas

condiciones, pero en tres días diferentes. Los resultados del ANOVA indicaron que no

existen  diferencias  significativas  entre  las  respuestas  obtenidas  en  diferentes  días

(p-valor=0,438).  Un  ensayo  de  reproducibilidad  también  se  llevó  a  cabo  usando

muestras  (n=4)  sintetizadas  usando diferentes  soluciones  de  reactivos  de  partida,

material  de vidrio y dos diferentes operadores en diferentes días.  Nuevamente,  el

ANOVA demostró que no existen diferencias significativas al 95 % de confianza entre
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Fig. 3.7.  Espectros de absorción para (a-c) tres diferentes lotes de AgNPgopt y  (d-f) tres
diferentes lotes de AgNPg. Solvente: agua. Temperatura: 25,0 °C.
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las diferentes respuestas espectroscópicas obtenidas (p-valor=0,598).

También,  se  determinó  el  tamaño  promedio  para  cuatro  diferentes  lotes  de

AgNPgopt usando los histogramas (Fig. 3.8.) obtenidos a partir de múltiples imágenes

de TEM (Fig 3.9.). 
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Fig. 3.8. Histogramas de cuatro lotes diferentes de AgNPgopt mostrando la distribución de
tamaños  de  acuerdo  a  imágenes  de  TEM.  Los  diámetros  promedio  expresados  en  nm
fueron: a- 16,3 (SD=5,6); b- 17,0 (SD=4,9); c- 17,7 (SD=6,6); d- 16,2 (SD=6,1).

Fig. 3.9. Micrografía TEM representativa de las partículas esféricas de AgNPgopt. 
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Para poder corroborar que los diámetros medios son iguales con una significancia

(a) de 0,05; se llevó a cabo una comparación múltiple mediante el método de Games-

Howell.42 La comparación múltiple de medias permite examinar cuales medias de un

conjunto analizado son diferentes, y estimar en que medida lo son. El test de Games-

Howell permite obtener conclusiones estadísticas al comparar, de a pares, las medias

de dos o más poblaciones para las cuales no se asume igual varianza. La metodología

se basa en la ecuación de grados de libertad de Welch43 y provee un intervalo para la

diferencia  entre  cada  par  de  medias.  La  comparación  múltiple  de  Games-Howell

plantea como hipótesis nula que todas las diferencias de a pares son cero (medias

iguales). De este modo, si todos los intervalos de comparación en el análisis gráfico

contienen el  cero,  la  hipótesis  nula  se acepta y  se concluye que todas  las  medias

comparadas son iguales al nivel de significancia evaluado. La figura 3.10. muestra los

resultados del test de Games-Howell de la comparación de los tamaños medios de las

AgNPgopt. Los resultados muestran que todos los intervalos contienen el valor cero,

por lo que se puede afirmar que los tamaños medios obtenidos son iguales.44 

Por otro lado, el índice de polidispersidad (IPD) se determinó mediante medidas

de dispersión dinámica de luz de los cuatro lotes de AgNPgopt. Los valores obtenidos

fueron iguales para los cuatro lotes con una confianza del 95 %, obteniéndose un IPD

promedio igual a 0,243, que indica que las nanopartículas son monodispersas, ya que
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Fig. 3.10.  Comparación múltiple de medias mediante el método de Games-Howell para
cuatro lotes de AgNPgopt (a, b, c, d). La línea vertical representa una diferencia igual a 0. 
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usualmente un IPD de 0,2 representa una muestra monodispersa.45

Usando  tres  lotes  independientes,  se  llevó  a  cabo  un  ensayo  para  estimar  el

tiempo  de  vida  útil  de  las  AgNPgopt antes  de  que  la  respuesta  espectroscópica

disminuya  un  20  %.  Este  valor  fue  asignado  arbitrariamente  y  se  consideró  que

variaciones  de  ψ  por  encima  del  mencionado  límite  corresponden  a  AgNPgopt

“envejecidas”,  que  no  necesariamente  tienen  las  mismas  propiedades  que  las

prístinas.  La respuesta  ψ se monitoreó para cada lote de síntesis por 25 días, y se

ajustaron los datos mediante regresión no lineal (Fig. 3.11).

A partir de los comportamientos promedio de los tres lotes analizados y el valor

del límite inferior tolerado de ψ igual a 920 x10-8 nm-2, se obtuvo un tiempo de vida

útil estimado de alrededor de 38 días.

Además, se determinaron los potenciales zeta para estos lotes después de 120 días

de realizarse la síntesis, obteniéndose un valor promedio igual a -25 mV, lo que indica

que incluso después de largos períodos de tiempo estas nanopartículas tienen baja

tendencia a flocular.46
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Fig.  3.11. Variación  de  la  respuesta  espectroscópica  ψ  en  el  tiempo  de  tres  lotes
independientes de AgNPgopt (●, ●, ●). Ajustes no lineales en línea sólida coloreada. Banda
de confianza inferior en línea punteada coloreada.  (US) Límite superior e (LS) inferior de
tolerancia. La línea vertical a puntos indica el tiempo de vida útil predicho.
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3.5. Conclusiones

Mediante  un  enfoque  basado  en  un  diseño  de  experimentos  sistemático  y

utilizando  una  metodología  de  superficies  de  respuesta  se  encontraron  las

condiciones  óptimas  para  obtener  AgNPg  estables  con  propiedades  repetibles  y

reproducibles  entre  diferentes  lotes  (características  espectroscópicas,  tamaños,

índices  de  polidispersidad,  potencial  zeta).  Esta  mejor  reproducibilidad  entre

diferentes  lotes  de  nanopartículas  puede  impactar  disminuyendo  los  tiempos  de

caracterización de las mismas (por ejemplo, evitando la toma de múltiples imágenes

de TEM) y, en consecuencia, permitiendo su aplicación inmediatamente después de

la síntesis.
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4
Síntesis de nanovarillas
de plata en ausencia de
surfactantes y semillas.

Estimación de la
concentración

4.1. Introducción

Entre otras nanoestructuras, desde las últimas décadas existe un creciente interés en la

síntesis de partículas metálicas anisotrópicas como las nanovarillas de oro y plata para

aplicaciones basadas en sus propiedades ópticas, principalmente debido a que exhiben dos

bandas de resonancia de plasmón superficial, LSPR y TSPR.1,2 La posición de las bandas de

la LSPR y la TSPR puede ajustarse con mucha precisión mediante el control de la relación

de aspecto de las nanovarillas.3,4 Por otro lado, las partículas metálicas con forma de varilla

han mostrado  tener  una mayor  actividad  en  técnicas  basadas  en  la  dispersión  Raman

incrementada por el metal (SERS), a comparación con nanopartículas esféricas,5 lo que las

hace excelentes candidatas en aplicaciones como sensores.6–9

Actualmente, se conocen varios enfoques para la fabricación de nanovarillas de plata

(AgNR), que involucran tanto métodos químicos10–15 como procesos físicos.16 Sin embargo,

todas estas metodologías usualmente requieren utilizar  templates o plantillas que actúen

como directores con el objetivo de controlar el crecimiento del cristal y, consecuentemente,

la forma de la nanopartícula obtenida.10,12,13,15 Por mucho, la ruta sintética más utilizada

para obtener AgNR es la metodología de crecimiento mediado por semillas. 10,13,17,18 Este

procedimiento involucra semillas de nanopartículas que se adicionan a una solución de
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crecimiento que contiene, usualmente, bromuro de cetiltrimetilamonio (CTAB) – un

surfactante catiónico – entre otros reactivos.  El  CTAB (esquema 4.1.)  es  capaz de

formar  micelas  de  forma  cilíndrica  en  soluciones  acuosas  actuando,

consecuentemente, como una plantilla suave para la formación de las partículas.10,18–20

Si  bien  todas  estas  metodologías  sintéticas  permiten  controlar  efectivamente  la

forma, las dimensiones y el rendimiento de la obtención de partículas, la remoción de

los  agentes  directores  (plantillas)  de  la  superficie  de  los  NR  sintetizados  puede

requerir  complicados  tratamientos  post-síntesis.  El  desarrollo  de  aplicaciones

basadas en la adsorción de analitos sobre la superficie de la nanopartícula, necesitará

la limpieza previa de la superficie de AgNR para deshacerse del surfactante que actúa

como ligando.

Las  aplicaciones de los nanomateriales son relevantes en diversos campos,  sin

embargo,  es  aún  muy  difícil  evaluar  con  exactitud  la  concentración  de  estos

materiales,  principalmente  debido  a  que  las  concentraciones  obtenidas  luego  del

proceso  sintético  son  usualmente  muy  bajas  para  los  métodos  tradicionales  de

cuantificación21 – del orden de 10-9 M~10-12 M – y porque las muestras siempre se

obtienen con un cierto grado de polidispersidad, incluso en metodologías sintéticas

altamente  controladas.22 La  estimación  exacta  de  la  concentración  de  los

nanomateriales es importante para obtener información confiable que describa los

comportamientos observados en los sistemas nanoparticulados y,  de esta manera,

poder  evitar  resultados  engañosos  que  deriven  en  conclusiones  erróneas.

Actualmente,  hay  pocas  publicaciones  que  discutan  este  gran  desafío  en  las

nanociencias y ninguna, hasta donde se conoce, que tenga en cuenta la contribución a
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la concentración total de las partículas no esféricas, más alla de la polidispersidad.22,23

En este capítulo se describirá una metodología sintética para la preparación de

AgNR sin la utilización de semillas de Ag ni surfactantes. Este método consiste en un

proceso  one-pot de dos pasos secuenciales,  donde inicialmente se generan  in situ

centros de nucleación de Ag sobre los cuales posteriormente crecen partículas en

forma de varillas  durante  el  segundo paso de  la  reacción,  debido a  la  adición de

cantidades estrictamente controladas de hidróxido de sodio. Además, se presentará

un  algoritmo  para  estimar  la  concentración  de  partículas  totales  en  sistemas

multiforma, teniendo en cuenta la proporción en la que se encuentran las diferentes

morfologías presentes y la polidispersidad de las mismas.

4.2. Objetivos específicos

● Sintetizar nanovarillas de plata mediante una metodología que no involucre la

utilización de surfactantes como agentes directores o semillas de plata.

● Caracterizar  y  evaluar  las  propiedades  espectroscópicas  y  morfológicas  de  las

nanopartículas obtenidas.

● Derivar  un  algoritmo  que  permita  estimar  la  concentración  de  nanopartículas

anisotrópicas  y  polidispersas,  aún  en  sistemas  que  presenten  múltiples

morfologías.

4.3. Materiales y métodos

4.3.1. Reactivos

Se  utilizaron  los  siguientes  reactivos  (grado  analítico)  como se  recibieron,  sin

ningún protocolo de purificación previo: borohidruro de sodio (Tetraedron), citrato

de trisodio (Anedra), acetato de sodio (Anedra), hidróxido de sodio (Merck), nitrato

de plata (BioPack), carbazol 98 % (Sigma) y 3, 3', 5, 5'-tetrametilmenzidina >99 %

(TMB, Aldrich). Todos los experimentos se realizaron utilizando como solvente agua
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de calidad MilliQ (resistividad 18 MW cm) a 25,0 °C. La solución de NaOH preparada

fue titulada antes de su utilización para conocer con exactitud la concentración de la

misma.

4.3.2. Instrumentación y software

Los espectros de absorción, las imágenes TEM y el protocolo de centrifugado se

llevaron a cabo en los mismos equipos indicados en el capítulo 3, y bajo las mismas

condiciones.  Las  medidas  de  fluorescencia  se  realizaron  usando  un

espectrofluorímetro Cary Eclipse (Agilent) con un peltier de control de temperatura

programado a 25,0 ° C. 

El análisis de datos y análisis gráfico se realizaron usando OriginPro 8 (OriginLab

Corporation).

4.3.3. Síntesis de nanovarillas de plata

El  proceso  sintético  para  la  preparación  de  AgNR  fue  el  que  se  describe  a

continuación. Se mezclaron en un balón de doble cuello 1,0 mM de borohidruro de

sodio y 1,0 mM de citrato de sodio a partir de soluciones madre de concentraciones

adecuadas. Las cantidades adicionadas fueron calculadas para un volumen final de

reacción igual a 50,0 mL. La mezcla resultante se calentó hasta 60,0 °C y se mantuvo

a esa temperatura durante 30 minutos con agitación magnética a una velocidad de

800 rpm. Luego del tiempo establecido se agregó gota a gota, con agitación continua,

una solución de nitrato de plata hasta alcanzar una concentración de Ag+ en el medio

de reacción igual a 1,0 mM. La temperatura se elevó hasta 90,0 °C y se adicionó

NaOH 0,1 M a la mezcla hasta obtenerse una concentración de iones oxhidrilos igual

a  1,8  mM,  continuando  la  agitación  y  el  calentamiento  durante  20  minutos

adicionales desde el agregado de NaOH.  La suspensión coloidal obtenida se dejó

enfriar protegida de la luz hasta alcanzar temperatura ambiente.

Las  nanopartículas  obtenidas  fueron  centrifugadas  tres  veces  consecutivas  a

diferentes  valores  de  rfc  con  el  objetivo  de  remover  reactivos  sin  reaccionar,

preconcentrar  las  partículas  sintetizadas  y separar  parcialmente  las  esferas  de  las

nanovarillas. La dispersión coloidal de AgNR se dividió en 6 muestras de 5,0 mL que
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fueron llevadas a la ultra-centrifuga. El protocolo de centrifugación consistió en tres

etapas sucesiva de rfc creciente, con redispersión del precipitado obtenido luego de

cada etapa en un volumen de agua milli-Q igual a 5,0 mL: 1° etapa, 1159 rfc durante

30 minutos;  2° etapa,  2608 rfc durante 20 minutos;  y 3° etapa,  15585 rfc por 15

minutos.  Luego  de  la  tercera  etapa  de  centrifugado,  se  recolectaron  todas  las

fracciones  precipitadas  en  un  tubo  FalconTM de  polipropileno,  redispersando  la

muestra en 5,0 mL de agua deionizada. Todas las muestras de AgNR preparadas y

centrifugadas se almacenaron a 4,0 °C para su posterior uso.

4.3.4. Cuantificación de Ag+ sin reaccionar

Para determinar el rendimiento de la reacción de síntesis de AgNR, se llevó a cabo

la  cuantificación  de  Ag+ remanente  al  final  del  proceso  sintético,  de  acuerdo  al

protocolo descrito por Gonzalez-Fuenzalida et al.24 A tal fin, se prepararon 5 muestras

conteniendo  cantidades  fijas  de  la  suspensión  de  AgNR  (500,0  mL),  que  fueron

enriquecidas con soluciones estándar de Ag+ en el rango de concentración 0-100 mM.

Las  muestras  fueron  preparadas  por  duplicado.  Las  alícuotas  de  la  suspensión

coloidal de plata se tomaron imediatamente luego de finalizar el proceso síntetico, y

previamente  al  protocolo  de  centrifugado.  Luego,  se  adicionó  a  cada  solución

0,66 mM del indicador colorimétrico TMB preparado en solución de buffer acetato de

pH 4,0. Las muestras se dejaron reaccionar durante 15 minutos protegidas de la luz.

Finalmente, se registraron los espectros UV-visible de cada muestra entre los 300,0

nm y 800,0 nm.

A partir de los espectros UV-visible, se realizó la curva de calibración mediante el

método  de adición de estándar,  utilizando  como señal  analítica  el  incremento de

absorbancia entre 543,0 nm y 656,0 nm (DA656-543).

4.3.5. Caracterización de las nanopartículas

Las  AgNR sintetizadas  se  caracterizaron  mediante  espectroscopia  UV-visible  y

TEM.

Se registraron los espectros de absorbancia UV-visible en el rango de longitudes
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de onda (l) entre 200,0 nm y 800,0 nm a fin de identificar las bandas TSPR y LSPR,

así como también el  perfil  general  de las bandas de absorción de las  nanovarillas

obtenidas.

Por  otro  lado,  se  determinó  la  distribución  de  tamaño  y  morfología  de  las

nanopartículas  a  partir  de  imágenes  de  microscopía.  Las  muestras  a  analizar  se

prepararon depositando 20 mL de dispersión coloidal de AgNR sobre grillas de cobre

recubiertas de carbono de 300 mesh, que se dejaron secar al aire. El análisis de las

imágenes  TEM  se  realizó  utilizando  el  software  ImageJ®,  haciendo  el  conteo  de

alrededor  de  1000-1500  partículas  por  muestra  para  obtener  resultados  lo  más

representativos posibles. Para una mejor definición de los bordes partícula-fondo, el

sistema de color de las imágenes se transformó a binario (blanco y negro) logrando

un  mayor  contraste.  Las  partículas  esféricas  se  contaron  mediante  el  sistema

automatizado  de  análisis  de  partículas  que  incorpora  ImageJ®,  configurando  la

circularidad  entre  0,95-1,00.  Ante  la  dificultad  del  sistema  automático  para

identificar las partículas en forma de varilla, el conteo y la medición de las mismas se

llevó a cabo de forma manual, midiendo segmentos individuales del largo y ancho de

cada nanovarilla observada.

4.3.6. Modelo para el cálculo de la concentración de AgNR

Basado en el trabajo de Lazurko et al., 22 se derivó un algoritmo para la estimación

de  la  concentración  de  nanopartículas  en  sistemas  polidispersos  multi-forma,  es

decir, sistemas donde coexisten más de una morfología.

En un sistema coloidal de nanopartículas esféricas, la concentración total de NP

([NP]) satisface la ecuación 4.1., donde F(s) denota el número total de átomos para

una partícula  de  diámetro  s,  g(s) es  una  función que describe  la  distribución de

tamaños del sistema de nanopartículas y  [S] es la concentración total de precursor

metálico utilizada durante la síntesis de las NP.25

Si  se  considera  ahora  un  sistema  de  partículas  no  interactuantes  en  el  cual
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coexisten morfologías esféricas con NP de forma cilíndrica (cilindro recto, varillas,

NR), entonces en la ecuación 4.1. debe adicionarse un nuevo término que contenga la

contribución de los NR a la concentración total de partículas, como se muestra en la

ecuación 4.2.

La ecuación 4.2. incorpora una función que describe el número total de átomos de

precursor  metálico  en una varilla  de  diámetro  a y  largo  b (M),  una  función  que

representa  la  distribución  de  tamaños  de  las  varillas  en  sus  dos  dimensiones

definitorias, tanto en diámetro como en largo (L) y la concentración en partículas de

nanovarillas [NR]. Las integrales anteriores pueden aproximarse mediante sumas de

Riemman para poder ser evaluadas numéricamente (ecuación 4.3.). 

Luego,  aplicando la regla del  trapezoide en una dimensión para el  término de

contribución  esférica  y  extendiéndola  a  una  superficie  para  el  término

correspondiente  a  las  varillas,  la  ecuación 4.3.  se  transforma en 4.4,  permitiendo

considerar la totalidad de los datos recolectados.

La ecuación anterior incorpora el término P(aj,  bk), que depende de los términos

originales M(aj, bk) y L(aj, bk), de acuerdo a lo siguiente.
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[NP]∫F(s)g(s)ds+

[NR ]∬M(b ,a)L (b ,a)dbda=[S]
Ec. 4.2.

[NP]∑
i=1

n−1

F(si)g(si)Δ s+

[NR ]∑
j=1

M−1

∑
k=1

N−1

M(b j ,ak)L (b j ,ak)ΔbΔa=[S ]

Ec. 4.3.

[NP ]∑
i=1

n

(F(si)g(si)+F(si+1)g(si+1))
Δ s
2

+

[NR ]∑
j=1

M

∑
k=1

N

P(a j , bk)
ΔbΔa

4
=[S]

Ec. 4.4.
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La  determinación  de  la  concentración  total  de  cualquier  tipo  de  sistema  de

nanopartículas  [NT], independientemente de su morfología y de su distribución de

tamaños, requiere tener en cuenta la proporción en la que se encuentra presente cada

tipo de partícula  en la muestra analizada. Considerando lo anterior, y reorganizando

la ecuación 4.4., se obtiene una expresión matemática para calcular la concentración

de nanopartículas en sistemas polidispersos y multi-forma (ecuación 4.6.), donde XNP

y XNR corresponden a las fracciones relativas de NP y de NR, respectivamente.

Los términos F(s) y M(a, b), que corresponden al número de átomos de precursor

en una nanopartícula de un tamaño específico, puede calcularse a partir del volumen

de cada partícula y del volumen de los átomos que la componen, de acuerdo a las

ecuaciones  4.7.  y  4.8.  En  estas  ecuaciones,  VNP corresponde  al  volumen  de  una

partícula esférica (VNP=4/3  pr3) , mientras que  VNR al volumen de las partículas en

forma de varilla considerándolas como cilindros rectos (VNR=phr2).

Por otro lado, los términos  g(s) y  L(a,b) pueden ser obtenidos desde datos de

TEM, o desde cualquier conjunto de datos que contenga información sobre una cierta

distribución de tamaños de nanopartículas y la proporción en las que se encuentran

respecto de la muestra total.

Se utilizaron muestras coloidales de las AgNR presentadas en este capítulo para
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P(a j ,bk )=M(b j , ak )L(b j ,ak)+M(b j ,ak+1)L(b j ,ak+1)+

M(b j+1 ,ak)L (b j+1 ,ak)+M(b j+1 ,ak+1)L (b j+1 ,ak+1)

[NT ]=
4[S]

(2XNP∑
i=1

n

(F (si)g(si)+F(si+1)g (si+1))Δs+XNR∑
j=1

M

∑
k=1

N

P(a j ,bk)Δ bΔa)

Ec. 4.5.

Ec. 4.6.

F(s)=
VNP (si)

Vátomo

M(a ,b)=
VNR (a j , bk)

Vátomo

Ec. 4.7.

Ec. 4.8.
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ilustrar  el  impacto  de  calcular  la  concentración  de  nanopartículas  utilizando  la

ecuación  4.6.,  a  comparación  de  los  resultados  obtenidos  mediante  expresiones

matématicas  más  simples  que  sólo  consideran  el  tamaño  promedio  de  las

nanopartículas  (Ec.  4.9).26,27 En  la  ecuación  4.9.,  [NP]  es  la  concentración  de

nanopartículas, [S] representa la concentración de catión precursor y Vátomo y VNP son

los  volúmenes  promedio  de  los  átomos  de  plata  y  de  las  nanopartículas,

respectivamente.

La  comparación  se  realizó  a  través  del  estudio  de  la  interacción  entre

nanopartículas  de  plata  y  carbazol.28 Para  ello,  diferentes  alícuotas  de  AgNR  se

mezclaron  con  una concentración  fija  de  carbazol  (100 nM),  y  se  registraron  los

espectros de emisión de fluorescencia de las mezclas entre 300,0 nm y 450,0 nm. A

partir  de  las  áreas  bajo  la  curva  de  la  señal  de  fluorescencia  de  carbazol,  se

determinaron las constantes de Stern-Volmer (KSV) calculando las concentraciones de

AgNR  con  la  ecuación  4.6.  y  a  partir  del  tamaño  medio  de  las  partículas.  Las

intensidades de emisión en todos los espectros se corrigieron para contrarrestar los

efectos de filtro interno que ocurren como consecuencia de la absorción por parte de

AgNR de una porción de la luz emitida por carbazol. Dicha corrección se llevó a cabo

utilizando  la  ecuación  4.10,  donde  Fcorr y  Fobs son  las  emisiones  de  fluorescencia

corregidas y observadas, respectivamente, S1 (0,8 cm), S2 (1,0 cm) y S3 (0,5 cm) son

las dimensiones de la celda, y Aex y Aem son las absorbancias a las longitudes de onda

de excitación y emisión.29,30
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Fcorr=Fobs × (
2,3S2A

ex

1−10−S2A
ex × 10−S3A

em

×
2,3S1 A

em

1−10−S1A
em ) Ec. 4.10.

[NP ]=
[S]×Vátomo

VNP
Ec. 4.9.
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4.4. Resultados y discusión

4.4.1. Síntesis y caracterizacion de AgNR

Inspirado en los trabajos de Caswell et al.31 y Agnihotri et al., 32 se desarrolló una

metodología  sintética  de  nanopartículas  en  forma  de  varilla  mediante  una

metodología  que  requiere  dos  agentes  reductores  que  actúan  a  dos  diferentes

temperaturas. La primer reducción de los cationes plata (I) ocurre a 60,0 ° C y está,

principalmente,  mediada  por  el  anión  borohidruro  (agente  reductor  primario).

Luego,  a 90,0 °C, una segunda reducción química tiene lugar por acción del anión

citrato (agente reductor secundario), el cual también cumple un importante rol como

agente estabilizante. Durante la primera etapa de reducción se observó que la mezcla

de  reactivos  se  tornó  de  un  color  amarillo  rojizo  intenso,  a  medida  que  se  iban

formando centros de nucleación (semillas) de plata, por acción del borohidruro de

sodio  presente  en  la  reacción.  Este  proceso  es  el  predominante  en  esta  etapa,

mientras  que  el  fenómeno  de  maduración  de  Ostwald  de  las  nuevas  semillas

formadas es un proceso secundario.32 Posteriormente, con la adición de hidróxido de

sodio y el incremento de la temperatura, la solución experimentó un viraje del color

hacia una tonalidad verde grisácea (figura 4.1.). En esta segunda etapa, los núcleos de

plata formados durante la etapa inicial participaron del proceso de crecimiento de las

nanovarillas,  como resultado de la reducción mediada por citrato de sodio de los

iones Ag+ remanentes en la solución, que ocurre a temperaturas elevadas (90,0 °C).

Desde un punto de vista cualitativo, luego del proceso de centrifugado, el precipitado

resuspendido  en  agua  deionizada  presentó  una  coloración  verde  debido  a  la

formación  de  AgNR,  mientras  que  el  sobrenadante  fue  principalmente  de  color

amarillo  debido  a  la  presencia  de  nanoesferas,  sugiriendo  que  el  protocolo  de

centrifugación aplicado fue adecuado para separar las partículas esféricas de mayor

tamaño, formadas como producto secundario de la reacción. En secciones posteriores

de  este  capítulo,  se  mostrarán  los  espectros  UV-visible  e  imágenes  TEM  de  las

nanopartículas obtenidas.
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Con  fines  exploratorios,  inicialmente  se  estudiaron  diferentes  condiciones

experimentales  para  la  formación  de  AgNR,  ejecutadas  bajo  el  mismo  esquema

procedimental, modificando las relaciones molares de los reactivos involucrados, el

pH del  medio,  la  temperatura a  la  que ocurrían las  reacciones  de  reducción y  el

tiempo de reacción de cada etapa (tabla 4.1.). En general, se observó que condiciones

muy extremas de reacción (temperaturas de la segunda etapa superiores a 95,0 °C,

concentraciones  de  OH- por  encima  de  0,1  M  y  altas  concentraciones  del  anión

citrato) conducían a la formación de precipitado que se depositaba sobre las paredes

del balón de reacción, como resultado de la mayor actividad del citrato como reductor

a altos valores de pH y de temperatura.33 En el  otro extremo, concentraciones de

oxhidrilos  menores  a  0,3  mM  favorecieron  la  formación  predominante  de

nanopartículas de plata esféricas, lo que fue evidente de manera visible por la intensa

coloración  amarilla  de  las  soluciones  al  finalizar  la  reacción.  Respecto  de  las

concentraciones  relativas  de  reactivos,  en  general  se  observó  que  aquellas

nanopartículas sintetizadas con concentraciones equimolares de precursor metálico y

borohidruro  de  sodio  presentaron  una  mayor  estabilidad  y  menor  tendencia  a

flocular o agregarse luego del protocolo de centrifugado. Finalmente, los tiempos de

reacción de cada etapa no parecieron tener gran influencia sobre el producto final
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Figura 4.1. Aspecto de la mezcla de reacción al finalizar el proceso de síntesis de AgNR.
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obtenido. Por otro lado, la formación de las nanovarillas resultó ser muy dependiente

de la concentación de OH- del medio, por lo que se decidió analizar este efecto por

separado una vez definidos el resto de los parámetros de la síntesis. A partir de todas

las  observaciones  indicadas  anteriormente,  se  estableció  que  el  proceso  sintético

debía  llevarse  a  cabo  teniendo  en  cuenta  los  siguientes  niveles  para  cada  factor

analizado: [AgNO3]= 1,0 mM; [Citrato]= 1,0 mM; [NaBH4]= 1,0 mM;   T1= 60,0 °C;

T2= 90,0 °C; t1= 30 minutos y t2= 20 minutos.

Tabla 4.1. Condiciones experimentales evaluadas para la síntesis de AgNR.

[AgNO3] / mM [Citrato] / mM [NaBH4] / mM [NaOH] / mM

0,75 – 1,50 0,75 – 8,0 0,75 – 1,50 0,01 – 115,0

T1a / °C T2b / °C t1c / minutos t2d / minutos

40,0 – 80,0 85,0 – 105,5 15 – 45 10 – 30

Como ya se mencionó, la formación de partículas en forma de varilla mostró ser

muy dependiente de la concentración de los iones oxhidrilos presentes en el medio

durante la segunda etapa de la reacción, observándose importantes cambios en la

apariencia post-síntesis de las NP obtenidas ante pequeñas variaciones de pH. Por tal

motivo se decidió explorar el producto obtenido variando únicamente la cantidad de

NaOH agregada en la reacción, manteniendo constantes el resto de las condiciones

experimentales, de acuerdo a lo establecido previamente. La figura 4.2. muestra los

espectros UV-visible post-centrifugado de AgNR, obtenidos a [OH-] 1,0 mM; 1,8 mM;

y 3,2 mM.
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a Temperatura a la que ocurre la primer reducción, con borohidruro de sodio.
b Temperatura a la que ocurre la segunda reducción, con citrato de sodio.
c Tiempo de la primera etapa, a T1.
d Tiempo de la segunda etapa, a T2.
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En  partículas  anisotrópicas  en  forma  de  varilla,  se  esperan  dos  modos  de

resonancia de plasmón superficial que den origen a dos bandas de absorción en el

UV-visible:  la  TSPR  de  mayor  energía,  y  la  LSPR  de  menor  energía.34 Como  se

observa en el espectro de la figura 4.2., a una concentración de OH- igual a 1,8 mM las

nanopartículas  obtenidas  presentaron  las  dos  bandas  de  absorción,  indicando  la

presencia de nanovarillas en la dispersión coloidal.  Las TSPR y LSPR presentaron

máximos de absorbancia a 387,0 nm y 602,0 nm, respectivamente, los cuales son

característicos de nanovarillas de plata.35,36 Bajo cualquiera de las otras condiciones,

los  dos  picos  no  pudieron  definirse  claramente  y  gran  parte  de  la  absorción  por

encima  de  los  500,0  nm  puede  ser  principalmente  asignada  a  dispersión  de  luz

ocasionada por aglomerados de nanopartículas de gran tamaño. De esta manera, se

determinó que la [NaOH] óptima para la obtención de AgNR fue 1,8 mM; y el proceso

de síntesis adecuado, resultó como se describe en la sección 4.3.3. de este capítulo.

La figura 4.3. muestra una imagen TEM representativa de las partículas obtenidas

posteriormente al proceso de centrifugación cuando la síntesis de AgNR se llevó a

cabo en las condiciones óptimas. Las imágenes de microscopía muestran partículas

de morfología cilíndrica con un largo promedio igual a 54 nm (desviación estándar,
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Figura  4.2.  Espectros  UV-visible  post-centrifugado  de  AgNR  obtenidas  a  diferentes
concentraciones de NaOH: 1,0 mM ( - - -); 1,8 mM; (–––) 3,2 mM (······).
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sd= 9 nm) y con un ancho promedio de 18 nm (sd= 2 nm). Se puede observar en la

imagen TEM varias nanopartículas esféricas que se forman simultáneamente con las

nanovarillas. Estas nanoesferas presentaron un diámetro medio 26 nm (sd=3 nm), de

similar tamaño que el ancho de las nanovarillas.

Como la  posición  de las  bandas  de  plasmón superficial  está  relacionada a  las

dimensiones  de  las  partículas  que  interaccionan  con  la  luz,37 la  absorción  de  las

nanoesferas aparece en la misma región que la banda de plasmón transversal de las

nanovarillas  y,  por  lo  tanto,  las  dos  se  solapan  observándose  una  única  señal

alrededor de los 387,0 nm. El espectro UV-visible mostró una mayor absorbancia en

esta  banda  a  menores  longitudes  de  onda,  a  comparación  de  la  absorbancia

observada en la banda a 602,0 nm como consecuencia de la interacción simultánea

de varillas y esferas con la luz. A partir de imágenes TEM, se determinó que la síntesis

propuesta  produjo  nanovarillas  y  nanoesferas  en  una  proporción  en  número  de
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Figura 4.3.  Imagen TEM de una muestra de AgNR. [AgNO3]= 1,0 mM; [NaBH4]= 1,0 mM;
[Citrato de sodio]= 1,0 mM; pH= 11,25.
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partículas  igual  a  53  %  y  47  %,  respectivamente.  Si  bien  diferentes  enfoques  se

evaluaron  para  lograr  una  mejor  separación  post-síntesis  de  esferas  y  varillas

(centrifugación  escalonada,  precipitación  por  gravedad),  la  gran  similitud  de  los

tamaños de ambos tipos de partícula hizo que la separación fuese siempre parcial.

Ante la ausencia de agentes que actúen como plantilla para el crecimiento del

cristal y considerando la gran influencia de la concentración de oxhidrilos en el medio

durante la segunda etapa de la reacción, parecería que el anión OH- cumple el rol de

agente  director  del  crecimiento del  cristal  en una sola dirección,  posiblemente en

conjunto con el  anión citrato,  el  cual  se encuentra totalmente desprotonado a los

valores de pH trabajados, y que cumple una doble función, como agente reductor y

como ligando que estabiliza las nueva partículas formadas. Es conocido que algunos

iones  pueden  dirigir  el  crecimiento  de  nanopartículas  hacia  diferentes  formas,

denotando la  importancia  de  estas especies.38,39 Una posible  explicación es que la

formación de nanovarillas es resultado de una adsorción preferencial de los iones a

diferentes caras  del  cristal.31 De este modo, es  plausible que los aniones citrato  o

hidróxido se unan a las futuras caras laterales de las nanovarillas,  permitiendo el

crecimiento de las partículas en una sola dirección. Por ejemplo, para el proceso de

obtención de nanoalambres de plata en condiciones similares a las utilizadas en la

síntesis  de  AgNR  propuesta  en  este  capítulo  (sin  surfactantes),  Murp  et  al.40

propusieron  que  las  nanoestructuras  se  formaban  mediante  un  proceso  de

alargamiento del  cristal  dirigido por un mecanismo de acoplamiento orientado.  A

través de este proceso, inicialmente los centros de nucleación de plata se generaron

por reducción química de los iones Ag+ en agua a ebullición con citrato de sodio e

hidróxido de sodio como aditivos. Finalmente, estos centros de nucleación se unen

para  formar  nanoalambres  de  plata  completamente  crecidos,  a  través  de  caras

cristalográficas  favorables.  El  acoplamiento  orientado  puede  describirse  como  un

ordenamiento  auto-dirigido  de  nanopartículas  vecinas  cuando  partículas  con

idénticas  configuraciones  cristalográficas  están  presentes.  Si  estas  partículas  se

encuentran  con una orientación favorable,  las  mismas  se  unen para  disminuir  la

energía superficial total.41
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Si bien los resultados obtenidos no permiten discriminar el mecanismo mediante

el cual se forman las nanovarillas en las condiciones experimentales empleadas, la

metodología  sintética  resultó  ser  muy  reproducible.  Ésto  permitió  evaluar  AgNR

como  un  nuevo  analito  en  la  búsqueda  de  nuevas  metodologías  analíticas  para

nanomateriales sintéticos que propone esta tesis doctoral, como así también estudiar

la influencia de la morfología de las NP en los métodos de detección.

Con el objetivo de evaluar el rendimiento de la síntesis de AgNR, se cuantificó la

cantidad  de  iones  plata  sin  reaccionar  después  del  procedimiento  sintético  (pero

antes de la centrifugación) de acuerdo al protocolo descrito por Gonzalez-Fuenzalida

et  al.24 que permite la cuantificación colorimétrica  in situ de Ag+ en presencia de

AgNP, de acuerdo a lo que indica la figura 4.4. Mediante esta metodología, la sonda

TMB puede oxidarse por acción de cationes Ag+ (Figura 4.4.A), aún en presencia de

AgNP  (Figura  4.4.B),  para  formar  oxTMB  y  Ag(0).  La  forma  oxidada  de  TMB

presenta una coloración azul (Figura 4.4.C), por lo que la aparición de oxTMB puede

registrarse  mediante  un  espectrofotómetro  UV-visible  siguiendo  el  máximo

característico de oxTMB a 656 nm, siendo posible cuantificar indirectamente Ag+ en

solución.

Conocer la cantidad de plata sin reaccionar es importante para la estimación de la

concentración que se discutirá en la próxima sección de este capítulo, ya que deben
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Figura 4.4. (A) Oxidación de TMB por Ag+; (B) Representación esquemática de la detección
“in situ” de Ag+ residual luego de la síntesis de AgNP; (C) visualización colorimétrica.24
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incorporarse  términos  de  corrección  si  no  se  consume  la  totalidad  de  iones

precursores  durante  la  síntesis.  Luego  de  la  reacción  entre  TMB  (0,66  mM) con

soluciones de  AgNR (500,0  mL) y enriquecidas  con diferentes  concentraciones de

iones plata (0 – 100 mM), se tomaron los espectros UV-visible de las muestras. A fin

de compensar el incremento de la línea de base con el aumento de la concentración

de Ag+ adicionada, se utilizó como señal analítica la diferencia de absorbancia entre

656,0 nm y 543,0 nm (DA656-543), que permitió corregir el efecto de la línea de base.

DA656-543 mostró dependencia lineal con la concentración adicionada de iones plata,

con una pendiente igual a (110 ± 2) 10-4 M-1 y ordenada al origen igual a cero (Figura

4.5.).  La  calibración  se  llevó  a  cabo  utilizando  el  método  de  adición  de  estándar

(MOSA). De acuerdo a esta metodología, una ordenada al origen igual a cero indica

que el analito no puede ser cuantificado y que la concentración está por debajo del

límite de detección (LOD) del método. Para el caso de las partículas presentadas en

este capítulo, el  LOD (calculado como LOD=3,3 sb/m; con  sb igual a la desviación

estándar del blanco – determinada mediante la medición de 20 muestras de TMB en

ausencia de AgNR y Ag+ - y m la pendiente de la recta de calibrado) fue igual a 3,5 mM

y, por lo tanto, la concentración de Ag+ sin reaccionar al finalizar la síntesis de AgNR

fue menor al 0,35 % de la cantidad inicial utilizada.
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Figura 4.5. Izquierda:  Espectros  UV-visible de soluciones  de AgNR con concentraciones
crecientes de Ag+ 0 - 100  mM (a-e) en presencia de TMB. Derecha: Curva de calibración
MOSA de duplicados para la determinación de la cantidad de plata sin reaccionar de la
síntesis de AgNR propuesta.
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La  estabilidad  de  la  mezcla  de  nanopartículas  obtenida  (varillas  y  esferas)  se

estudió analizando los cambios observados en espectros UV-visible de AgNR durante

un período de 30 días, desde que la dispersión coloidal fue preparada. De la figura

4.6. se puede deducir que las nanopartículas obtenidas no experimentaron ningún

cambio morfológico significativo durante los 30 días bajo estudio, ya que las bandas

de absorción permanecieron prácticamente sin cambios. A medida que el tiempo de

envejecimiento  continuó  incrementándose  (más  de  60  días),  las  partículas

comenzaron a depositarse en el fondo de los viales que las contenían, y la coloración

se  tornó  verde  amarronada,  indicando  agregación  y  una  reorganización  de  las

nanovarillas  hacía  la  formación  de  partículas  cuasi-esféricas  de  gran  tamaño,

probablemente por un proceso de maduración de Ostwald.42 Este fenómeno puede

observarse  tanto  en el  espectro UV-visible  a  90 días  de la  figura 4.6.,  donde hay

significativas variaciones de la posición de las bandas de absorción y sus absorbancias

respecto de los otros espectros, como en las micrografías TEM de las AgNR a 90 días

(Figura 4.7.), en las que se observan grandes aglomerados de NP, con partículas que

superan los 100,0 nm de diámetro.
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Figura  4.6.  Espectros  UV-visible  de  AgNR  registrados  inmediatamente  después  de  la
síntesis (······), luego de 30 días (–––), y a 90 días (- - -) de almacenadas a 4,0 °C.
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4.4.2. Modelo  para  el  cálculo  de  la  concentración  de  sistemas  de  nanopartículas

multiforma

Si  bien existen actualmente  modelos  matemáticos  que permiten determinar  la

concentración de nanopartículas en sistemas polidispersos, estos están únicamente

diseñados  para  el  análisis  de  partículas  esféricas.22 Al  introducir  una  nueva

morfología  que  presenta  una  distribución  de  tamaños  bi-dimensional,  como  las

partículas cilíndricas en AgNR, es necesario adaptar estos modelos para calcular el

volumen de cada partícula y la probabilidad de encontrar una partícula de ciertas

dimensiones  entre  todas  las  NP  presentes  en  la  muestra  analizada.  Incluso,  es

necesario  combinar  ecuaciones  si  se  tienen  en  cuenta  sistemas  con  múltiples

morfologías que coexisten en una muestra de NP. El nuevo algoritmo desarrollado

permite  estimar  la  concentración  de  nanopartículas  en  sistemas  coloidales,

independientemente de la forma y las distribuciones de tamaño a partir de imágenes

de  microscopía  electrónica,  incluso  en  mezclas.  Las  figura  4.8.  y  4.9.  muestran,

respectivamente los histogramas de distribución de tamaño de las nanovarillas (largo

y ancho) y nanoesferas (diámetro) obtenidas utilizando la síntesis de AgNR descrita
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Figura 4.7. Micrografía TEM de AgNR tomada 90 días luego de la síntesis.
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en este capítulo, al contar más de 1500 partículas de diferentes  lotes de síntesis en

imágenes TEM. Cuando se utilizan datos provenientes de microscopía electrónica, es

importante analizar la mayor cantidad posible de partículas (>1000)22 para obtener

un conjunto de datos que represente adecuadamente a la muestra. La ecuación 4.6.

permite realizar los cálculos considerando intervalos de probabilidad que resultan

independientes  de  la  distribución  de  tamaño,  por  lo  que  puede  utilizarse  en

distribuciones que se desvíen de una distribución Gaussiana perfecta.
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Figura 4.8.  Histogramas de distribución de tamaños de las nanovarillas obtenidas, a lo
ancho (izquierda) y a lo largo (derecha) de las mismas. Ancho de las varillas= 18 (2) nm.
Largo de las varillas= 54 (9) nm. Entre paréntesis se indica la desviación estándar.

Figura 4.9. Histograma de distribución de tamaños de las nanoesferas obtenidas. Diámetro
medio= 26 (3) nm. Entre paréntesis se indica la desviación estándar.
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La tabla 4.2. muestra los resultados obtenidos para el cálculo de la concentración

de las nanopartículas evaluadas utilizando la ecuación 4.6., que considera la mezcla

de  esferas  y  varillas  con  su  correspondiente  polidispersidad,  y  los  resultados

obtenidos mediante un método que únicamente tiene en cuenta el tamaño medio de

las  partículas.  Para  el  cálculo  de  concentración  utilizando  el  nuevo  algoritmo,  se

consideró que la totalidad de los iones Ag+ se transformaron en nanopartícula de

algún tipo, como se mostró anteriormente, y se aplicaron correcciones para tener en

cuenta las partículas esféricas que se separaron de AgNR mediante el protocolo de

centrifugación.

Tabla 4.2. Comparación de las concentraciones de nanopartículas determinadas para AgNR.

Método de cálculoa

Ecuación 4.6.c Tamaño mediob,d

[AgNP] / 10-9 M

Mezcla 6,75 (0,02) 8,5 (1,1)

Nanoesferas 3,58 (0,01) 4,5 (0,6)

Nanovarillas 3,17 (0,01) 4,0 (0,5)

Para  ilustrar  el  impacto  del  método  de  cálculo  de  la  concentración  de

nanopartículas,  se  evaluó  la  interacción  entre  las  AgNP  y  la  sonda  fluorescente

carbazol (figura 4.10). Este fluoróforo es un hidrocarburo aromático policíclico que

experimenta desactivación de la fluorescencia cuando interacciona con NP metálicas,

respondiendo a la ecuación de Stern-Volmer:

donde KSV corresponde a la constante de Stern-Volmer o de quenching. Los principios

relacionados a la fluorescencia y los fenómenos de desactivación ocasionados por NP
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a A partir de información proveniente de imágenes TEM.
b Calculado a partir de la ecuación [NP]=[S]/N, con N=volumen NP/volumen átomo de plata; y [S] igual a la
concentración de ión precursor.
c Entre paréntesis se indica el error asociado, calculado mediante propagación de errores.
d Entre paréntesis se indica el error asociado, calculado asumiendo que la desviación estándar de la media de
los tamaños es proporcional al error de la concentración.

F
F0

=1+KSV [AgNP] Ec. 4.11.
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serán discutidos con mayor profundidad en el capítulo 5.

Los cambios en la intensidad de fluorescencia a una concentración fija de carbazol

(100 nM) se registraron luego de la adición de diferentes alícuotas de AgNR, y se

graficó F0/F vs [AgNR] a fin de determinar las constantes de Stern-Volmer, como se

muestra  en  la  figura  4.11.  Las  intensidades  de  fluorescencia  se  corrigieron  para

considerar  el  efecto  de  filtro  interno  de  acuerdo  a  la  Ec.  4.10.  presentada

anteriormente. Las KSV obtenidas fueron iguales a 9,4 x108 M-1 (desviación estándar=

0,2 x108 M-1) cuando la concentración se calculó a partir de la Ec. 4.6. discutida en

este capítulo, y a 7,5 x108 M-1 (desviación estándar=0,1 x108 M-1) cuando se empleó la

Ec.  4.9.,  que únicamente  considera un sistema de partículas  idénticas  de  tamaño

igual  al  tamaño promedio  de  la  distribución  real.  Estos  resultados  muestran  que

existe una variación aproximadamente igual a 25 % entre las KSV calculadas utilizando

las dos metodologías.  Se espera que el  impacto de incorporar las  correcciones de

polidispersidad  y  la  presencia  de  múltiples  formas  en  la  estimación  de  las

concentraciones provea resultados mejores y más representativos en muestras más

polidispersas,  por  la  mayor  contribución de  las  partículas  de  menor tamaño a  la

concentración total.
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Fig. 4.10.  Estructura química de carbazol. El sistema conjugado  p permite la absorción y
posterior emisión de luz como fluorescencia, mientras que el heteroátomo de nitrógeno
tienen afinidad a la superficie metálica de las NP.
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Las  diferencias  entre  las  estimaciones  de  concentración  de  AgNR  pueden  ser

responsables  de  la  disparidades  observadas  en  los  efectos  que  producen  NP  con

similares  diámetros  medios,  pero  con  diferentes  polidispersidad.  Asimismo,  estas

disparidades  pueden  surgir  por  ignorar  completamente  la  presencia  de  ciertas

morfologías en las muestras estudiadas. En resumen, una incorrecta estimación de la

concentración puede ser responsable de la variabilidad batch a batch, respecto de la

respuesta observada en diferentes aplicaciones, como se ha demostrado aquí para la

determinación de constantes de quenching.

La nueva ecuación propuesta en este capítulo ofrece una metodología conveniente

para  calcular  concentraciones  más  exactas  y  realistas  de  nanopartículas  en

dispersiones coloidales. Incluso, la ecuación podría refinarse aún más, considerando

otros factores como el empaquetamiento cristalino.
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Figura  4.11.  Gráficas  de  Stern-Volmer  de  AgNR  con  CZL  100  nM.  Concentraciones
calculadas con la ecuación 4.6. (rojo) y con la ecuación 4.9. (negro).
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4.5. Conclusiones

En este capítulo se presentó una nueva vía sintética para producir nanovarillas de

plata  estables  con  una  relación  de  aspecto  ~3  en  ausencia  de  cualquier  tipo  de

surfactante o agente especial que actúe como plantilla,  mediante una metodología

one-pot de dos pasos consecutivos a dos temperaturas diferentes. El proceso sintético

desarrollado es muy dependiente de la concentración de oxhidrilos en el medio, los

cuales podrían cumplir un rol fundamental como agentes directores del crecimiento

de los cristales en una sola dirección.

Por otro lado, se propuso una nueva herramienta práctica para lograr una mejor

estimación  de  la  concentración  de  nanopartículas  en  sistemas  coloidales  que

presenten partículas de morfología diferentes a esferas y que incorpora correcciones

para considerar la polidispersidad de las  muestras.  En este sentido,  es  destacable

mencionar  que  estimaciones  incompletas  o  parciales  de  la  concentración  de

nanopartículas  en  el  área  de  la  nanociencia  y  la  nanotecnología  pueden  llevar  a

resultados engañosos que finalmente  conduzcan a interpretaciones o conclusiones

equivocadas,  principalmente  si  se  espera  que  los  fenómenos  analizados  sean

dependientes de la concentración del nanomaterial.  La existencia de herramientas

para la estimación de la concentración que consideren tanto la morfología como la

polidispersidad  de  los  nanomateriales  es  de  importancia  para  disminuir  la

variabilidad  batch  a  batch y  poder  comprender  completamente  los  efectos  del

tamaño de las nanopartículas en los sistemas estudiados.
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5.1. Introducción

Como se  ha mencionado  en el  capítulo  1,  en los  últimos  años  se  han  desarrollado

numerosos productos comerciales que contienen AuNP y AgNP.1–3 La creciente producción

y utilización de estos productos hace inevitable la eventual liberación de NP sintéticas en el

ambiente,  y  particularmente en los sistemas acuáticos.4–6 Sin embargo,  más allá de los

esfuerzos globales por abordar y regular la producción y la manipulación segura de estos

materiales,  aún  no  existe  legislación  completamente  destinada  a  la  regulación  de  los

mismos  como  contaminantes  ambientales  o  que  establezca  cantidades  máximas

permitidas, sino que se limitan a establecer las condiciones de producción industrial y las

metodologías de caracterización de los nanomateriales.7 Teniendo esto en cuenta, resulta

fundamental  el  desarrollo  de  metodologías  confiables  y  robustas  que  sean  capaces  de

identificar,  caracterizar  y  cuantificar  las  NP sintéticas  en  matrices  complejas.3,8 En  los

últimos años se ha desarrollado una variedad limitada de técnicas analíticas que permiten

la cuantificación de NP, pero la mayoría de ellas requieren procesos previos de separación

de  las  NP en  función  de  sus  tamaños  o  formas,  y  la  utilización  de  técnicas  analíticas

complejas y costosas.9–13 Como respuesta a esta situación, empieza a ganar importancia el

desarrollo  de  metodologías  más  sencillas,  basadas  en  sensores  químicos  como,  por
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ejemplo, las sondas moleculares fluorescentes.14

5.1.1. Sondas moleculares fluorescentes y nanopartículas metálicas

La SPR de NP metálicas produce un campo electromagnético con componentes de

absorción,  de  dispersión  y  de  campo cercano,  que  determinan en  que  medida  la

intensidad del mismo se ve incrementada en comparación con la radiación incidente.

Como consecuencia del campo electromagnético incrementado, se observa la mejora

de varios fenómenos ópticos en moléculas que se encuentran próximas a la superficie

del nanomaterial.15–17 Estas propiedades  de las NP han permitido el desarrollo de

varias  aplicaciones,  como  la  detección  single-molecule mediante  espectroscopia

Raman incrementada por el metal (SERS),18,19 la microscopía de campo cercano,20,21

los dispositivos ópticos en la nanoescala,22,23 y de una gran variedad de sistemas de

óptica no lineal.24–26

En general, las propiedades de un emisor fluorescente en las inmediaciones de

una NP dependen del acoplamiento del dipolo del emisor con el plasmón superficial

de la NP y, por lo tanto, se ven afectadas fundamentalmente por la distancia entre el

fluoróforo y la superficie metálica, y por la ubicación espacial del emisor alrededor de

la partícula y la orientación del dipolo molecular respecto a la superficie de la NP.27

Como  puede  observarse  en  la  figura  5.1.,  cuando  la  molécula  fluorescente  se

encuentra en contacto directo o muy próxima a la superficie del metal, la emisión de

fluorescencia se ve totalmente desactivada (Fig. 5.1.B). Los dos fenómenos que están

principalmente  involucrados  en  este  proceso  son  la  transferencia  de  electrones,

usualmente  en  partículas  muy pequeñas  (< 5  nm),  y  la  transferencia  de  energía,

mediante  el  mecanismo  de  transferencia  de  energía  de  resonancia  de  Förster

(FRET).17,28 En  el  otro  extremo,  si  el  fluoróforo  se  posiciona  muy  alejado  de  la

nanopartícula  metálica  las  ondas  electromagnéticas  del  plasmón  superficial  que

viajan  a  través  de  la  interfaz  metal-dieléctrico  (polariton),  pueden no  alcanzar  el

fluoróforo y, por lo tanto, no se observarían efectos sobre la emisión del mismo (Fig.

5.1.A). En una situación intermedia, existe una distancia óptima a la cual se puede

observar  una  exaltación  de  la  fluorescencia  como  resultado  de  una  interacción
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plasmónica entre fluoróforo y metal, al incrementarse el campo electromagnético de

este último en las  inmediaciones de la superficie  ante un haz de luz incidente de

longitud de onda adecuada.17 Este fenómeno, que ocurre a distancias hasta los 5 nm,

se denomina fluorescencia incrementada por el metal (MEF).29

La  modulación  de  la  emisión  de  fluorescencia  en  función  de  la  distancia

fluoróforo-NP ha sido aprovechada principalmente para la detección de numerosos

analitos,30–32 pero  no  en  el  desarrollo  de  metodologías  de  detección  para  NP

metálicas. Por lo tanto, resulta un área de interés que puede ser explorada.

5.1.2. Sondas moleculares fluorescentes y química analítica supramolecular

La química supramolecular se centra en el estudio de los fenómenos relacionados

con las interacciones moleculares que van más allá del enlace covalente y que llevan a
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emisor y la NP. C) Exaltación de la emisión de fluorescencia a distancias cortas y óptimas.
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la  formación de nuevas estructuras  supramoleculares,  que presentan propiedades

diferentes  a  las  de  los  elementos  que  las  constituyen.33 Una  de  las  entidades

supramoleculares más estudiadas son los complejos de tipo huésped-receptor, donde

diferentes moléculas se asocian como resultado de la complementariedad química

entre los sitios de unión y de la compatibilidad de forma y tamaño entre el sustrato y

el receptor macrocíclico que lo acoge, de forma similar a lo que sucede entre una

enzima  y  su  sustrato  específico  en  la  naturaleza.34 La  formación  de  un  complejo

sustrato-receptor afecta marcadamente las propiedades fisicoquímicas de la molécula

huésped, como la solubilidad, reactividad química, las propiedades espectroscópicas

y electroquímicas, entre otras.35

Una  de  las  familias  de  compuestos  macrocíclicos  más  estudiadas  es  la  de  las

ciclodextrinas  (CD).  Las  CD son oligómeros  cíclicos  constituídos  por  unidades  de

a-D-(+)-glucopiranosa unidas mediante enlaces a-(1-4)-glicosídicos.36 El número de

monómeros que las  conforman, determinan su nomenclatura: a-CD cuando están

formadas por 6 unidades monoméricas, b-CD cuando son 7, y g-CD cuando son 8.36,37

Estos  macrociclos  presentan  una  estructura  de  cono  truncado,  con  una  cavidad

hidrofóbica en la que se pueden alojar sustratos afines, de acuerdo a sus tamaños y

polaridad.37 En  las  CD,  la  estructura  macrocíclica  se  encuentra  estabilizada  por

enlaces puente  hidrógeno intramoleculares entre grupos hidroxilo de unidades  de

glucopiranosa adyacentes. Como resultado, las CD nativas suelen ser poco solubles en

agua.37 Una estrategia usual para aumentar la solubilidad de este tipo de compuestos

en agua, es  la modificación de las CD nativas mediante sustitución de los grupos

hidroxilos por otros grupos hidrofílicos, como el 2-hidroxipropilo, dando origen a CD

modificadas, como la 2-hidroxipropil-b-ciclodextrina (Fig. 5.2.).38

Entre  los  compuestos  que  pueden  formar  estos  complejos  huésped-receptor,

ingresando a la cavidad del macrociclo, se puede mencionar el carbazol, que ha sido

estudiado previamente en nuestro laboratorio.39 El carbazol (mostrado en la Fig. 4.10.

del capítulo anterior) es un cromóforo con una importante emisión de fluorescencia40

y, además, presenta en su estructura un heteroátomo (N) que puede interaccionar
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con la  superficie  de NP metálicas  de oro y  plata,  por lo  que resulta un excelente

candidato para ser utilizado como sonda molecular fluorescente en la detección de

AuNP y AgNP.

Desde el  punto de vista analítico,  la  formación de tales complejos permite,  en

ciertos  casos,  mejorar  la  eficiencia  del  método analítico para la  determinación de

diferentes especies químicas.41 El reconocimiento molecular que lleva a la formación

de  este  tipo  de  complejos  supramoleculares  da  lugar  a  una  mejor  separación  y

captura del analito, y a la obtención de ganancias de la señal analítica. En los últimos

años  se  ha  obtenido  una  gran  variedad  de  sensores  químicos  fluorescentes  con

receptores  macrocíclicos  basados  en  la  formación  de  complejos  de  inclusión.42–45

Considerando las ventajas que presenta la química supramolecular desde el punto

analítico  (mejor  reconocimiento  molecular,  amplificación  de  señales  analíticas,

posibilidad de transformar información química a información instrumental, etc.), la

generación de sistemas híbridos, mediante la interacción covalente o no covalente

entre complejos supramoleculares fluorescentes y NP metálicas, puede resultar en el

desarrollo de metodologías analíticas que mejoren significativamente la sensibilidad

en contraparte a metodologías basadas en sistemas de sensado no supramoleculares.
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5.1.3. Validación de métodos analíticos

Se conoce como validación al  análisis  que demuestra que un método analítico

desarrollado es capaz de proveer suficiente especificidad, exactitud y precisión en la

determinación de un analito en una dada muestra real.  Este análisis  proporciona

evidencia  básica  para  fundamentar  la  validez  de  los  resultados  obtenidos  por  el

método propuesto con un cierto grado de confianza.46

La  validación  de  métodos  analíticos  para  NP  presentan  algunos  desafíos

adicionales respecto  al análisis químico regular ya que, por ejemplo, los resultados

de una medida son una combinación de distribución de tamaños y de concentración.

Durante el proceso de validación, el uso de materiales de referencia o materiales de

referencia  certificados  (MRC)  son  preferidos,  si  están  disponibles.  Los  MRC  son

producidos  y  caracterizados  con  altos  estándares  y  vienen  acompañados  por

certificados que declaran los valores de propiedades de interés del analito, como su

concentración y la incerteza asociada a este valor. Usualmente, la utilización de MRC

es la mejor alternativa para evaluar la exactitud de un nuevo método analítico, pero

presentan  la  desventaja  de  tener  un  elevado  costo  económico  y  una  baja

disponibilidad para el gran número de matrices y analitos posibles.47 Sin embargo,

actualmente no existen materiales de referencia certificados para NP.48,49 Por lo tanto,

la validación de los métodos deben incluir lineamientos relacionadas a los métodos

de  caracterización  de  los  nanomateriales  y  a  como  llevar  a  cabo  los  fortificados

(spiking)  de  los  materiales  de  prueba.48 Una alternativa  para  la  validación de un

método analítico es la realización de pruebas inter-laboratorios,50 pero este tipo de

estudios para NP en muestras ambientales todavía no han sido informados, ya que

tienen un alto costo económico y requieren de mucho tiempo.

En  el  caso  particular  de  la  validación  de  métodos  para  la  detección  y

cuantificación de NM, el conjunto de parámetros a evaluar son el intervalo lineal, la

sensibilidad, el límite de detección  (LOD), de cuantificación (LOQ), la precisión, la

exactitud, la selectividad, la robustez y la recuperación.51 Los parámetros analíticos

para la válidación de métodos se encuentran descritos con mayor detalle en el Anexo
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D de esta tesis doctoral.

5.1.3.1. Recuperación

Una de las mejores alternativas al uso de materiales de referencia son los ensayos

de recuperación.  La recuperación corresponde a la eficiencia del  método analítico

para recuperar y medir el analito adicionado en una matriz. Este ensayo consiste en

enriquecer  la  matriz  seleccionada  con  una  cantidad  determinada  del  analito  de

interés  y  posteriormente  aplicar  el  método  analito  propuesto  a  la  muestra.47

Usualmente, se evalúan varios niveles de concentración a fin de construir una curva

de calibración en presencia de la matriz. Si la sensibilidad obtenida en presencia de la

matriz coincide con la sensibilidad determinada para el mismo analito, mediante el

mismo método, y en ausencia de la matriz, se considera que la recuperación es igual

al  100 % y que los efectos de matriz  son despreciables.52 Si  por el  contrario,  hay

diferencias significativas entre las sensibilidades, estas se asocian a efectos matriz,52

que  producen  errores  sistemáticos  tanto  por  exceso  como  por  defecto  en  la

determinación del analito de interés.

La IUPAC distingue la recuperación aparente (R), y la recuperación o factor de

recuperación  (R*).53 La  recuperación  aparente  (Ec.  5.1.)  es  el  cociente  entre  la

cantidad  de  analito  determinada  mediante  la  aplicación  del  método  analítico

propuesto (xM) y el valor de referencia (xR). Este valor de referencia corresponde a la

cantidad de analito adicionada en la muestra previo al proceso de medición. Por lo

tanto, la recuperación aparente se asocia sólo al error sistemático atribuido al efecto

matriz.

El factor de recuperación (Ec. 5.2.) se refiere a la relación entre la cantidad de

analito establecida por el método propuesto (CM) y la cantidad presente en la muestra

(CR), ya sea original o adicionada, previamente a cualquier proceso de extracción o de

pre-concentración de la muestra. En consecuencia, la recuperación está relacionada
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con el error sistemático global del método analítico.

A  partir  de  las  recuperaciones  aparentes  determinadas  a  distintos  niveles  de

concentración,  es  posible  calcular  una  recuperación  aparente  promedio,  con  su

correspondiente desviación estándar. La exactitud podrá comprobarse analizando si

el  valor  de  recuperación  promedio  determinado  mediante  el  método  analítico

propuesto es significativamente igual o diferente al 100 %, realizando una prueba de

hipótesis de comparación de medias a dos colas, a un determinado nivel de confianza

a.  Si  se  acepta  la  hipotesis  nula  (H0)  R=100  %,  determinando  el  estadístico  de

contraste  t-Student,  entonces  se  puede  afirmar  que  el  método  es  exacto  para  la

determinación del analito en matrices al nivel de confianza evaluado.54 

A lo largo de este capítulo, se discutirá sobre el desarrollo de un método analítico

para  nanomateriales de oro y plata utilizando sensores fluorescentes como estrategia

de detección, desde la caracterización inicial de los componentes involucrados en el

método analítico, pasando por estudios de interacción con sondas (supra)moleculares

fluorescentes-NP metálicas, hasta los ensayos de validación finales.

5.2. Objetivos específicos

● Evaluar las propiedades fotofísicas de carbazol (CZL), del compuesto macrocíclico

hidroxipropil-b-ciclodextrina  (HPbCD)  y  de  mezclas  de  ambos  mediante

espectroscopia UV-visible y de fluorescencia.

● Determinar la constante de asociación del complejo formado entre CZL e HPbCD

mediante técnicas espectroscópicas.

● Estudiar la interacción entre NP y las sondas fluorescentes CZL y CZL@HPbCD,

considerando la influencia de las características de las NP empleadas (tamaño,

material, ligando).
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● Determinar  la  sensibilidad  de  los  cambios  espectroscópicos  generados  por  la

interacción NP-sondas fluorescentes.

● Determinar  la desviación estándar  de blancos químicos (Sx0)  y  los parámetros

analíticos para la validación del método propuesto: límites de detección (LOD),

limites  de  cuantificación  (LOQ),  repetibilidad,  precisión  intermedia  y

reproducibilidad.

● Evaluar la selectividad del método propuesto.

● Aplicar  el  método  espectrofluorimétrico  a  muestras  de  agua  de  río  y  de  red

domiciliaria enriquecidas con los analitos de interés, determinando la eficiencia y

exactitud del mismo mediante ensayos de recuperación.

5.3. Materiales y métodos

5.3.1. Reactivos

Los siguientes reactivos de grado analítico se utilizaron sin ningún protocolo de

purificación  previo:  HAuCl4.3H2O  (Aldrich),  AgNO3 (BioPack),  NaOH  (Merck),

citrato de sodio dihidrato (Anedra), borohidruro de sodio (Tetrahedron), ácido gálico

monohidrato (Merck), Irgacure-2959® (I-2959, Sigma-Aldrich), CZL 98 % (Sigma) e

HPbCD  (Roquette,  grado  sustitución  0,9).  Las  mediciones  espectroscópicas  se

realizaron en solución de buffer fosfato (SBF) 0,05 M de pH 6,994 y metanol de

calidad HPLC (Sintorgan), en una proporción 95 % v/v y 2 % v/v, respectivamente.

La SBF se preparó a partir de fosfato dihidrógeno de potasio (J. T. Baker), fosfato

monohidrógeno  de  disodio  (AppliChem)  y  NaCl  (Taurus)  para  ajustar  la  fuerza

iónica.55 En todas las soluciones preparadas se utilizó agua de calidad MilliQ.

5.3.2. Instrumentación y software

Los equipos de espectroscopia UV-visible y de fluorescencia fueron los mismos

que  se  mencionaron  en  los  capítulos  3  y  4,  respectivamente.  Para  ambas

metodologías se utilizaron celdas de cuarzo de 1,0 cm de paso óptico, para UV-visible
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o fluorescencia, según corresponda.

Las mediciones de pH se llevaron a cabo en un pHmetro Orion (Boston, MA, USA)

modelo 720A, empleando un electrodo Ross combinado, que fue calibrado utilizando

soluciones buffer estándar de pHs 4,008; 6,994 y 9,155.

La  síntesis  fotoquímica  de  nanopartículas  de  oro  se  realizó  en  un  fotoreactor

LuzChem modelo LZC-ORG de iluminación lateral con 10 lámparas UVA de 8 W.

El análisis de datos y de gráficos se realizaron usando OriginPro 8 (OriginLab

Corporation). El análisis estadístico se llevó a cabo utilizando el software Minitab®

17 (Minitab, Inc.).

5.3.3. Caracterización espectroscópica de CZL e HPbCD

5.3.3.1. Espectroscopia UV-visible

Se preparó una solución madre de CZL disolviendo 25,0 mg de cristales en un

volumen final de 5,0 mL con metanol como solvente, dada la baja solubilidad de este

compuesto  en  medios  acuosos,  resultando  una  concentración  de  0,030  M.   Esta

solución se almacenó a 4 °C, protegida de la luz hasta su uso.

Para evaluar el efecto del compuesto macrocíclico sobre la absorbancia de CZL, e

intentando minimizar el error de las concentraciones finales de las soluciones mezcla,

se prepararon dos soluciones de 100,0 mL: una solución de CZL de concentración

10,0 mM; y una solución conteniendo la misma concentración de CZL que la anterior

(10,0  mM)  y  la  máxima  concentración  de  HPbCD  utilizada,  correspondiente  a

10,0 mM, a partir de 1,5 g del compuesto sólido (P.F. CD con grado de sustitución

0,9= 1506,7 g mol-1). El solvente utilizado en estas dos soluciones fue SBF de pH 7,0

al 95 % v/v y metanol como cosolvente al 2 % v/v para favorecer la solubilidad de CZL

en el medio acuoso. Posteriormente, al mezclar las soluciones anteriores en diferentes

proporciones, se obtuvieron mezclas con concentraciones finales de macrociclo que

variaron entre  0  y  10,0  mM. Adicionalmente,  se  preparó  una solución blanco de

HPbCD,  a  fines  comparativos,  con  la  concentración  máxima  utilizada  del  mismo

(10,0 mM).
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Los  espectros  de  absorción  UV-visible  de  CZL,  HPbCD  y  de  las  mezclas  se

determinaron entre 200 y 350 nm, a 25,0 °C, en un espectrofotómetro de doble haz.

5.3.3.2. Espectroscopia de fluorescencia

 A partir  de la solución madre de CZL (0,030 M),  se obtuvo otra solución de

concentración 0,15 mM en SBF/CH3OH (95:2 % v/v). A partir de esta solución, se

prepararon dos soluciones de 100,0 mL para evaluar los efectos de la HPbCD sobre

la emisión de fluorescencia de CZL. La concentración de carbazol se redujo a 0,5 mM,

para evitar que ocurran fenómenos de autoabsorción (ACZL< 0,05). La concentración

del compuesto macrocíclico se mantuvo en 10,0 mM, ya que no presenta absorción a

la  longitud  de  excitación de CZL.  A  partir  de  estas  dos  soluciones  se  prepararon

diferentes mezclas con [CZL] constante (0,5 mM) y concentración de HPbCD entre 0 y

10 mM.

La longitud de onda de excitación fue 290,0 nm, y se obtuvieron los espectros de

fluorescencia entre 300 y 500 nm, a 25,0 °C. Se emplearon anchos de rendija de

5,0 nm y una ganancia del detector de 650 V.

A  partir  de  los  espectros  de  emisión  obtenidos,  se  determinó  la  constante  de

asociación entre CZL e HPbCD. El análisis cuantitativo de los espectros de emisión se

realizó en función del área bajo la curva de las bandas de emisión de CZL, obtenidas

por integración matématica de los espectros en Origin8® en el rango de longitudes

de onda entre 326 nm y 450 nm. Los valores absolutos se relativizaron con respecto

al área bajo la curva del espectro de CZL en ausencia de macrociclo ([CZL]=0,5 mM

en SBF/CH3OH 95:2 % v/v).

5.3.4. Síntesis y caracterización de las nanopartículas de plata y oro empleadas

Se  sintetizaron  seis  diferentes  tipos  de  nanomateriales  de  oro  y  plata,

correspondiendo tres de ellos a AgNP y tres a AuNP. Las nanopartículas empleadas y

las metodologías sintéticas se indican a continuación.

 Nanopartículas de plata/gálico (AgNPg): estas nanopartículas se sintetizaron

de acuerdo a lo desarrollado en el capítulo 3.
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 Nanopartículas de plata/citrato (AgNPc):  se sintetizaron de acuerdo a una

metodología propuesta en literatura que se realiza a partir de borohidruro de

sodio  parcialmente  envejecido,  denominada  “síntesis  de  imitación  de

envejecimiento”.56 Para la  síntesis de las NP se prepararon dos soluciones de

5,0 mL: una conteniendo 0,5 mM de AgNO3, y otra conteniendo una mezcla de

borohidruro  de  sodio  preparado  in  situ y  borohidruro  de  sodio  que  se  ha

dejado  reaccionar  con  agua  durante  3  días  (borohidruro  envejecido)  en

proporción  1:3,  y  de  concentración  total  3,05  mM. Ambas  soluciones  se

mezclaron en un erlenmeyer,  con agitación vigorosa durante 10 minutos,  a

temperatura ambiente y protegido de la luz.  Posteriormente,  se adicionó al

erlenmeyer citrato de sodio 200 mM, que actúa como ligando y estabilizante.

Estas nanopartículas se utilizaron sin centrifugado previo.

 Nanovarillas de plata/citrato (AgNR): estas nanopartículas se sintetizaron de

acuerdo a lo desarrollado en el capítulo 4.

 Nanopartículas  de  oro/gálico  (AuNPg):  la  preparación  de  las  mismas  se

realizó  de acuerdo al  método propuesto  por  Yoosaf.57 Para llevar  a  cabo la

síntesis se adicionaron 90 mM de AG a un erlenmyer que contenía 270 mM de

HAuCl4.3H2O a temperatura ambiente, con agitación vigorosa y cubierto de la

luz. La mezcla se agitó durante 30 minutos, observándose el viraje de color de

la  solución  de  amarillo  a  rojo,  indicando  formación  de  AuNP.  Las

nanopartículas obtenidas se centrifugaron posteriormente a 3214 g durante 30

minutos.

 Nanopartículas de oro/citrato (AuNPc): estas nanopartículas se sintetizaron

mediante una metodología basada en el método de Turkevich.58 Brevemente,

se calentó a reflujo una solución acuosa de HAuCl4.3H2O de concentración 1,41

mM con agitación vigorosa. Luego, se agregaron 3,4 mM de citrato de sodio,

manteniendo la agitación y el reflujo por 20 minutos. Luego de la adición del

reductor,  la  solución  previamente  amarilla  se  tornó  de  color  rojo  intenso,

indicando  la  formación  del  nanomaterial  de  oro.  Posteriormente,  las
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nanopartículas obtenidas se centrifugaron a 4500 rpm  (2604 g) durante 30

minutos.

 Nanopartículas de oro/I-2959 (AuNPheba): estas nanopartículas se sintetizaron

mediante  una  metodología  fotoquímica59 utilizando  el  fotoiniciador

Irgacure®-2959. En una placa de cultivo transparente de poliestireno de 24

pocillos se colocaron 0,33 mM de HAuCl4.3H2O y  1,0 mM de I-2959. La placa

se llevó a un fotoreactor de 10 lámparas UVA de 8 W y se irradió durante 30

minutos. Luego de la irradiación, la solución se tornó de color rojo, indicando

formación de AuNP. Posteriormente, las NP obtenidas se centrifugaron a 3214

g durante 30 minutos. El estabilizante de estas nanopartículas es uno de los

subproductos de la reacción fotoquímica, el 4-(2-hidroxi-etoxi)-ácido benzoico

(heba).

De  acuerdo  a  lo  descrito  para  cada  NP,  en  algunos  casos  las  nanopartículas

sintetizadas fueron sometidas a procesos de centrifugación para preconcentrar las

muestras  y  para  eliminar  reactivos  sin  reaccionar  que  hayan  podido  quedar  en

solución. Todas las NP centrifugadas fueron resuspendidas en 6 mL de agua MQ y se

almacenaron a 4 °C, protegidas de la luz.

Todas  las  NP  obtenidas  se  caracterizaron  por  espectroscopia  UV-visible  para

obtener la posición de la banda de plasmón superficial de cada tipo de partícula, y por

microscopía electrónica (TEM) para obtener la morfología y distribución de tamaños

de las NP. Para la caracterización espectroscópica, se tomaron alícuotas de 200 mL de

cada tipo de NP, y se diluyeron en un volumen final de 3,0 mL con agua MQ. Las

soluciones se trasvasaron a celdas de cuarzo de 1,0 cm de paso óptico, registrando los

espectros UV-vis entre 300 nm y 800 nm a 25,0 °C. Las imágenes TEM se obtuvieron

del microscopio electrónico mencionado en la sección 3.3.2. Se emplearon las mismas

metodologías para la preparación de las muestras y para el análisis de imágenes que

se  describen  en  3.3.2.  Para  el  caso  de  AgNR,  el  tamaño  de  las  nanovarillas  se

determinó manualmente utilizando la herramienta regla de ImageJ®, del modo que

se describió en el capítulo 4. Para cada tipo de NP, se contaron >1500 partículas para
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obtener una distribución lo más representativa posible del sistema bajo estudio.

5.3.5. Interacción NP-sondas fluorescentes

La interacción de CZL y de CZL@HPbCD con AuNP y AgNP se estudió mediante

espectroscopia de fluorescencia. Los espectros se registraron para ambos sistemas

fluorescentes en presencia y ausencia de NP, en experimentos individuales para cada

tipo  de  nanopartícula  empleado.  Todas  las  soluciones  se  prepararon  a  una

concentración  fija  de  CZL  igual  a  0,100  mM  y,  para  el  caso  del  complejo,  a

concentraciones fijas de CZL/HPbCD iguales a 0,100 mM y 5 mM, respectivamente.

La concentración de CZL y  la  de HPbCD establecida fue la  óptima para evitar  la

agregación  de  las  nanopartículas,  pero  obteniendo  una  buena  respuesta

espectroscópica tanto del fluoróforo como de los cambios generados ante la presencia

de las NP. En todos los casos, el solvente utilizado fue SBF/CH3OH (92:2 % v/v). Las

cantidades relativas de cada componente  del  buffer tuvieron que reajustarse para

incorporar  los  volúmenes  correspondientes  de  NP.  La  disminución  de  la

concentración de SBF no afectó la estabilidad coloidal.

Los rangos de concentración de NP empleados en los experimentos de interacción

fueron los siguientes: AgNPg (11–89 pM), AgNPc (66–530pM), AgNR (20–160pM),

AuNPg  (0,6–5,2  pM),  AuNPc  (19,7  –  157,9  pM),  AuNPheba (9,8  –  78,6  pM).  La

concentración de las nanopartículas se estimó considerando la polidispersidad de la

distribución de tamaños de las mismas, de acuerdo a lo reportado en la literatura y al

algoritmo presentado en el capítulo 4 en el caso de AgNR.60

Las  soluciones  se  prepararon  siempre  adicionando  como  último  reactivo  el

volumen de NP necesario en el matraz conteniendo la solución de CZL o de complejo,

a fin de evitar la agregación de las NP.

Las diferentes soluciones preparadas, tanto en presencia como en ausencia de NP,

se  excitaron  a  290,0  nm,  registrando  los  espectros  de  emisión  entre  330,0  y

450,0 nm. Los anchos de rendija de emisión y de excitación del espectrofluorímetro

se fijaron en 5,0 nm y la ganancia del detector se configuró en 800 V.
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Dado que las NP presentan absorción en la región de excitación y de emisión, los

espectros de emisión se corrigieron para tener en cuenta el efecto de filtro interno.

Para ello, se utilizó la ecuación 4.10. mencionada en el capítulo 4,61,62 que permite

contrarrestar la absorción, por parte de las NP, tanto de la radiación emitida por el

CZL  luego  de  ser  excitado  (lem),  como  de  la  radiación  utilizada  para  producir  la

excitación del fluoróforo (lex).

5.3.6. Determinación de parámetros analíticos

Para cada tipo de NP y para cada sistema de detección (CZL y CZL@HPbCD), la

calibración  se  realizó  a  seis  u  ocho  niveles  de  [NP]  (dependiendo  del  tipo  de

partícula) de acuerdo a lo indicado en la sección 5.3.5. Cada nivel de concentración

fue analizado por triplicado.

Para la determinación de los límites de detección y de cuantificación se calculó la

desviación estándar del blanco químico (Sx0) a partir de la media de las áreas relativas

bajo la curva de replicados de CZL y del complejo (n=20) en ausencia de NP.

La exactitud y la repetibilidad del método propuesto se evaluó a tres niveles de

concentración para cada tipo de NP, midiendo seis replicados por cada nivel (n=6) y

determinando la concentración predicha por el método de acuerdo a la función de

calibración obtenida previamente.

La precisión intermedia del método se determinó realizando las determinaciones

analíticas  en  los  mismos  tres  niveles  de  concentración  que  para  el  caso  de  la

repetibilidad,  pero  en  tres  días  diferentes,  realizando  seis  replicados  por  cada

muestra preparada (n=6).

La  selectividad  se  evaluó  mediante  la  adición  de  una  alícuota  de  compuestos

potencialmente interferentes (NaCl, HAuCl4.3H2O, AgNO3, y otras NP) en soluciones

que contenían la sonda fluorescente y una cantidad conocida de NP: AgNPg (47 pM),

AgNPc (187 pM),  AgNR (40 pM),  AuNPg (5,0 pM),  AuNPc (100,0 pM),  AuNPheba

(50,0 pM). La cantidad adicionada de interferente fue ajustándose hasta obtener una

variación de la señal analítica del 10 % (error asociado aproximado en la estimación

de concentraciones “estándar” de NP)60,63 o mayor, que fue establecido como el valor
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de  tolerancia64 ante  la  falta  de  pautas  definidas  respecto  del  análisis  de  NP  en

matrices ambientales.14

Para los ensayos de recuperación, el agua de red se recolectó en un frasco estéril

de  plástico  desde una canilla  externa  al  edificio  de  Ciencias  II  de  la  Facultad  de

Ciencias Químicas, UNC, en Ciudad Universitaria, Córdoba, luego de dejar circular

agua  durante  5  minutos,  para  lograr  una  depuración  interna  de  las  cañerias.  El

recipiente se enjuagó tres veces con la muestra de agua y posteriormente se lo llenó

por  completo.  El  agua  de  río  se  recolectó  desde  el  río  Ctalamochita,  en  dos

localizaciones diferentes de su curso (previa y posterior a la zona industrial química)

de  la  ciudad  de  Río  Tercero,  Córdoba  (Fig.  5.3.).  El  agua  se  recolectó  a  nivel

superficial, a contracorriente y en el medio del cauce del río, en botellas de plástico,

enjuagando la botella varias veces hasta la recolección final. Tanto la muestra de agua

de red como de agua de río se almacenaron en heladera hasta su uso.

Para  el  análisis,  se  prepararon  soluciones  conteniendo  0,100  mM  de  CZL  en

SBF/CH3OH (90:2 % v/v), a las que se les adicionó un 5 % v/v o un 10 % v/v de agua

de red o de río sin tratamiento previo,  de acuerdo al  tipo de partícula estudiado.

Posteriormente,  cada  solución  se  fortificó  con  AuNP  y  AgNP  a  tres  niveles  de

concentración para cada tipo de NP, realizando seis replicados por muestra (n=6).

Finalmente, se registraron los espectros de fluorescencia de cada solución de acuerdo

a los parámetros ya mencionados anteriormente (sección 3.5.6.), y se determinaron

los porcentajes de recuperación aparentes.
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5.4. Resultados y discusión

5.4.1. Caracterización espectroscópica de CZL e HPbCD

La selección de CZL o de su complejo con HPbCD como potenciales moléculas o

supramoléculas  sensoras  para  la  detección  de  nanopartículas  metálicas  se

fundamenta  en  la  capacidad  de  interaccionar  con  la  superficie  metálica  de

compuestos que presentes heteroátomos (N, O, S) en su estructura molecular.14,65

En  primer  lugar,  se  evaluaron  las  propiedades  espectroscópicas  del  sistema

estudiado, registrando los espectros UV-visible de CZL y de HPbCD. En la figura 5.4.

se  presentan  los  espectros  de  absorción  obtenidos  para  cada  compuesto,  en

SBF/CH3OH (95:2 % v/v), donde se observa que CZL presenta máximos de absorción

a  232,5  nm,  255,0  nm,  290,5  nm,  322,0  nm  y  333,5  nm.  Estas  señales  pueden

asignarse  a  transiciones  de  tipo  p  → p*,  características  de  los  hidrocarburos

aromáticos  policíclicos.66  Por  su  parte,  el  compuesto  macrocíclico  no  presenta

señales importantes por encima de los 210 nm, lo que es esperado considerando la
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previo (★) y posterior (●) a la zona industrial.
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ausencia de sistemas conjugados en HPbCD.

Luego de la caracterización de los componentes individuales por espectroscopia

UV-visible, se procedió a analizar el efecto producido por la presencia del macrociclo

en el espectro de absorción de CZL. En general, si existen interacciones específicas

entre un receptor (R) y un sustrato (S) en sus estados electrónicos basales, esto puede

conducir  a  la  formación  de  un  nueva  especie  R@S  que  puede  tener  propiedades

espectroscópicas distintas a la de los componentes que le dieron origen.67  Se registró

el  espectro  UV-visible  de  CZL  en  presencia  de  CD  en  los  mismos  niveles  de

concentración  que  los  utilizados  en  la  caracterización  de  los  componentes

individuales,  a  fines  comparativos.  La figura 5.5.A muestra el  espectro  UV-visible

obtenido para la mezcla de CZL/HPbCD y un espectro teórico obtenido como la suma

espectral  de  los  componentes  individuales.  Se  puede  observar  que  el  espectro  de

absorción de la  mezcla  presenta  un ligero  corrimiento  batocrómico  (alrededor  de

1,0 nm) de los máximos  de absorción de CZL respecto de lo observado en el espectro

de CZL en ausencia de HPbCD, que se desplazan a 234,0 nm; 256,5 nm; 293,0 nm;

323,0 nm y 334,0 nm (resolución en  l del equipo:  0,05 nm).  Adicionalmente,  se
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Fig. 5.4. Espectros de absorción UV-visible de CZL 10,0 mM (–––) e HPbCD 10,0 mM (- - - -)
en SBF/CH3OH (95:2 % v/v).
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define una nueva banda a 245,0 nm, que en el espectro de CZL aparecía como un

hombro.  Por  otro  lado,  se  produce,  en  general,  un  ligero  incremento  de  la

absorbancia respecto de la suma teórica, con algunas pequeñas regiones del espectro

donde la  absorbancia  resulta  menor.  Esto  puede apreciarse  más  fácilmente  en  la

figura 5.5.B en la que se observan valores positivos de  ΔA (Aexp-Ateo) en casi todo el

rango espectral.

Estos resultados sugieren que podría existir cierta asociación entre CZL e HPbCD.

Esta  asociación  podría  atribuirse  a  la  formación  de  un  complejo  de  inclusión,

fundamentalmente por las interacciones de tipo hidrófobica entre la cavidad de la

ciclodextrina  y  el  núcleo  carbazólico.  Por  otro  lado,  la  formación  del  complejo

también estaría favorecida por la presencia de grupos hidroxilo como sustituyentes

de la  CD,  que pueden interaccionar  mediante  puente  hidrógeno con el  átomo de

nitrógeno  del  CZL,  o  bien  con  el  sistema  electrónico  p del  sustrato  mediante

interacciones atractivas de tipo p-p.68 La presencia de grupos donores de H también

podría explicar  el  corrimiento batocrómico observado en el  espectro,  al  afectar la

diferencia de energía entre HOMO y LUMO de las transiciones de tipo n  →p*, cuando

los  átomos  de  nitrógeno  actúan  como  aceptores.69 Sin  embargo,  las  variaciones
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Fig.  5.5. A)  Espectro UV-visible de CZL en presencia de HPbCD (–––) y espectro aditivo
teórico CZL+HPbCD (–––) en SBF/CH3OH (95:2 % v/v).  B) Diferencias de absorbancia entre
el espectro experimental y el espectro aditivo teórico.
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espectrales fueron poco significativas y los cambios de absorbancia observados no

llegaron a superar las 0,04 unidades, aún a una concentración de macrociclo 1000

veces mayor que la de sutrato. Por lo tanto, estos resultados no fueron suficientes

para una determinación cuantitativa de la afinidad entre los componentes.

Respecto  del  análisis  mediante  espectroscopia  de  fluorescencia,  la  figura  5.6.

muestra  el  espectro  de  CZL  obtenido  a  un  lexc=290,0  nm,  uno  de  los  máximos

observados  en  el  espectro  de  absorción.  La  emisión  de  fluorescencia  de  CZL  es

importante  aún  a  niveles  de  concentración  del  orden  de  10 -9 M  y  presenta  dos

máximos parcialmente solapados a 345,0 nm y 360,0 nm. El compuesto macrocíclico

no presenta espectro de emisión de fluorescencia. 

En general, el espectro de emisión de un determinado compuesto se asemeja a la

imagen especular de la banda de absorción de la transición electrónica S0  S→ 1, de

acuerdo a  la  Regla  de  Kasha,  y  no varía  con la  lexc.70 Por  otro  lado,  la  banda de

emisión de una determinada transición electrónica se desplaza hacia longitudes de

onda mayores respecto de la banda de absorción, siendo la diferencia de longitud de

onda  entre  estas  dos  bandas  el  corrimiento  de  Stokes.70 CZL  muestra
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Fig. 5.6.  Espectro de fluorescencia de CZL 500 nM en SBF/CH3OH (95:2 % v/v).  lexc= 290
nm. Potencia del detector: 650 V. 25,0 °C. 
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comportamientos tradicionales en cuanto a su emisión de fluorescencia se refiere,

siendo el perfil de emisión la imagen especular de la banda de absorción situada a

322,0 nm, con un corrimiento de Stokes de 3278,1 cm-1.

Si bien HPbCD no presenta espectro de emisión de fluorescencia, se observó que

sí produce efectos significativos sobre el espectro de emisión de CZL cuando los dos

compuestos están presentes en solución. La figura 5.7. muestra espectros de emisión

de CZL en ausencia y presencia de concentraciones crecientes de HPbCD.

El efecto observado es la exaltación de la emisión del fluoróforo por presencia de

la ciclodextrina, lo que indicaría la formación de un complejo entre los componentes.

Resultados similares se observaron en el laboratorio empleando HPbCD con grado de

sustitución 0,6.39 La exaltación observada puede ser producto de la restricción de los

grados de libertad de movimiento de CZL (aumento de la rigidez estructural) que
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Fig. 5.7. Espectro de CZL 0,5 mM en ausencia de HPbCD (–––). Espectro de CZL 0,5 mM en
presencia de HPbCD 10,0 mM (–––). Los espectros intermedios, en orden ascendente de
intensidad, corresponden a CZL 0,5 mM en presencia de [HPbCD] 1,0 mM; 2,0 mM; 3,0 mM;
5,0 mM y 7,0 mM. Solvente: SBF/CH3OH (95:2 % v/v). lexc= 290 nm. Potencia del detector:
650 V.  25,0 °C. Inset: espectro ampliado en la región de los máximos de emisión.
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desfavorece los procesos de relajación no radiantes (conversión interna, transferencia

de  energía  intermolecular,  etc.)  favoreciendo  así  la  desactivación  por  emisión  de

fotones  (fluorescencia),  o  bien  producto  de  alteraciones  de  la  micropolaridad

circundante o de la protección de los estados excitados dentro de la cavidad cuando

se forma un complejo.67 Por lo tanto, es posible predecir, al menos cualitativamente,

que el núcleo carbazólico está incluido en la cavidad de la ciclodextrina o asociado

íntimamente a  una de las caras de la cavidad de forma superficial.  Los resultados

obtenidos en espectroscopia de fluorescencia están de acuerdo con los observados

mediante espectroscopia de absorción UV-visible pero, a diferencia de estos últimos,

las variaciones espectrales observadas en emisión de fluorescencia si permitieron la

determinación  cuantitativa  de  la  termodinámica  de  la  formación  del  complejo

(constante de asociación).

5.4.2. Determinación de la constante de asociación del complejo CZL@HPbCD

La asociación   entre  un receptor  macrocíclico  R y  un determinado  sustrato  S

puede ocurrir por inclusión del S dentro de la cavidad del R, formando una nueva

especie  S@R  denominada  endo-complejo.  Si  la  interacción  entre  los  dos

componentes es, en cambio, de tipo superficial entre los grupos funcionales externos

de R con S, entonces el complejo se denomina exo-complejo.35,67 La formación de un

complejo R@S puede producir modificaciones de las propiedades físicas y químicas

tanto de R como de S, o incluso presentar nuevas propiedades que son características

del  complejo  una  vez  formado.35 Para  poder  llevar  a  cabo  la  determinación

cuantitativa de la afinidad entre los componentes de un complejo S@R se pueden

utilizar  diferentes  técnicas  instrumentales,  como  espectroscopia  UV-visible,  de

fluorescencia  o  resonancia  magnética  nuclear  (RMN),  que  permiten  calcular  los

parámetros  termodinámicos  de  el  proceso  mencionado,  como  la  constante  de

asociación sustrato-receptor (KA),  y los cambios de energía libre (DG), de entropía

(DS) y de entalpía (DH).71 Para poder determinar la constante de asociación se deben

medir, mediante una técnica adecuada, las propiedades afectadas por la interacción

entre huésped y receptor al ir variando la concentración de un componente mientras
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la concentración del otro se mantiene constante.

Para este caso en particular, y considerando los resultados obtenidos y discutidos

en la sección anterior, se llevó a cabo la determinación de la constante de asociación

entre CZL e HPbCD mediante espectroscopia de emisión de fluorescencia.

Si suponemos que la estequiometría del complejo es 1:1, se establece el siguiente

equilibrio químico, con una constante de equilibrio KA (Ec. 5.3.)

En la ecuación 5.3.  [S],  [R] y  [S@R] son las concentraciones en equilibrio del

sustrato y del receptor libres (no complejados), y del complejo, respectivamente.  

Por  otro  lado,  la  intensidad  de  emisión  de  fluorescencia  de  un  fluoróforo

(expresada  como  unidades  de  área)  cuya  concentración  cumple  con  la  relación

2,303A < 0,05 (A= absorbancia), se define como:

En  la  ecuación  5.4.,  B  es  una  constante  asociada  a  diversos  parámetros

instrumentales, I0 representa la intensidad de la fuente de excitación, b es el paso

óptico, f es el rendimiento cuántico de fluorescencia, e es la absortividad molar a lexc

y [S] es la concentración molar del sustrato fluorescente. Si todas las constantes de

proporcionalidad que relacionan la intensidad de fluorescencia con la concentración

de  sustrato  en la  ecuación 5.4.  se  agrupan en una única  constante  z,  ésta  puede

reescribirse como indica la ecuación 5.5., donde los subíndices “0” indican ausencia

de receptor.39
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KA=
[S@R ]

[S][R ]
Ec. 5.3.

F=2,303BI0bϕε[S] Ec. 5.4.

F0=ζ[S]0 Ec. 5.5.
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Si se considera la presencia de un receptor macrocíclico R, la fluorescencia total

del  sistema  será  la  sumatoria  de  las  contribuciones  individuales  de  las  distintas

especies presentes en el equilibrio, como se establece en la ecuación 5.6.

Como se mencionó previamente, para el caso de la HPbCD, no existe emisión de

fluorescencia por parte del macrociclo, por lo que la ecuación anterior se simplifica a

la ecuación 5.5.

Si consideramos la ecuación de la constante de equilibrio para la formación del

complejo entre R y S (Ec. 5.1.), y reemplazamos [S@R] en la ecuación 5.7., obtenemos

la ecuación 5.8.

Teniendo  en  cuenta  el  balance  de  masa  de  una  mezcla  en  equilibrio,

[S]0= [S] + [S@R], y la expresión de la constante de equilibrio (Ec. 5.3.), es posible

definir una relación, FR, entre la emisión de fluorescencia del sustrato en presencia

(F) y en ausencia (F0) de receptor, combinando las ecuaciones 5.6. y 5.5., que resulta

en la siguiente expresión (Ec. 5.9.):

La relación entre las constantes  zS@R y  zS es igual a  eS@RfS@R/eSfS y representa la

relación  de  los  rendimientos  cuánticos  de  fluorescencia  del  sustrato  complejado

respecto  del  sustrato  libre  (F),  siempre  que  eS@R=eS a  la  longitud  de  onda  de

excitación.  Si  se  trabaja  en  condiciones  de  pseudo-primer  orden  ([R]>>>[S])  de
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F=ζS [S]+ζR [R ]+ζS@R [S@R ] Ec. 5.6.

F=ζS [S]+ζS@R [S@R ] Ec. 5.7.

F=[S](ζS+ζS@R [R ]K A) Ec. 5.8.

FR=
F
F0

=

1+
ζS@R

ζS
KA [R ]

1+KA [R ]
Ec. 5.9.
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forma tal que [R]≈[R]0, entonces la ecuación 5.9. puede reescribirse de la siguiente

manera:

A partir de los datos de emisión de fluorescencia a una concentración constante de

sustrato  fluorescente,  y  a  diferentes  concentraciones  iniciales  de  receptor  [R]0,  es

posible determinar la constante de asociación en complejos de estequiometría 1:1 a

partir de la ecuación 5.10., denominada isoterma de asociación.

En la figura 5.8. se muestran los valores obtenidos de FR a una concentración de

CZL igual a 0,5 mM y concentraciones crecientes de HPbCD hasta 10,0 mM. Todas las

mediciones  de  fluorescencia  se  llevaron a  cabo  en  condiciones  de  pseudo-primer

orden.

A partir del ajuste de regresión no lineal de los datos obtenidos se obtuvo una
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FR=
1+ΦKA [R ]0
1+KA [R ]0

Ec. 5.10.

Fig. 5.8. Variación de FR para 0,5 mM de CZL en función de [HPbCD]0. Solvente: SBF/CH3OH
(95:2 % v/v) lexc= 290 nm. Potencia del detector: 650 V. 25,0 °C. En rojo se muestra el ajuste
no lineal de los puntos experimentales de acuerdo a la Ec. 5.10.
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constante  de  asociación  para  el  complejo  igual  a  (205±7)  M-1 y  una  relación  de

rendimientos cuánticos (F) igual a (1,28±0,08). La constante de asociación entre CZL

e HPbCD determinada previamente en nuestro laboratorio para una CD de grado

sustitución 0,6 y mediante una metodología equivalente tuvo un valor igual a (12±1)

102 M-1.39 Estos resultados indican que hay una fuerte dependencia de la afinidad

entre sustrato y macrociclo con el grado de sustitución de este último. Este efecto

podría  atribuirse  a  que  una  mayor  cantidad  de  grupos  2-hidroxipropilo  en  la

ciclodextrina  nativa  podría  dar  lugar  a  efectos  estéricos  que  desfavorecen  la

asociación entre los componentes. Estos resultados refuerzan la hipótesis sobre la

formación  de  un  complejo  de  inclusión  entre  CZL  e  HPbCD,  ya  que  una  mayor

cantidad de grupos sustituyentes impediría, por efectos estéricos, la incorporación del

sustrato a la cavidad de la ciclodextrina, razón por la cual se obtienen constantes de

asociación  más  bajas.  Sin  embargo,  cabe  aclarar  que  los  estudios  realizados  no

proveen información estructural de la especie supramolecular formada. La relación

de rendimientos cuánticos mayor a 1 indica que CZL presenta una mayor emisión de

fluorescencia formando parte del complejo que como sustrato libre. Este incremento

de la señal de fluorescencia de CZL en el complejo con HPbCD podría ser la base para

desarrollar metodologías analíticas más sensibles para la detección y cuantificación

de diferentes nanomateriales.

5.4.3. Síntesis y caracterización de las nanopartículas metálicas

Se sintetizaron seis nanomateriales de oro y de plata diferentes. La obtención de

los nanomateriales cursó con cambio de coloración de las soluciones de partida, a

tonalidades  rojizas  en  el  caso  de  AuNP  y  amarillas/verdes  para  AgNP.  Las

nanopartículas  obtenidas  se  caracterizaron  por  espectroscopia  UV-visible  con  el

objetivo de observar el perfil general de las bandas SPR (Fig. 5.9.).
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Las AuNP sintetizadas presentaron una banda SPR alrededor de los 530 nm en el

espectro  UV-visible,  mientras  que  las  AgNP,  alrededor  de  los  400  nm.

Particularmente, AgNR presentó dos bandas de plasmón (banda transversal y banda

longitudinal)  como  consecuencia  de  su  anisotropía  morfológica,  apareciendo  la

segunda  banda  a  630  nm.  Los  máximos  de  absorción  observados  para  cada

nanopartícula  están  en  consonancia  con  lo  esperado  para  este  tipo  de

nanomateriales.72–74 Las  posiciones  de  las  bandas  SPR  de  cada  nanomaterial  se

resumen en la tabla 5.1. 

Las NP también se caracterizaron mediante TEM para analizar la  morfología y

determinar las dimensiones de cada tipo de NP utilizada (Fig. 5.10.A-F). Desde el

punto de  vista  morfológico,  todas  las  partículas  obtenidas,  a  excepción de AgNR,

presentaron forma esférica. En el caso de AgNR, se obtuvo una mezcla de partículas

esféricas  y  partículas  en  forma  de  varilla.  Respecto  de  las  dimensiones,  las  NP

mostraron  una  distribución  poblacional  de  tipo  normal.  Los  tamaños  promedio

determinados por TEM se informan en la Tabla 5.1. 
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Fig. 5.9. Espectros UV-visible normalizados de nanomateriales de plata (rojo) y oro (negro).
(–––) AgNPc (······) AgNPg (– – –) AgNR (–––) AuNPc (······) AuNPg (– – –) AuNPheba
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La concentración de las nanopartículas obtenidas se estimó mediante el algoritmo

NaNoPoLC60 (Anexo  B)  para  aquellas  con  morfología  esférica  y  con  el  algoritmo

presentado en el capítulo 4 de esta tesis para AgNR (multiforma). La distribución de
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Fig. 5.10.  Imágenes TEM representativas de las diferentes nanopartículas utilizadas y su
distribución de tamaños. A) AuNPc B) AuNPg C) AuNPheba D) AgNPg E) AgNPc F) AgNR. Para
AgNR, la  distribución de tamaños corresponde a la mostrada en el  capítulo 4 (Sección
4.4.2.).
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tamaños se obtuvo para cada tipo de partícula mediante múltiples micrografías TEM,

con  el  análisis  de  una  gran  población  de  partículas  individuales  (>1500).  Las

concentraciones  calculadas  para  cada  una  de  las  nanopartículas  sintetizadas  se

resumen en la tabla 5.1. Para el caso particular de AgNR, formadas por una mezcla de

partículas esféricas y en forma de varillas, la concentración total fue (6,75±0,02) nM.

Tabla 5.1. Máximos de absorción, tamaños promedio y concentración de las nanopartículas 
sintetizadas.a

Tipo de
NP

lmax /
nm

Diámetro
medio / nm

[NP]/ nM Tipo de
NP lmax / nm

Diámetro
medio / nm

[NP]/ nM

AgNPg 396,5 16 (5) 0,86 (0,03) AuNPg 535,0 61 (9) 78 (1)

AgNPc 402,0 11 (5) 6,75 (0,02) AuNPc 527,0 18 (5) 23,68 (0,8)

AgNR
402,0
638,0

E 15 (5) 3,17 (0,01)

AuNPheba 530,0 24 (4) 1,18 (0,01)  Largo: 54 (9)
   Ancho: 13 (2)

3,58 (0,01)

5.4.4. Interacción NP-sondas fluorescentes

Los estudios de interacción entre las sondas fluorescentes, CZL y CZL@HPbCD,

con  los  diferentes  nanomateriales  sintetizados  se  llevaron  a  cabo  mediante

espectroscopia  de  fluorescencia.  Como  se  mencionó  en  la  introducción  de  este

capítulo,  se  ha  observado  que  las  propiedades  fluorescentes  de  las  sondas  están

estrechamente relacionadas con la distancia existente entre la misma y la superficie

metálica  del  nanomaterial,  como resultado de la  interacción plasmónica entre  los

componentes.15 En la figura 5.11. se muestra, a modo representativo, la emisión de

fluorescencia  de  soluciones  de  concentración  fija  de  las  sondas  fluorescentes

estudiadas al interaccionar con AgNPg y AuNPg, a diferentes niveles de [NP]. 
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a Entre paréntesis se informa la desviación estándar. 

(E) Esferas,  (V) varillas.
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Los espectros de fluorescencia muestran una clara disminución de la emisión de

CZL y de CZL@HPbCD ante el  aumento de la  concentración de AuNPg y AgNPg

(quenching).  Para  el  resto  de  las  partículas  estudiadas  se  observaron  efectos

similares.  La  única  excepción  fue  la  muestra  AgNPc/complejo,  en  la  cual  no  se

observaron variaciones significativas de la emisión del fluoróforo. La desactivación de

la emisión de fluorescencia observada indica que el fluoróforo se posiciona en las

inmediaciones  de  las  AgNP  y  AuNP,  probablemente  por  la  presencia  del  átomo
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Fig.  5.11.  Efecto  de  la  concentración  creciente  de  NP  sobre  las  sondas  fluorescentes
estudiadas, en SBF/CH3OH (92:2 % v/v) a 25,0 °C. A) AuNPg/CZL, B) AuNPg/CZL@HPbCD, C)
AgNPg/CZL, D) AgNPg/CZL@HPbCD.
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electronegativo  de  nitrógeno  en  la  estructura  del  CZL  que  interacciona

atractivamente  con la  superficie  metálica.65 Como se mencionó previamente  en la

sección  5.1.1.,  el  quenching de  fluorescencia  puede  ocurrir  por  FRET,75 como

consecuencia del solapamiento de la banda de emisión del donor (CZL) con la banda

de absorción del aceptor (NP) dentro de la región espectral.28 En este caso particular,

si se comparan los espectros de absorción de las diferentes nanopartículas utilizadas

(Fig. 5.9.) con los espectros de emisión de CZL (Fig. 5.11.), se puede observar que hay

solapamiento espectral en toda la región de emisión del fluoróforo. Otra explicación a

la  atenuación de la  fluorescencia  observada puede ser la  transferencia  de energía

superficial (SET), que puede surgir como resultado de una fuerte interacción de los

electrones libres de la banda de conducción de la superficie metálica con el campo

electromagnético  del  dipolo  del  donor  cuando  éste  se  encuentra  muy  cerca  del

metal.76 A diferencia de FRET, SET no requiere una transición electrónica discreta

resonante, sino que la interacción ocurre con los niveles electrónicos continuos del

sistema metálico.76,77 Es probable que ambos mecanismos ocurran simultáneamente,

dando lugar al quenching de fluorescencia de CZL observado.

La  dependencia  de  la  desactivación  de  la  fluorescencia  con  el  incremento  de

concentración de las nanopartículas metálicas (quenchers) responde a la ecuación de

Stern-Volmer. Si bien la derivación formal de la ecuación de Stern-Volmer surge de

considerar las velocidades de todos los procesos de desactivación de un fluoróforo en

el estado excitado, es posible obtener dicha ecuación teniendo en cuenta la formación

de  un  complejo  entre  la  sonda  fluorescente  (CZL)  y  el  quencher (NP),  de  forma

similar al análisis realizado en la sección 5.4.2. Con estas consideraciones, la ecuación

5.10. puede escribirse de la siguiente manera (Ec. 5.11.), donde F toma el valor cero

ya que zCZL@NP es nulo al considerar que la nanopartícula desactiva completamente la

emisión de fluorescencia de la sonda en la proximidad de la superficie metálica.

163

Capítulo 5

FR=
F
F0

=
1+ΦK [NP]

1+K [NP]
=

1
1+K [NP]

Ec. 5.11.
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La  recíproca  de  la  ecuación  5.11.  es  una  función  lineal  que  corresponde  a  la

ecuación  de  Stern-Volmer  que  fue  presentada  en  el  capítulo  4  (Ec.  4.11.).  Esta

ecuación relaciona las señales relativas de fluorescencia de la sonda en ausencia y

presencia de las nanopartículas metálicas con la concentración de NP, donde K es

igual a la constante de Stern-Volmer (KSV).

En  función  de  los  resultados  obtenidos  para  cada  tipo  de  nanopartícula,  se

graficaron las curvas de Stern-Volmer (Fig. 5.12.A-F), tomando la relación de áreas

bajo la curva de los espectros de emisión en ausencia de NP (F0) y en presencia de las

mismas (F) a diferentes niveles de [NP].
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A  excepción  de  la  muestra  AgNPc/CZL@HPbCD,  se  observó  comportamiento

lineal, y por lo tanto se pudieron calcular las constantes de Stern-Volmer (Tabla 5.2.)

correspondientes mediante regresión lineal por cuadrados mínimos de acuerdo a la

ecuación 5.12.

Tabla 5.2. Constantes de Stern-Volmer de CZL y CZL@HPbCD para cada tipo de NP a 25,0 °C.a

Tipo de NP / tamaño
medio (nm)b

KSV
c / 109 M-1

CZL CZL@HPbCD

AuNPg / 61 (9) 32,7 ± 0,6 17,2 ± 0,8

AuNPc / 18 (5) 1,65 ± 0,07 0,72 ± 0,03

AuNPheba / 24 (4) 7,1 ± 0,2 3,5 ± 0,2

AgNPg / 16 (5) 2,1 ± 0,1 1,47 ± 0,06

AgNPc / 11 (5) 0,50 ± 0,02 -

AgNR / esferas 15 (5)
varillas 54 (9) x 13 (2)

9,1 ± 0,2 4,0 ± 0,2
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Fig.  5.12.  Curvas de Stern-Volmer de CZL (rojo) y CZL@HPbCD (negro) en presencia de
nanopartículas  metálicas  en  SBF/CH3OH  (92:2  %  v/v)  a  25  °C.  A) AuNPg.  B) AuNPc.
C) AuNPheba.  D) AgNPg.  E) AgNPc.  F) AgNR.  Las  barras  de  error  corresponden  a  las
desviaciones estándar de triplicados de cada nivel de concentración. 

a [CZL]= 100 nM; [CZL@HPbCD]= 100 nM:5,0 mM; lexc= 290,0 nm; ancho de rendijas= 5 nm; SBF/CH3OH (92:2
% v/v).
b Entre paréntesis se informa la desviación estándar.
c El error informado es el error estándar de la calibración.
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En términos generales se puede observar que los valores de KSV obtenidos con CZL

fueron siempre mayores que aquellos obtenidos con el complejo CZL@HPbCD para

todos  los  tipos  de  partícula  estudiados.  En  todos  los  casos,  las  constantes

disminuyeron entre un 30 % y 66 % respecto de las determinadas para CZL. Incluso

para AgNPc, se observa que las concentraciones crecientes de AgNP no afectan la

emisión de fluorescencia  de  CZL@HPbCD y no se  puede determinar  un valor  de

constante. Si bien el complejo presenta una emisión de fluorescencia más intensa que

el  sustrato  aislado,  su  interacción  con  las  nanopartículas  metálicas  está

aparentemente desfavorecida, resultando en menores constantes de Stern-Volmer. Es

muy probable que la inclusión del fluoróforo en la cavidad de la ciclodextrina impida

el acercamiento de CZL hasta la superficie metálica del nanomaterial, afectando los

procesos  fotofísicos  de  transferencia  de  electrones  o  energía  que  ocurren  a  nivel

superficial, lo que conduce a una desactivación de la fluorescencia menos marcada.

La disminución de intensidad de emisión observada podría ser entonces resultado de

la interacción de las NP únicamente con CZL libre, que no forma parte del complejo

con  la  ciclodextrina.  Cabe  aclarar  que  trabajos  realizados  con  anterioridad  en  el

laboratorio  mostraron  que  no  hay  interacción  apreciable  entre  CD  y  las  NP

estudiadas,  no  observándose  ninguna  variación  significativa  de  las  propiedades

espectroscópicas,  morfológicas  o  de  estabilidad  de  las  NP.78 Estos  resultados  se

reconfirmaron para  la  HPbCD utilizada  en  estos  experimentos  mediante  estudios

exploratorios iniciales.

Por  otro  lado,  se  observa  que  la  naturaleza  del  nanomaterial  (metal,  ligando,

tamaño) también tiene una gran influencia sobre la desactivación de la fluorescencia

de CZL. Si bien no es posible hacer un análisis sistemático de la influencia de cada

variable  sobre  las  constantes  de  Stern-Volmer  determinadas,  es  posible  obtener

algunas  generalizaciones.  Se  observa  que  el  valor  de  KSV está  particularmente

influenciado  por  el  tamaño  de  las  partículas,  con  mayores  KSV en  partículas  con

mayores diámetros promedio. Si bien se podría esperar que las partículas de menor

tamaño  presentaran  un  mayor  porcentaje  de  quenching como  resultado  de  una
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mayor  área  superficial  disponible,  también  hay  que  considerar  que  aquellas

nanopartículas que se obtuvieron con mayores dimensiones también lo hicieron con

mayor polidispersidad, y la contribución de las partículas de menor tamaño podrían

influir de manera importante en la desactivación de la fluorescencia. Sin embargo, no

hay  posibilidades  de  comparar  esta  variable  independientemente  del  resto  de  las

características de las NP ya que no se disponía de nanopartículas del mismo material

y  ligando  pero  de  diferentes  dimensiones.  Un  caso  particular  es  el  de  AgNR,

conformado por partículas esféricas, de tamaño comparable a aquellas en AgNPc, y

partículas en forma de varilla. La KSV determinada para AgNR es aproximadamente

18  veces  mayor  que  para  AgNPc,  aun  conteniendo  el  mismo  ligando  sobre  la

superficie. Esto da indicios de que la forma también juega un rol importante en la

interacción de la sonda con la superficie del nanomaterial, aunque también puede ser

consecuencia  del  mayor  tamaño  que  presentan  las  varillas,  de  acuerdo  con  lo

discutido anteriormente.

Para el mismo tipo de metal,  si  se compara la influencia del ligando sobre los

valores de KSV, se puede concluir que las constantes son mayores cuando el ligando es

ácido gálico y menores cuando es el anión citrato. Este comportamiento se observa

independientemente  del  tipo  de  metal  y  se  asocia  a  la  fuerza  de  interacción  del

ligando con la superficie metálica o al grado de superficie metálica libre disponible

para interaccionar con CZL, ya que el quenching requiere interacción superficial.27

Si se considera el tipo de metal, las KSV obtenidas resultaron siempre mayores con

AuNP que con AgNP cuando el ligando sobre la superficie metálica fue el mismo,

llegando a ser hasta 15 veces mayor para el caso de las nanopartículas funcionalizadas

con ácido gálico, aunque hay que tener en cuenta que las NP comparadas también

tienen una gran diferencia de tamaños. Estos resultados indicarían que existe una

mayor afinidad de CZL por los átomos de oro que por los de plata en la superficie del

nanomaterial. Si la interacción entre CZL y el metal está mediada principalmente por

fuerzas de tipo electrostáticas o dipolares,  y mediadas por el  par electrónico libre

sobre el átomo de nitrógeno de carbazol, la mayor afinidad de la sonda fluorescente

por el oro podría explicarse por la  mayor electronegatividad de este elemento.
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Si bien es posible hacer estas generalizaciones, hay que tener en cuenta que todas

las  variables  que  caracterizan  el  nanomaterial  influyen  simultáneamente  sobre  la

capacidad de desactivar la emisión de la sonda fluorescente, y es muy probable que

existan  interacciones  entre  factores  que  no  puedan  analizarse  sin  estudios  más

profundos y sistemáticos, que estaban fuera del objetivo de esta tesis.

En  todos  los  casos  bajo  estudio  se  obtuvieron  respuestas  lineales  para  el

quenching de fluorescencia de CZL o del complejo CZL@HPbCD producido por el

incremento de la concentración de las nanopartículas metálicas, con mayor o menor

sensibilidad dependiendo de cada caso. Por lo tanto, esta estrategia podría ser útil

para el desarrollo de un método analítico que permita la detección y cuantificación de

este tipo de nanomateriales, principalmente en sistemas ambientales acuáticos. Para

ello, se llevaron a cabo diferentes experimentos con el objetivo de validar el método

propuesto, que se describen en la siguiente sección.

5.4.5. Determinación de parámetros analíticos de los métodos propuestos

5.4.5.1. Linealidad y sensibilidad de calibración

En base a lo discutido en la sección 5.4.4., es posible utilizar la relación entre las

variables (F0/F) y  [NP] como curva de calibración de un nuevo método analítico. De

esta manera, los parámetros estadísticos de la calibración, es decir, la sensibilidad

(m) y la señal del blanco, corresponden a KSV y a la señal analítica de CZL en ausencia

de cualquier nanopartícula (F0/F=1), respectivamente.

La  correlación  entre  la  señal  analítica  y  la  concentración de  NP se  comprobó

mediante el coeficiente de Pearson r, mientras que el modelo lineal se validó en cada

caso mediante un test ANOVA, el análisis del estadístico F y un test de falta de ajuste

(LOF). Todos los parámetros estadísticos determinados se resumen en la Tabla 5.3.
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Tabla 5.3. Estadísticos F, p-valor>LOF y coeficientes de correlación r del modelo lineal de la 
calibración.

CZL CZL@HPbCD

Tipo de
NP

F
p-

valor>Fa

p-
valor>
LOFb

r
Tipo de

NP
F

p-
valor>Fa

p-
valor>
LOFb

r

AuNPg 826,4 9,5 x10-7 0,914 0,9970 AuNPg 640,1 1,8 x10-6 0,848 0,9961

AuNPc 4985,
4

1,1 x10-8 0,380 0,9995 AuNPc 310,5 1,1 x10-5 0,236 0,9920

AuNPheba 2757,6 4,7 x10-8 0,516 0,9990 AuNPheba 902,3 7,7 x10-7 0,849 0,9972

AgNPg 848,7 1,4 x10-8 0,988 0,9959 AgNPg 257,0 8,9 x10-7 0,818 0,9866

AgNPc 3583,2 7,4 x10-11 0,405 0,9998 AgNPc 6,8 0,05 0,039 0,7010

AgNR 2665,6 5,2 x10-8 0,346 0,9991 AgNR 491,1 3,5 x10-6 0,359 0,9950

 Para todas las nanopartículas estudiadas, a excepción de AgNPc, se obtuvieron

resultados  que  comprueban  la  relación  lineal  entre  las  variables  F0/F  y  [NP].  El

coeficiente de correlación para la calibración de AgNPc con CZL@HPbCD indicó que

existe  baja  dependencia  entre  la  variable  dependiente  y  la  independiente,  y  el

estadístico F comprobó que los resultados no pueden ajustarse a un modelo lineal al

95 % de confianza. Para el resto de las nanopartículas evaluadas se obtuvieron valores

de  r superiores a 0,99, indicando una alta dependencia entre la desactivación de la

fluorescencia  de  CZL  y  la  concentración  de  las  nanopartículas.  Por  otro  lado,  la

comparación  de  los  valores  de  F calculados  con  los  F críticos  para  cada  caso

conducieron a p-valores mucho menores que 0,05, indicando la validez del modelo

lineal al 95 % de confianza en el intervalo de concentraciones estudiado para estas

nanopartículas.  La  falta  de  ajuste  resultó  no  significativa  para  todos  las  sistemas

evaluados (p-valor LOF>0,05), a excepción del caso de AgNP que fue mencionado

anteriormente.  Que la  LOF sea no significativa  indica  que no hay  evidencias  que

permitan afirmar que la curva de calibración está sesgada y que, por lo tanto, aplicar

el modelo de ajuste lineal es apropiado. Asimismo, se comprobaron los supuestos de
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normalidad de los residuales de la regresión lineal y la homocedasticidad (iguales

varianzas para cada observación) de estos residuales en todos los casos en los que el

modelo lineal fue válido.

Los  valores  de  sensibilidad  determinados  para  las  diferentes  calibraciones  se

corresponden con las constantes de Stern-Volmer de los experimentos de quenching

de fluorescencia, y se mostraron previamente en la tabla 5.2. En todos los casos, las

sensibilidades  de  calibración  estuvieron  en  el  orden  de  109 M-1,  siendo  siempre

mayores  para  CZL  que  para  CZL@HPbCD,  independientemente  del  tipo  de

nanopartícula analizada, como ya se mencionó anteriormente. El método propuesto

resulta, en general, más sensible para partículas de oro, de mayor tamaño y con ácido

gálico como ligando.

5.4.5.2. Límites de detección y cuantificación

Los LOD y LOQ se determinaron según las definiciones de la IUPAC presentadas

en el Anexo D de esta tesis (Ec. C.7. y C.9., respectivamente). A tal fin, se determinó la

desviación  estándar  de  la  señal  analítica  del  blanco químico (Sx0)  en ausencia  de

nanopartículas  a  partir  de  la  medición  de  los  espectros  de  fluorescencia  de  dos

conjuntos de 20 soluciones de CZL (100 nM) y CZL@HPbCD (100 nM:5 mM), que

actúan  como  sensores  analíticos  del  método  propuesto.  Los  valores  de  Sx0

determinados  resultaron  iguales  a  0,006  (CZL)  y  0,005  (CZL@HPbCD).  Las

desviaciones  de  los  blancos  resultan  muy  similares,  independientemente  de  la

presencia de la ciclodextrina en el caso del complejo, por lo que las diferencias de

LOD y LOQ son principalmente resultado de las diferentes sensibilidades de cada

sensor.

La tabla 5.4.  muestra los valores calculados de LOD y LOQ para cada tipo de

partícula analizada.
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Tabla 5.4. Límites de detección y cuantificación de diferentes NP empleando el método 
analítico propuesto.a

Tipo de
NP

LOD / 10-12 M LOQ / 10-12 M

CZLab CZL@HPbCDc CZLb CZL@HPbCDc

AuNPg 1,10 1,19 3,3 3,6

AuNPc 16,1 21,0 48,3 63,1

AuNPheba 5,4 6,5 16,3 19,4

AgNPg 10,1 20,4 30,4 61,2

AgNPc 34,5 - 103,4 -

AgNR 3,3 10,6 9,9 31,8

En la mayoría de los casos los límites de detección determinados se encontraron

en el orden de los pM (10-12 M), indicando que el método analítico propuesto permite

la detección y cuantificación de muy pequeñas concentraciones de nanopartículas,

independientemente  del  material  o  ligando.  De todas  las  partículas  analizadas,  la

metodología  mostró  mejores  resultados  con  AuNPg,  AgNPheba  y  AgNR,  como

consecuencia  de  sus  mayores  efectos  sobre  la  fluorescencia  de  CZL,  como  ya  se

discutió previamente en la sección 5.4.4. Al comparar los resultados obtenidos con los

dos sistemas de sensado, se observó que no hay una mejora significativa de los LOD y

LOQ por la presencia de la ciclodextrina y, en todos los casos, los valores obtenidos

son  mayores  a  los  determinados  utilizando  únicamente  CZL  como  sensor.  Estos

resultados  eran  esperados  ya  que,  en  general,  CZL@HPbCD presenta  una  menor

sensibilidad  ante  todas  las  partículas  analizadas  y  la  desviación  del  blanco  (Sx0)

resulta  comparable  a  la  de  CZL.  Teniendo  en  cuenta  que  la  exaltación  de

fluorescencia observada cuando se forma el complejo no se tradujo en una mejora de

los diferentes parámetros análiticos del método (sensibilidad, LOD, LOQ) respecto a

los  obtenidos  utilizando  CZL  como  sensor,  los  demás  ensayos  de  validación

requeridos no se evaluaron para el sistema CZL@HPbCD.

171

Capítulo 5

a Los  límites  de  detección  y  cuantificación  se  determinaron  de  acuerdo  a  las  ecuaciones  C.7.  y  C.9.,
respectivamente.
b [CZL]= 100 nM. 
b [CZL@HPbCD]= 100 nM:5 mM.
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Los límites de detección determinados mediante esta nueva  metodología son del

mismo orden que los reportados en bibliografía  para nanopartículas metálicas  de

características  similares.14,79,80 Estas  metodologías  se basan,  al  igual  que la  que se

presenta  en  este  capítulo,  en  técnicas  espectroscópicas  como  UV-visible  y

fluorescencia,  en  conjunto  con  la  utilización  de  diferentes  sensores  para  la

cuantificación  de  los  nanomateriales,  como  colorantes14,79 u  otros  nanomateriales

como carbon dots.80 La tabla 5.5. compara las prestaciones analiticas de los diferentes

métodos mencionados.

Tabla 5.5. Comparación de los LOD de diferentes métodos para NP similares al descrito en 
este capítulo.

Tipo de NP Diámetro
/ nm

Ligando Método LOD Ref.

AuNP

22 citrato
Quenching de fluorescencia de

rodamina 6G en SBF

4,5 pM 14

26 citrato 3,6 pM 14

20 citrato Quenching de fluorescencia de
carbon dots funcionalizados

0,2 nM 82

13 - 35 citrato Interacción con colorantes por UV-
visible

0,2 nM 81

18 citrato Quenching de fluorescencia con
CZL (esta tesis)

16,1 pM -

AgNP

18 ácido gálico
Quenching de fluorescencia de

rodamina 6G en SBF

15,6 pM 14

12 SDDCa 4,9 pM 14

16 ácido
gálico

Quenching de fluorescencia con
CZL (esta tesis)

10,1 pM -

10 - 20 citrato Quenching de fluorescencia de
carbon dots funcionalizados

5,17 nM 73

52 citrato Interacción con colorantes por UV-
visible

19 pM 72

11 citrato Quenching de fluorescencia con
CZL (esta tesis)

34,5 pM -

Existen  actualmente  otros  métodos  analíticos  que  presentan  una  disminución
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significativa  de  los  LOD  de  nanopartículas,  llegando  al  orden  de  los  fM.81,82 Sin

embargo,  estos  menores  límites  vienen  de  la  mano  del  empleo  de  técnicas  que

involucran  la  utilización  de  instrumentación  más  compleja  y  costosa,  como  ICP-

MS,83–85 o  que  incluyen  múltiples  pasos  experimentales  y  largos  tiempos  de

preparación, como digestión de las muestras previa al análisis y preconcentración de

las mismas.10,13,86

El método analítico propuesto en esta tesis, además de permitir la detección de

concentraciones de AuNP y AgNP en el orden pM, presenta la ventaja de ser simple,

rápido  y  económico,  sin  requerir  la  utilización  de  gran  cantidad  de  reactivos  ni

equipamiento  complejo  o  de  personal  altamente  capacitado  para  llevar  a  cabo  el

análisis.

5.4.5.3. Exactitud y repetibilidad

La exactitud y la repetibilidad (precisión intra-ensayo) del método se evaluaron a

3 niveles de concentración para cada tipo de nanopartícula, abarcando todo el rango

dinámico lineal de las curvas de calibración individuales. Las soluciones a cada nivel

de concentración se prepararon por sextuplicado, en las condiciones experimentales

establecidas  previamente.  Los  niveles  de  concentración  analizados  en  esta  etapa

fueron diferentes a  los utilizados durante  la etapa de calibración,  pero estuvieron

dentro del intervalo lineal de la metodología analítica. Para determinar la exactitud

del método se realizó una comparación de medias mediante una prueba t de Student

entre los valores de concentración experimentales predichos por el modelo lineal de

calibración y el valor conocido adicionado en las muestras, a un nivel de significancia

igual  a  0,05.  La  comparación  se  efectuó  con  la  premisa  de  que  las  medias

experimentales son iguales a los valores conocidos, es decir, que la hipótesis nula H0:

x=m.  La repetibilidad se evaluó realizando el análisis de todas las muestras por el

mismo  analista,  bajo  las  mismas  condiciones  experimentales  y  en  el  mismo  día,

determinando para cada nivel  de  concentración y  cada partícula  el  coeficiente  de

variación porcentual (CV %). La tabla 5.6. muestra los resultados obtenidos respecto

a la exactitud y la precisión intra-ensayo del método analítico propuesto.
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Tabla 5.6. Análisis de la exactitud y la repetibilidad del método.a

Tipo NP
[NP] / pM b

p-valorc CV %
Nominal Determinada

AuNPg

3,00 3,1 (0,2) 0,135 6,4

4,00 4,0 (0,2) 0,704 5

5,00 5,03 (0,08) 0,412 1,6

AuNPc

50,0 52 (4) 0,275 7

90,0 94 (6) 0,163 6

140,0 137 (4) 0,126 3

AuNPheba

15,0 16 (2) 0,258 12,4

45,0 47 (4) 0,223 8,8

75,0 75 (3) 0,975 3,5

AgNPg

25,0 26 (2) 0,317 7,7

50,0 52 (3) 0,191 5,8

80,0 82 (5) 0,363 6,1

AgNPc

120,0 11 (2) x 10 0,159 19,8

250,0 24 (3) x 10 0,745 13,9

400,0 41 (3) x 10 0,287 7

AgNR

10,0 11 (1) 0,192 10,3

35,0 36 (2) 0,405 5,1

65,0 65 (2) 0,706 3,2

Para todas las nanopartículas analizadas, y a todos los niveles de concentración, se

obtuvieron resultados que indican que no existen diferencias significativas entre las

concentraciones determinadas por el método analítico y las cantidades adicionadas,

al 95 % de confianza (p-valor>0,05). Por lo tanto, es posible afirmar que el método

propuesto  es  exacto  en  la  determinación  de  la  cantidad  de  NP  presente  en  las

muestras en las condiciones experimentales establecidas.

Por otro lado, los coeficientes de variación calculados resultaron en la mayoría de

los casos menores a 10 %, indicando que el método también presenta una excelente
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a [CZL]= 100 nM; lexc= 290,0 nm; ancho de rendijas em y exc= 5 nm; 25,0 °C. SBF/CH3OH (92:2 % v/v).
b Entre paréntesis se indica la desviación estándar de sextuplicados de cada muestra.
c Un p-valor de la prueba t-Student menor a 0,05 indica que la media experimental es significativamente
diferente al valor nominal al 95 % de confianza.
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precisión en la determinación de la concentración de las  nanopartículas metálicas

estudiadas. Los mayores CV % observados corresponden a las muestras de menor

concentración,  cerca  de  los  límites  de  cuantificación del  método.  En ningún caso

estos CV % superaron el 20 %, por lo que se considera que la precisión del método es

buena aun a bajas concentraciones de NP.

5.4.5.4. Precisión intermedia

La precisión intermedia se evaluó en tres días diferentes, durante un período de

tres  semanas,  a  fin  de  determinar  si  existen  diferencias  significativas  en  las

concentraciones calculadas mediante el método analítico a lo largo del tiempo. Las

mediciones fueron realizadas por el mismo analista y bajo las mismas condiciones

experimentales en los tres días, utilizando el mismo lote de cada NP estudiada para

todos los experimentos y las curvas de calibración previamente informadas. Todas las

muestras analizadas se prepararon por sextuplicado (n=6) y a los mismos niveles de

concentración que los indicados en la sección anterior. Las medias experimentales

calculadas en cada día,  y  para cada tipo de partícula y nivel  de concentración,  se

compararon simultáneamente mediante una prueba ANOVA, al 95 % de confianza.

La igualdad simultánea de las medias experimentales en los tres días diferentes se

definió  como H0: X1=X2=X3,  mientras  que  la  hipótesis  alternativa  (H1)  se  definió

como la desigualdad de al menos una de las medias experimentales. Los resultados

obtenidos se resumen en la tabla 5.7.

En  todos  los  casos,  los  resultados  indicaron  que  no  existen  diferencias

significativas entre las concentraciones determinadas en diferentes días al 95 % de

confianza (p-valor>0,05),  independientemente  del  tipo de partícula  y  del  nivel  de

concentración.  El  método  analítico  presentó  una  excelente  precisión  intermedia,

arrojando los mismos resultados independientemente  del  día  en que se  realice  la

determinación analítica. Del mismo modo, los resultado indican que no hay un efecto

significativo del envejecimiento de las NP en el período de tiempo estudiado.
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Tabla 5.7. Análisis de la precisión intermedia del método.a

Tipo NP
[NP] / pM b

p-valorc

Día 1 Día 2 Día 3

AuNPg

3,1 (0,2) 3,1 (0,1) 3,2 (0,3) 0,276

4,0 (0,2) 3,9 (0,2) 4,0 (0,1) 0,137

5,03 (0,08) 5,0 (0,1) 4,9 (0,2) 0,355

AuNPc

52 (4) 51 (3) 50 (4) 0,236

94 (6) 95 (6) 92 (5) 0,158

137 (4) 138 (5) 141 (4) 0,079

AuNPheba

16 (2) 15 (3) 16 (3) 0,669

47 (4) 44 (4) 47 (2) 0,060

75 (3) 72 (6) 74 (4) 0,640

AgNPg

26 (2) 25 (2) 25 (1) 0,536

52 (3) 51 (2) 50 (1) 0,323

82 (5) 88 (4) 86 (12) 0,459

AgNPc

106 (21) 10 (3) x 10 10 (2) x 10 0,934

245 (34) 24 (3) x 10 26 (2) x 10 0,627

414 (29) 38 (5) x 10 40 (4) x 10 0,32

AgNR

11 (1) 10,6 (0,8) 10,5 (0,6) 0,948

36 (2) 35 (2) 35 (2) 0,917

65 (2) 66 (2) 66 (1) 0,72

5.4.5.5. Selectividad

Una vez establecidas la exactitud y precisión del método, se evaluó la selectividad

del mismo, analizando en que medida se ve afectada la determinación analítica de las

nanopartículas  por  efecto  de  diferentes  especies  que  pueden  estar  presentes  en

muestras  reales.  Estos  potenciales  interferentes  se  adicionaron  a  muestras

conteniendo  CZL  (100  nM)  en  SBF/CH3OH  (92:2  %  v/v),  y  una  concentración

determinada de cada NP, indicadas en la tabla 5.8.

La selectividad se estudió considerando la tolerancia máxima (T) que presenta el
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a [CZL]= 100 nM; lexc= 290,0 nm; ancho de rendijas em y exc= 5 nm; 25,0 °C. SBF/CH3OH (92:2 % v/v).
b Entre paréntesis se indica la desviación estándar de sextuplicados de cada muestra.
c Un  p-valor  de  la  prueba  ANOVA  menor  a  0,05  indica  que  al  menos  una  media  experimental  es
significativamente diferente al resto con un 95 % de confianza.
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método  a  la  presencia  de  los  interferentes,  definida  como  la  relación  entre  la

concentración de interferente y  de analito (T=[Interferente]/[NP]).  Para todas  las

nanopartículas estudiadas, se estableció que existe interferencia significativa si ante

el agregado del interferente se produce una variación de la señal analítica igual o

mayor al 10 %, que corresponde aproximadamente al error estándar estimado de la

concentración de NP.14,64 A fin de evaluar la selectividad, se prepararon soluciones de

CZL  y  NP,  se  registraron  los  espectros  de  fluorescencia  y,  posteriormente,  se

adicionaron  a  cada  solución  cantidades  crecientes  de  los  diferentes  interferentes

estudiados, registrando los nuevos espectros ante cada agregado hasta observar una

variación de la señal analítica igual o mayor al 10 %. En la tabla 5.8. se informan los

interferentes examinados y las tolerancias del método analítico a cada uno de ellos,

para cada tipo de partícula.

Tabla 5.8. Tolerancia a diferentes interferentes del sistema de detección CZL/NP.a

Interferente

 Tolerancia (T)b

AuNPc
(100 pM)

AuNPg
(5 pM)

AuNPheba

(50 pM)
AgNPc

(187 pM)
AgNPg

(47 pM)
AgNR

(40 pM)

AuNPc - 2 0,7 0,07 1,8 0,5

AuNPg 0,005 - 0,02 0,001 0,007 0,03

AgNPc 0,3 165 1,4 - 14 1,8

AgNPg 0,1 1,5 0,3 0,37 - 0,5

AgNO3 n.d. n.d. n.d. 6 x 105 2 x 106 4 x 106

HAuCl4 6 x 105 1 x 108 3 x 105 n.d. n.d. n.d.

NaCl >2 x 109 c >40 x 109 c >4 x 109 c >1 x 109 c >4 x 109 c >5 x 109 c

Se  puede  observar  que  el  método  analítico  propuesto  presenta,  en  general,

excelente tolerancia a sales inorgánicas para todos los tipos de partícula estudiados,

con valores mayores a 109 en el caso de NaCl y mayores a 105 cuando se trata de las

sales precursoras de AuNP o AgNP, según corresponda. Cuando la interferencia es

producida por otro tipo de nanopartículas, se observa que las tolerancias son muy
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a [CZL]= 100 nM; lexc= 290,0 nm; ancho de rendijas em y exc= 5 nm; 25,0 °C. SBF/ CH3OH (92:2 % v/v).
b T= [Interferente]/[NP]
c No se alcanzó el máximo nivel de tolerancia (10 %) a la máxima concentración ensayada de interferente.
n.d.: no determinado
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bajas,  incluso  menores  que  1  en  algunos  casos.  Esto  es  debido  a  que  la  sonda

fluorescente  no  es  específica  para  un  tipo  concreto  de  NP  y,  en  mayor  o  menor

medida,  interacciona  con  todas  observándose  quenching de  fluorescencia.  Esto

implica que en la  mayoría  de  los  casos  el  método analítico propuesto sólo  puede

aplicarse en condiciones en las que el analito a detectar y cuantificar está aislado de

otros  tipos  de  nanopartícula,  por  lo  que  podría  requerir  procesos  previos  de

separación.  Sin  embargo,  hay  algunos  tipos  de  NP  que  tienen  tolerancias

significativamente altas, sobre todo en presencia de AgNPc, que es la partícula que

presenta  menor  constante  de  quenching  y,  por  lo  tanto,  afecta  menos  en  la

determinación analítica de otras NP con mayor sensibilidad, como AuNPg. 

5.4.5.6. Ensayos de recuperación

En  ausencia  de  materiales  certificados  de  referencia  para  cada  partícula,  el

método analítico propuesto para la detección y cuantificación de NP de oro y plata

también  se  validó  mediante  ensayos  de  recuperación  en  matrices  reales

fortificadas,50,87 de agua de red de la Ciudad de Córdoba y agua del río Ctalamochita

de la Ciudad de Río Tercero, Córdoba. 

Trasladar la aplicación de un método analítico que fue diseñado en condiciones

experimentales  controladas  a  un  sistema  que  involucra  una  matriz  real,  puede

conducir  a  la  obtención de resultados  imprecisos  durante  la  cuantificación de un

determinado analito,  como resultado del  efecto matriz.  El  efecto matriz  se define

como el efecto combinado de todos los componentes presentes en la muestra que son

diferentes  al  analito durante  la medición de una cantidad.88 Las desviaciones que

pueden observarse como consecuencia del efecto matriz, pueden resultar positivas,

cuando la concentración determinada es mayor a la real presente en la muestra, o

bien negativas, cuando las concentración determinada es menor a la real. Minimizar

o  corregir  el  efecto  matriz  se  puede  lograr  mediante  el  empleo  del  método  de

adiciones estándar (MOSA), que permite realizar la calibración en presencia de la

matriz.54 

Los ensayos de recuperación se llevaron a cabo enriqueciendo soluciones de CZL
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(100  nM)  con  diferentes  niveles  de  concentración  de  NP  metálicas.  Las

concentraciones de NP utilizadas estuvieron por encima de los LOD determinados

previamente  y  dentro  del  intervalo  lineal  establecido  para  la  metodología.  Las

soluciones enriquecidas fueron preparadas en presencia de agua de red o de río, que

no se sometió a pre-tratamiento alguno. Para AgNPg y AgNPc, las muestras de agua

se utilizaron a una concentración igual a 10 % v/v, mientras que para el resto de las

NP fue igual a 5 % v/v. Debido a que la recuperación en nanopartículas de plata

(AgNPg y AgNPc) inicialmente se evaluó a concentraciones elevadas de matriz real

(10 % v/v), se observaron importantes efectos de matriz positivos (agua de red y de

río  pre-industrias  químicas),  y  negativos  (agua  de  río  post-industrias).  Como  se

mecionó  anteriormente,  minimizar  estos  efectos  requirió  aplicar  el  método  de

adiciones  estándar  y  recalcular  los  parámetros  de  la  calibración.  El  resto  de  las

partículas se analizó en presencia de concentraciones de matriz iguales al 5 % v/v, no

observándose efectos de matriz apreciables.

Los valores de recuperación aparente (R) se calcularon a partir del cociente entre

la cantidad de analito  determinada experimentalmente  mediante  la aplicación del

método  analítico  y  la  cantidad  conocida  adicionada  a  las  muestras  durante  el

fortificado (R se informa como porcentaje).  Las tablas  5.9.  y  5.10.  especifican los

valores de R obtenidos para partículas de plata y oro, respectivamente, en presencia

de agua de red y de río.
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Tabla 5.9. Recuperaciones del método analítico propuesto para AgNP en matrices reales.a

Tipo NP Matriz real [NP] adicionada /
pM

[NP] determinada /
pM

R (SEM) %

AgNPg

Agua de redb, g

43 47 109 (3)

86 85 98 (6)

125 126 101 (3)

Agua de río pre-
industriac, g

43 44 102 (8)

83 88 102 (2)

125 125 100 (5)

Agua de río post-
industriad, g

43 48 110 (7)

83 85 10 (1) x 10

125 127 102 (5)

AgNPc

Agua de redh

100 98 10 (1) x 10

300 316 106 (6)

500 482 96 (2)

Agua de río pre-
industriae

100 94 9 (1) x 10

300 299 100 (5)

500 527 105 (5)

Agua de río post-
industriaf

100 n.d. n.d.

300 335 112 (9)

500 499 100 (4)

AgNR

Agua de redh

10 10 96 (3)

35 36 103 (3)

65 70 108 (4)

Agua de río pre-
industriah

10 10 98 (6)

35 36 103 (2)

65 64 98 (2)
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a [CZL]= 100 nM; lexc= 290,0 nm; ancho de rendijas em y exc= 5 nm; 25,0 °C. SBF/CH3OH (92:2 % v/v).
b SEN=  (3,2±0,2)  nM-1.  c SEN=  (2,36±0,08)  nM-1.  d SEN=  (1,16±0,08)  nM-1.   e SEN=  (0,64±0,01)  nM-1.
f SEN= (0,314±0,009) nM-1.
g En  estos  casos  se  agregó  matriz  en  una  proporción  igual  al  10  %  v/v,  lo  que  requirió  recalcular  las
sensibilidades, como se indica a continuación:
h En estos casos de adicionó matriz en una proporción igual al 5 % v/v.

(SEM): error estándar de la media.

n.d.: no determinado.
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Tabla 5.10. Recuperaciones del método analítico propuesto para AuNP en matrices reales.a

Tipo NP Matriz realb [NP] adicionada /
pM

[NP] determinada /
pM

R (SEM) %

AuNPg

Agua de red

3,0 2,8 93 (6)

4,0 3,87 97 (4)

5,0 5,09 102 (2)

Agua de río pre-
industria

3,0 3,18 106 (5)

4,0 4,19 105 (5)

5,0 5,36 102 (3)

AuNPc

Agua de red

60 61 102 (6)

100 102 102 (6)

140 138 99 (2)

Agua de río pre-
industria

60 58 10 (1) x 10

100 97 97 (6)

140 135 96 (6)

AuNPheba

Agua de red

15 16 10 (1) x 10

45 46 103 (6)

75 74 98 (3)

Agua de río pre-
industria

15 14 9 (1) x 10

45 43 95 (7)

75 71 95 (4)

Las recuperaciones aparentes calculadas a diferentes niveles de fortificación y en

las  diferentes  matrices  analizadas  se  encontraron  entre  93  %  y  112  %,

independientemente  del  tipo  de  NP  analizada.  Estos  valores  de  recuperación  en

matrices reales son excelentes, y resultan similares a los obtenidos utilizando otras

estrategias analíticas.14,79

La exactitud de la metodología propuesta en matrices reales se analizó mediante

un test de comparación de medias, tomando el promedio de las recuperaciones (R)

determinadas para cada tipo de partícula y en cada matriz real, y evaluando mediante

el  estádistico  t-Student  si  los  diferentes R determinados  son  significativamente
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a [CZL]= 100 nM; lexc= 290,0 nm; ancho de rendijas em y exc= 5 nm; 25,0 °C. SBF/CH3OH (92:2 % v/v).
b En todos los casos se agregó matriz en una proporción igual al 5 % v/v.

(SEM): error estándar de la media.
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diferentes  a  100 %,  a  un nivel  de  significancia  igual  a  0,05.  Los  resultados de la

comparación de medias se informan en la tabla 5.11.

Tabla 5.11. Análisis de la exactitud del método en presencia de matrices reales.

Tipo NP Matriz real R % SEMR % p-valora

AuNPg

Agua de red 99 2 0,719

Agua de río pre-
industrias

102 2 0,397

AuNPc

Agua de red 103 3 0,328

Agua de río pre-
industrias

106 5 0,257

AuNPheba

Agua de red 103 4 0,401

Agua de río pre-
industrias

95 3 0,136

AgNPg

Agua de red 98 3 0,471

Agua de río pre-
industrias

104 4 0,344

Agua de río post-
industrias

96 4 0,283

AgNPc

Agua de red 100 5 0,926

Agua de río pre-
industrias

98 5 0,746

Agua de río post-
industrias

105 4 0,284

AgNR

Agua de red 103 2 0,175

Agua de río pre-
industrias

98 2 0,340

Los resultados de la tabla 5.11. indican que para todos los casos estudiados, las

recuperaciones promedio son iguales a 100 %, a un 95 % de confianza (p-valor>0,05).

Por lo tanto, puede concluirse que el método analítico propuesto resulta exacto en la

determinación de nanomateriales sintéticos de oro y plata analizados en las matrices

reales evaluadas. 
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a Un p-valor de la prueba t menor a 0,05 indica que la media experimental es significativamente diferente a
100 % , con un 95 % de confianza.

SEMR%: error estándar de la media de la recuperación porcentual.
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5.5. Conclusiones

A lo largo de este capítulo se presentó el desarrollo de una metodología univariada

para la detección de nanomateriales sintéticos de oro y plata en matrices ambientales.

Inicialmente se demostró que la sonda fluorescente CZL interacciona con el receptor

macrocíclico HPbCD, produciendo exaltación de la fluorescencia del  fluoróforo, lo

que podría significar una importante ventaja analítica en la detección de los analitos

de interés.  Se  investigó  la  interacción entre  NP y  las  sondas  fluorescentes  CZL y

CZL@HPbCD, observándose en todos los casos quenching de la fluorescencia de las

sondas, atribuido a la interacción superficial del fluoróforo con la NP. Este quenching

de emisión de las sondas fluorescentes respondió linealmente al  incremento de la

concentración de AuNP y AgNP, con KSV mayores para el caso de CZL en ausencia de

macrociclo. A partir de la interacción del sistema híbrido NP/CZL se pudo desarrollar

una metodología analítica sensible para la detección de estos analitos en muestras

fortificadas con agua de río y de red domiciliaria, con excelentes recuperaciones. Los

parámetros de validación (LOD, LOQ, exactitud, precisión) resultaron satisfactorios

considerando  la  potencial  aplicación  de  la  metodología  en  análisis  de  rutina  de

muestras ambientales. El método propuesto es muy simple, rápido y económico, ya

que no requiere gran cantidad de reactivos o instrumentación costosa y compleja.
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Método multivariado
para la cuantificación

simultánea de
nanomateriales de oro y

plata

6.1. Introducción

El  tratamiento  de  muestras  ambientales  que  contienen  NP  sintéticas  requiere

considerar la existencia de diferentes tipos de nanomateriales con características variadas

(material  de  las  NP,  material  orgánico  ligado  a  la  superficie,  tamaños  y  formas). 1 Las

muestras  ambientales  poseen  concentraciones  considerables  de  ciertos  elementos  y  de

otras partículas coloidales que complican aún más la detección diferenciada de los NM

sintéticos. La evaluación de los efectos de la actividad humana sobre el ambiente como

consecuencia  de  la  producción  acelerada  de  artículos  comerciales  que  contienen  NP

sintéticas, requiere que se pueda distinguir entre aquellas NP sintetizadas a nivel industrial

y las NP naturales en cada etapa de su ciclo de vida.2,3 Por este motivo, resulta necesario

que los métodos analíticos desarrollados permitan la diferenciación y la detección de NP

en matrices complejas. Como se ha indicado en capítulos anteriores, si bien actualmente

existen numerosos métodos que permiten la cuantificación de NM sintéticos, la mayoría de

ellos requieren pretratamientos de las muestras y procesos de separación que consumen

tiempo y recursos económicos.4–8 Ante estas metodologías costosas y de gran complejidad,

la espectroscopia de fluorescencia asociada al análisis multivariado resulta una excelente

alternativa,  de mayor rapidez y simpleza,  y  mucho más económica.  La aplicación de la
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espectroscopia  de  fluorescencia  como  método  de  análisis  de  nanomateriales

sintéticos  fue  discutida  con  más  profundidad  en  el  capítulo  5  de  esta  tesis.  La

principal desventaja que esta metodología presentó fue su selectividad, que resultó de

baja a moderada, dependiendo del tipo de partícula analizada. Para contrarrestar esta

situación, una estrategia que puede resultar adecuada es el tratamiento de los datos

analíticos  cualitativos  y  cuantitativos  mediante  procedimientos  de  calibración

multivariadados.  Los  métodos  de  calibración  multivariados  permiten,  además  de

analizar  correctamente  múltiples  analitos  simultáneamente  en  presencia  de

interferentes, reducir la relación señal-ruido y proveer una ganancia en sensibilidad

al  utilizar  más  medidas  o  datos  de  un  mismo  fenómeno.  Adicionalmente,  estas

metodologías ofrecen información que permite a los analistas investigar la validez de

los  modelos  planteados o identificar  automáticamente  outliers (ventaja  de  primer

orden), o incluso dan la posibilidad de modelar la contribución a la señal global de

componentes  inesperados  que  no  estaban  presentes  durante  la  calibración,

cuantificando con exactitud los analitos calibrados (ventaja de segundo orden). 9,10

Existe una gran variedad de modelos multivariados dependiendo del orden de los

datos (primer orden, segundo orden, etc.) y de las características particulares de los

datos analíticos. Dentro de los métodos que permiten alcanzar la ventaja de segundo

orden (a partir de matrices de excitación-emisión de fluorescencia, por ejemplo),11 se

pueden mencionar por un lado los modelos trilineales, como PARAFAC (PARAllel

FACtor analysis),12 descomposición trilineal alternante autoponderada (SWATLD)13 o

descomposición  trilineal  alternante  penalizada  (APTLD);14 y  por  otro  lado  los

modelos con arreglos de tres vías con datos no trilineales, como resolución de curvas

multivariadas  con  cuadrados  mínimos  alternantes  (MCR-ALS),15 PARAFAC2,16 y

modelos mucho más flexibles como el de cuadrados mínimos parciales desdoblados y

multivía (U-PLS y N-PLS),17 o el de aniquilación de rango no bilineal (NBRA).18

El  sistema  bajo  estudio  que  desarrollaremos  a  lo  largo  del  capítulo  presenta

características que producen la ruptura de la trilinearidad (efecto de filtro interno

ocasionado por  absorción de luz  por  parte  de  NP metálicas).  Por  este  motivo,  se

planteó la  utilización de un modelo  de  cuadrados  mínimos parciales  desdoblados
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acoplado a bilinearización residual (U-PLS/RBL) que permite alcanzar la ventaja de

segundo orden, para obtener una solución analítica a la determinación de las mezclas

de AuNP y AgNP.

6.1.1. Teoría de U-PLS/RBL

El modelo U-PLS es una variante del  método de cuadrados mínimos parciales

clásico (PLS) que se propuso para datos de segundo orden, donde los datos de tres

vías se desdoblan en vectores antes del paso de calibración de PLS de dos vías.17 Así,

U-PLS  opera  fundamentalmente  en  dos  pasos.19 En  una  primera  instancia,  se

introduce información acerca de la concentración en el paso de calibración (que se

realiza sin incluir  muestras desconocidas) con el  objetivo de obtener dos tipos de

variables latentes: por un lado, los loadings contenidos en una matriz P y, por otro,

los  loadings  de  peso contenidos  en  una  matriz  W.  Las  matrices  anteriores  son

estimadas  a  partir  de  I matrices  de  calibración  Xc,i,  y  de  las  concentraciones  de

calibracion y. La dimensión de Xc,i es J x K, donde J y K corresponden al número de

canales en cada uno de los modos de los datos, mientras que la dimensión de  y es

igual a  Nc  x 1, con Nc  igual al número de muestras de calibración. Las matrices  Xc,i

son inicialmente desdobladas y agrupadas en una nueva matriz Zx de dimensiones JK

x 1,  de  acuerdo a  la  ecuación 6.1.,  donde vec denota la  operación de desdoblado

(vectorizado) de la matriz.

A partir de esta matriz desdoblada se puede construir un modelo PLS que arroja

un conjunto de loadings P y de loadings de peso W (ambos de dimensiones JK x A) y

coeficientes de regresión v (de dimensión A x 1), donde A es el número de variables

latentes  obtenido  por  un  método  de  validación  cruzada  leave-one-out.20 Si  no

existieran componentes inesperados en las muestras desconocidas, la concentración

de los analitos se podría calcular a partir de la ecuación 6.2., con tu igual al score de la

muestra de prueba, obtenido por proyección de los datos desdoblados, vec(Xu) en el

espacio de las A variables latentes. La expresión de tu  se presenta en la ecuación 6.3.
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Cuando componentes inesperados (no calibrados) se encuentran presentes en la

muestra desconocida, los  scores de la muestra no son adecuados para la predicción

de la concentración del analito a través de la Ec. 6.2., porque los residuales del paso

de predicción de U-PLS (sp, ecuación 6.4.) serán inusualmente más grandes que el

nivel de ruido instrumental.

En estos casos, el modelo U-PLS debe acoplarse a una metodología denominada

bilinearización  residual  (RBL)  basada  en  el  uso  de  análisis  de  componentes

principales  (PCA),  que  permite  completar  el  procedimiento  post-calibración  y

modelar la presencia de un potencial interferente, alcanzando la ventaja de segundo

orden.19,21 El objetivo de RBL es minimizar la norma del vector residual eu, obtenido

mientras  se  ajustan  los  datos  de  la  muestra  desconocida  a  la  suma  de  las

contribuciones  relevantes.  Esta  minimización  permite  estimar  los  perfiles  del

interferentes bunx y cunx (ecuación 6.5.) a partir de la matriz Xu desdoblada que posee

componente inesperados.

En la ecuación anterior, gunx es un factor de escalado, mientras que bunx y cunx son,

respectivamente, el eigenvector de izquierda y el eigenvalor de derecha de una matriz

de residuales  Ep, que se obtiene reformulando el vector residual computado  ep (de

dimensión  JK  x  1)  a  una  matriz  de  dimensión  J  x  K,  y  asumiendo  que  las

interferencias están ausentes (ecuación 6.6.). 
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Ec. 6.3.

Ec. 6.4.

Ec. 6.5.

yu=tu
T v

tu=(WTP)−1WT vec(Xu)

sp=
||ep ||

( JK−A )1/2=|| vec(Xu)−PTu ||/( JK−A )
1/2

Ec. 6.2.

vec(Xu)=Ptu+[bunxgunx(Cunx)
T ]+eu
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Durante  el  procedimiento  de  RBL,  la  matriz  de  los  loadings P se  mantiene

constante a los valores de la calibración, mientras se varían los scores tu hasta que eu

es  minimizada,  y  los  perfiles  de  los  interferentes  son  estimados  mediante

descomposición  en  valores  singulares  (SVD)  de  la  matriz  Ep.  Una  vez  que  eu es

minimizada, la concentración de los analitos pueden calcularse a partir de la ecuación

6.2., al introducir el último valor de tu obtenido mediante RBL.

6.1.1.1. Sensibilidad y otras figuras de mérito en U-PLS/RBL

La sensibilidad en calibración multivariada se puede definir como la pendiente de

una calibración pseudo-univariada basada en la llamada señal neta del analito (NAS),

que es la porción de la señal total que se asocia únicamente al analito de interés.22 

Si la calibración en U-PLS/RBL es precisa, resulta obvio desde la ecuación 6.2.

que la varianza de la concentración está dada por la ecuación 6.7.,  donde  Vt es la

matriz de varianza-covarianza de los elementos del vector tu.

Utilizando  un  enfoque  basado  en  matrices  Jacobianas,  la  varianza  de  la

concentración puede expresarse en función de la incertidumbre instrumental var(x),

de los parámetros de calibración y de los perfiles de los interferentes, de acuerdo a la

ecuación 6.8.

En la ecuación 6.8.,  I es la matriz unidad de dimensión JK x JK, y  Zunx contiene

información respecto de los interferentes de acuerdo a la ecuación 6.9., donde Ic e Ib

son  matrices  unidad  de  dimensiones   J  x  J y  K  x  K,  respectivamente,  y  ⊗ es  el

operador producto de Kronecker. 
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Ec. 6.6.

var (y )=vT Vt v Ec. 6.7.

var (y )=var (x)vT
[PT

(I−ZunxZunx
+

)P ]
−1 v Ec. 6.8.

Zunx=[Ic⊗bunx |cunx⊗Ib] Ec. 6.9.

bunxgunx(Cunx)
T=SVD{reshape [vec(Xu)−Ptu]}
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Desde la ecuación 6.8., la sensibilidad puede expresarse como el cociente entre la

incertidumbre en la señal y en la concentración (ecuación 6.10.).

De forma análoga a las metodologías univariadas, se pueden definir otras figuras

de mérito  importantes,  como la  sensibilidad analítica  g,  y  los  LOD y LOQ. Estos

parámetros se definen a continuación, donde SD(y0) es igual a la desviacion estándar

en concentración de los blancos.

Si bien la calibración multivariada posee un enorme potencial, existe una escasez

de  artículos  bibliográficos  referidos  a  la  detección  de  nanomateriales  sintéticos

mediante este tipo de enfoques. Considerando que las cifras de mérito usualmente

experimentan una mejora a medida que se aumenta el orden de los datos, se espera

que en los próximos años exista un mayor desarrollo de metodologías de este estilo

en  la  determinación  analítica  de  NM  sintéticos,  con  LOD  más  bajos  que  sus

contrapartes  univariadas.  A  lo  largo  de  este  capítulo  se  presentará  una  nueva

metodología analítica para la cuantificación de mezclas de AuNP y AgNP en muestras

de agua de río y de red domiciliaria sin necesidad de efectuar procesos de separación

previos, mediante la aplicación de un modelo multivariado U-PLS/RBL a datos de

fluorescencia  total  (matrices  de  excitación-emisión)  de  una  mezcla  de  NP  y  un

conjunto de sensores fluorescentes.
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SEN=[ var(x)/ var(y)]1/2={v T[PT(I−ZunxZunx
+ )P]−1v }

1/2 Ec. 6.10.

γ=SEN /[var(x )]
1/2

LOD=3,3SD(y0)

LOQ=10SD(y0)

Ec. 6.11.

Ec. 6.12.

Ec. 6.13.
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6.2. Objetivos específicos

● Evaluar  la  utilización de un algoritmo de calibración multivariada de  segundo

orden (U-PLS) para la detección y cuantificación simultánea de AuNP y AgNP en

agua de río y de red domiciliaria.

● Determinar los parámetros analíticos del método propuesto: sensibilidad, límites

de detección (LOD), limites de cuantificación (LOQ) y exactitud/recuperación.

6.3. Materiales y métodos

6.3.1. Reactivos

Todos los reactivos fueron de grado analítico y se utilizaron sin ningún paso de

purificación previo o pretratamiento. La síntesis de AuNP (citrato) y AgNP (gálico) se

llevó  a  cabo  a  partir  de  los  reactivos  y  procedimientos  descritos  en  capítulos

anteriores.  Las  sondas  fluorescentes  empleadas  fueron rodamina 6G (R6G)  99  %

pureza  (Aldrich)  y  un  carbazol  modificado,  [p-(9H-Carbazol-9-il)fenil](p-

mercaptofenilamino) formaldehído (CZL-SH) (Figura 6.1.) sintetizado y cedido por el

Lic.  Ignacio  Lemir,  del  grupo  de  Fotoquímica  Orgánica:  Catálisis  metálica  y

biocatálisis, del Departamento de Química Orgánica, FCQ, UNC.

Las  muestras  de  calibración  y  de  validación  se  prepararon  utilizando  como

solvente solución de buffer fosfato (SBF) 0,05 M de pH 7,0 al 90 % v/v. La SBF se

preparó según lo indicado en el capítulo 5. Todas las soluciones se prepararon con

agua de calidad MilliQ.

6.3.2. Instrumentación y software

Las matrices de emisión-excitación se registraron en un espectrofluorímetro Cary

Eclipse (Agilent) con un peltier de control de temperatura programado a 25,0 ° C. Se

utilizaron celdas de cuarzo para fluorescencia de 1,0 cm de paso óptico.

Las determinación del pH de las soluciones buffer preparadas se realizó con el
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mismo pHmetro indicado en el capítulo 5, y con el mismo conjunto de soluciones

buffer estándar.

El análisis de datos y análisis gráfico se realizó usando el software OriginPro 8

(OriginLab  Corporation).  El  análisis  de  datos  de  segundo  orden  y  la  calibración

multivariada  se  llevó  a  cabo  mediante  el  software  Multivariate  Calibration  2

(MVC2),23 programado en MATLAB (The Mathworks, Inc. Natick, MA, USA).

6.3.3. Síntesis de las nanopartículas de plata y oro empleadas

La preparación de AgNP de (16±5) nm  y AuNP de (18±5) se realizó de acuerdo a

los  procesos  sintéticos  informados  en  el  capítulo  5  de  la  presente  tesis,  en  las

secciones 5.3.5.1 y 5.3.5.4., respectivamente. Las concentraciones de las NP obtenidas

se estimaron mediante el algoritmo NANoPoLC.24

6.3.4. Caracterización espectroscópica de CZL-SH y R6G

La sondas fluorescentes se caracterizaron mediante espectroscopia UV-visible y

de  fluorescencia  a  fin  de  determinar  los  máximos  de  absorción  y  las  bandas  de

emisión de cada compuesto. A tal fin se prepararon soluciones madre de R6G  y de

CZL-SH  de  concentración  142  mM  y  430  mM,  respectivamente,  a  partir  de  los

compuestos  sólidos.  La  solución  de  R6G  fue  preparada  en  agua  de  calidad  MQ,

mientras  que  para  CZL-SH  se  utilizó  metanol  como  solvente.  Las  soluciones  se
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Figura 6.1.  Estructura química de los compuestos empleados como sondas fluorescentes.
Izquierda: CZL-SH. Derecha: R6G.
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almacenaron a 4 °C, protegidas de la luz hasta su uso.

Los  espectros  UV-visible  de  ambos  compuestos  se  registraron  en  el  rango  de

longitudes de onda entre 200 nm y 600 nm, utilizando celdas de cuarzo de 1 cm de

paso óptico, a 25,0 °C en SBF como solvente. Los espectros de emisión de R6G y CZL-

SH se obtuvieron excitando a 290,0 nm soluciones de cada compuesto a niveles de

concentración  adecuados.  Los  anchos  de  rendija  fueron  fijados  en  10  nm,  y  la

detección se realizó con una ganancia de 650 V, para ambas sondas fluorescentes. Los

espectros de emisión se registraron entre 310 nm y 800 nm en el caso de CZL-SH, y

entre 500 nm y 800 nm para R6G. En todos los casos, las mediciones se realizaron en

celdas de cuarzo de 1 cm de paso óptico, a 25,0 °C y en SBF de pH 7,0 al 90 %  v/v

como solvente.

Luego  de  la  caracterización  espectroscópica  individual  de  los  sensores,  se

registraron matrices de emisión-excitación (EEM) de mezclas de ambos componentes

a diferentes niveles de concentración y a diferentes condiciones intrumentales, a fin

de evaluar las condiciones óptimas para llevar a cabo la calibración multivariada de

los analitos. Considerando que la interacción de los sensores con las NP metálicas da

lugar a quenching de fluorescencia,25 se estableció como óptimo que las intensidades

de fluorescencia de las bandas de emisión de  la mezcla de componentes sea elevada

(>  500  u.a.)  en  toda  el  área  de  emisión-excitación,  pero  sin  llegar  a  saturar  el

detector,  que  ocurre  a  1000  u.a.  en  el  instrumento  utilizado.  Las  condiciones

experimentales evaluadas se encuentran resumidas en la Tabla 6.1.

Tabla 6.1. Condiciones experimentales evaluadas para establecer las condiciones óptimas de 
las matrices de em-exc para la calibración multivariada.

[CZL-SH] /
mM

[R6G] / nM Rendija exc /
nm

Rendija em /
nm

Voltaje
detector / V D lexc / nm

10 – 50 40 – 200 5 – 10 5 – 10 500 - 800 2 – 10

Las matrices de emisión y excitación fueron registradas en el rango de emisión

entre 410 nm y 550 nm, con un rango de excitación entre 290 nm y 400 nm.
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6.3.5. Diseño y preparación del conjunto de muestras de calibración y de validación

El  análisis  de  tres  vías  se  llevó  a  cabo  con  un  conjunto  de  calibración  de  16

muestras, analizadas por duplicado. Del conjunto total de calibración, los niveles de

trece muestras fueron definidos de acuerdo a un diseño central compuesto (CCD) con

cuatro puntos centrales,26 con rangos de concentración entre 0,15 pM y 1,8 pM para el

caso de AuNP, y entre 5,4 nM y 66,2 nM para AgNP. Estos rangos de concentración

fueron establecidos para evitar la extinción total de la emisión fluorescente de los

sensores empleados, y fueron diferentes para cada NP porque cada partícula tiene un

KSV particular para un mismo fluoróforo, como se mostró en el capítulo 5 con CZL. El

CCD  es  un  tipo  de  diseño  experimental  factorial  de  dos  niveles  ampliado,  que

incorpora puntos centrales y puntos axiales (o puntos estrella) para el análisis de la

curvatura  de  alguna  respuesta  en  particular.26 Este  tipo  de  diseños  se  utiliza

usualmente  para  construir  modelos  cuadráticos  para  la  respuesta  analizada,  sin

necesidad de recurrir a un diseño factorial completo de tres niveles.26 En este caso en

particular,  se  valió   únicamente  del  CCD  para  obtener  un  conjunto  de  muestras

definido y representativo del sistema, y así evitar una selección arbitraria de dichas

muestras para la calibración. La distribución de las muestras en el espacio de diseño

puede  apreciarse  con  más  claridad  en  la  figura  6.2.  En  dicha  figura,  cada  punto

representa una muestra del conjunto de calibración.
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Figura 6.2. Muestras de calibración de mezclas de AuNP y AgNP obtenidas a partir de un
diseño  central  compuesto.  Puntos  derivados  del  diseño  factorial  (■), puntos  axiales  o
“estrella” (★) y punto central (●). 
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Los niveles de concentración de AuNP y AgNP fueron seleccionados para evitar

saturación del sistema de detección o bien extinción total de la emisión de las sondas

fluorescentes, teniendo en cuenta los puntos axiales extremos máximos (1,8 nM de

AuNP y 66,2 pM de AgNP). Adicionalmente, en el conjunto de calibración se incluyó

un blanco de ambos analitos (muestra 14) y dos muestras adicionales con únicamente

un analito presente a su concentración intermedia, las muestras 15 y 16 (Tabla 6.2.).

Por  otro  lado,  se  prepararon  8  muestras  de  test  para  evaluar  el  modelo  de  la

calibración (Tabla 6.2.), por duplicado. Los niveles de concentración en las muestras

de  test  fueron  aleatorios  y  diferentes  a  aquellos  utilizados  en  el  conjunto  de

calibración,  pero  dentro  del  intervalo  de  concentraciones  de  éste.  Las

concentraciones en las muestras de test estuvieron entre 0,2 nM y 1,5 nM para AuNP,

y entre 7,0 pM y 54,0 pM para AgNP.

Tabla 6.2. Conjunto de muestras de calibración y de test del análisis de tres vías.
Calibración Test

Muestra AuNP / nM AgNP / pM Muestra AuNP / nM AgNP / pM

1 1,6 14,3 T1 0,2 20,1

2 0,4 57,3 T2 0,6 20,1

3 1,0 35,8 T3 0,6 37,3

4 0,4 14,3 T4 1,0 54,5

5 1,0 35,8 T5 1,5 37,3

6 1,6 57,3 T6 0,2 54,5

7 0,15 35,8 T7 1,5 7,2

8 1,8 35,8 T8 1,0 7,2

9 1,0 5,4

10 1,0 35,8

11 1,0 66,2

12 1,0 35,8

13 1,0 35,8

14 0 0

15 1,0 0

16 0 35,8
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Tanto las muestras de calibración como las de test, se prepararon adicionando las

cantidades  correspondientes  de  AuNP  y  AgNP  en  matraces  de  5,0  mL  que  ya

contenían  los  sensores  fluorescentes,  a  fin  de  evitar  efectos  de  agregación

significativos de las NP. Las concentraciones de CZL-SH y R6G en todas las muestras

fue  constante,  e  iguales  a  14,0  mM y 50,0  nM,  respectivamente.  Estos  niveles  de

concentración  fueron  establecidos  para  obtener  la  máxima  respuesta  espectral

posible sin alcanzar la saturación del detector de fluorescencia. Todas las soluciones

se prepararon en SBF de pH 7,0 al 90 % v/v. A las muestras de test también se les

adicionó agua de río y de red en una concentración igual al 5 % v/v para evaluar la

predicción del modelo en presencia de componentes inesperados. El agua de río y de

red fue recolectada y almacenada de acuerdo a lo indicado en el capítulo 5 de esta

tesis.

6.3.6. Datos de segundo orden y calibración multivariada

Los datos  espectrales  de  segundo orden se  obtuvieron mediante  el  registro de

matrices de emisión-excitación (EEM) de cada una de las muestras de calibración y

de test. Las dimensiones de cada matriz de datos fue la siguiente: 141 puntos en el

modo emisión (lem entre 410 nm y 550 nm) y 23 puntos en el modo excitación (lexc

entre 290 nm y 400 nm, con registros cada 5 nm). Para el registro de cada EEM, la

ganancia del detector se ajustó en 800 V y los anchos de rendija en 5 nm (emisión) y

10 nm (excitación). Todos los experimentos se realizaron a temperatura controlada,

igual a 25,0 °C.

Debido a que las NP empleadas absorben luz en la región analizada y que, en

general, producen quenching de la fluorescencia de los sensores, los datos espectrales

no  resultan  trilineales.  Por  tal  motivo,  las  EEM  fueron  analizadas  mediante  el

algoritmo de segundo orden U-PLS,27 que ya fue discutido previamente.

La  aparición  de  señales  de  emisión  de  fluorescencia  dependientes  de  la

concentración de AgNP,28 permitió utilizar directamente las EEM, sin ningún tipo de

procesamiento previo de los datos, para realizar la calibración y cuantificación de este

analito. Para el análisis de AuNPc, se valió del efecto de quenching de fluorescencia

202

Capítulo 6



Método multivariado para la cuantificación
simultánea de nanomateriales de oro y plata

que producen las NP sobre los sensores utilizados (CZL-SH y R6G), de forma análoga

al método propuesto en el capítulo 5 de esta tesis. Las EEM determinadas para las

muestras de calibración y de test se transformaron matemáticamente para obtener

una “matriz de  quenching” (QM). Esta nueva matriz de datos de segundo orden se

construyó aplicando la relación de Stern-Volmer a las intensidades de cada sensor

individual de las EEM. Esto significó calcular el cociente entre las intensidades de

cada  sensor  de  la  EEM  obtenida  en  ausencia  de  nanopartículas  (muestra  de

calibración 14) y las intensidades que toman los sensores correspondienes en el resto

de las EEM de las muestras de calibración y de test. Como en la región espectral en la

cual aparecen las señales de AgNP las intensidades no responden a la ecuación de

Stern-Volmer, se limitó el número de sensores para el análisis de AuNPc a partir de

las QM. Las dimensiones en este último caso fueron 141 puntos en el modo emisión

(lem entre 410 nm y 550 nm) y 15 puntos en el modo excitación (lexc entre 295 nm y

365 nm, con registros cada 5 nm).

A  partir  de  la  calibración,  se  determinaron  las  cifras  analíticas  de  mérito  del

método, incluyendo el LOD, LOQ, sensibilidad, así también como la exactitud y las

recuperaciones en las muestras que contenían agua de red y de río.

6.4. Resultados y discusión

6.4.1. Caracterización espectroscópica de R6G y CZL-SH

A  fin  de  determinar  los  máximos  de  absorción  de  las  sensores  fluorescentes

empleados, se registraron los espectros UV-visible de los mismos, que se muestran en

la figura 6.3.

203

Capítulo 6



Método multivariado para la cuantificación
simultánea de nanomateriales de oro y plata

Se observa que R6G presenta un máximo de absorción a 526,5 nm, con un ligero

hombro a 494,0 nm. Estas bandas de absorción están asociadas a la transición p  →p*

desde el estado basal al primer estado excitado. La presencia del hombro a 494,0 nm

indica la presencia del dímero, mientras que el máximo principal corresponde a la

absorción del monómero.29 El espectro de R6G también muestra varias señales en la

región  ultravioleta  del  espectro,  correspondientes  a  transiciones  S0 S→ 2.30 CZL-SH

presenta múltiples máximos de absorción, siendo los más significativos aquellos a

234,0 nm; 292,0 nm; 324,0 nm y 336,5 nm. El espectro de este compuesto presenta

señales  análogas  a  aquellas  observadas  para  el  carbazol,  discutidas  en el  capítulo

anterior, que pueden asignarse a transiciones de tipo  p  →p*, características de los

hidrocarburos aromáticos policíclicos.31,32

La fluorescencia de los sensores se evaluó excitando las muestras a 290,0 nm y

registrando  los  correspondientes  espectros  de  emisión  entre  300  nm  y  800  nm

(Figura  6.4.).  El  espectro  de  R6G  muestra  una  única  banda  de  emisión  con  un

máximo local a 551,0 nm. Esta banda se asemeja a la imagen especular de la banda de

absorción a 526,5 nm discutida anteriormente que corresponde a la transición  S0 →
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Figura 6.3. Espectros UV-visible de R6G (–––) y CZL-SH (–––) en SBF pH 7,0 al 90 % v/v y a
25,0 °C.
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S1, por lo que la rodamina cumple con la Regla de Kasha. El corrimiento de Stokes

observado para R6G es igual a 844,5 cm-1. CZL-SH presenta dos bandas de emisión

solapadas con máximos a 477,0 nm y 545,0 nm. El pico observado a 580,0 nm no es

característico del compuesto analizado y sólo corresponde a la primera resonancia de

la l de excitación. Para esta sonda, los corrimientos de Stokes determinados fueron

grandes, mayores a 8750 cm-1.

La posición de las bandas de emisión de CZL-SH y R6G alrededor de 450 nm y

550 nm, respectivamente, coinciden con la región de absorción de la resonancia de

plasmón  superficial  de  las  AgNP  y  AuNP  presentadas  previamente  en  esta  tesis.

Como se mencionó en el capítulo 5, el solapamiento entre la banda de emisión de un

donor y la banda de absorción de un aceptor puede dar lugar a una transferencia de

energía desde el donor en estado excitado hacia el aceptor, por ejemplo mediante

FRET,33 ocasionando la desactivación de la fluorescencia del donor. Por este motivo

se seleccionaron estas sondas fluorescentes para el  desarrollo de una metodología

205

Capítulo 6

Figura 6.4. Espectros de emisión de fluorescencia de R6G (–––) y CZL-SH (–––) en SBF pH
7,0 al 90 % v/v y a 25 °C.
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analítica  que  permita  la  detección  simultánea  de  AgNP  y  AuNP,  extendiendo  lo

propuesto en el capítulo 5 de la presente tesis, y con la premisa de que el quenching

observado para cada sonda fluorescente es principalmente ocasionado por un tipo de

partícula (oro o plata).

6.4.2. Datos de segundo orden: matrices de excitación-emisión y matrices de quenching

La  obtención  de  datos  de  segundo  orden  para  el  desarrollo  del  método

multivariado  requirió  evaluar  los  perfiles  de  excitación-emisión  de  las  sondas

fluorescentes,  a  fin  de  obtener  las  mejores  condiciones  experimentales  para  el

análisis.  La  optimización  de  la  configuración  instrumental  adecuada  para  la

obtención  de  las  EEM  se  realizó  sobre  mezclas  conteniendo  ambas  sondas

fluorescentes  a  diferentes  niveles  de  concentración,  que variaron  entre  10-50  mM

(CZL-SH) y  entre  40-200 nM (R6G) .  Los  niveles  de  concentración evaluados  se

establecieron garantizando que la absorbancia de las muestras fuera siempre menor a

0,05 con paso óptico de 1,0 cm.

Inicialmente, se obtuvieron las EEM utilizando las concentraciones más altas de

las  sondas  fluorescentes,  con  ambos  anchos  de  rendija  fijados  en  5,0  nm  y  una

potencia del detector igual a 700 V. Si bien con esta configuración experimental se

registraron EEM adecuadas, se observó que a estos niveles de concentración de los

sensores se  producía  una agregación considerable  de  las  NP metálicas  empleadas

como analitos, por lo que se procedió a evaluar concentraciones menores de CZL-SH

y R6G. Luego de evaluar individualmente la interacción de cada sensor con las NP, se

concluyó que las  concentraciones  óptimas de R6G y CZL-SH que no presentaban

evidencia de agregación de los analitos fue igual a 50 nM para el caso de la rodamina,

y  de 14  mM para el  caso del  carbazol.  Una vez  fijadas  las  concentraciones de  los

sensores, se ajustaron el resto de los parámetros instrumentales para obtener una

intensidad  de  fluorescencia  máxima  de  ambos  sensores,  pero  sin  ocasionar

saturación del detector del espectrofluorímetro. A estos niveles de concentración, la

potencia del detector se fijó en su nivel máximo (800 V). Por el mismo motivo, se

incrementó el ancho de rendija de excitación hasta 10,0 nm, manteniendo el ancho de
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rendija de emisión en 5,0 nm. Finalmente, el  Dlexc se estableció en 5,0 nm, lo que

permitió obtener un número manejable de sensores en el modo excitación, pero sin

sacrificar  información espectral.  La figura 6.5.A muestra la  EEM de la  mezcla  de

sondas fluorescentes registrada de acuerdo a la configuración óptima.

En la EEM de la Fig. 6.5.A, se pueden observar claramente definidas una región

de emisión de CZL-SH entre 410 nm y 500 nm, y una región de emisión de R6G por
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Figura 6.5. EEMs de CZL-SH (14 mM) y R6G (50 nM) en presencia de AgNP y AuNP. (A) Sin
agregado de NP. (B) 14,3 pM AgNP y 1,6 nM AuNP. (C) 57,3 pM AgNP y 0,4 nM AuNP. (D)
35,8 pM AgNP y 1,0 nM AuNP. Soluciones en SBF pH 7,0 al 90 % v/v y a 25 °C. Ancho de
rendija  de  emisión:  5,0  nm.  Ancho  de  rendija  de  excitación:  10,0  nm.  Potencia  del
detector: 800 V.
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encima de los 500 nm. Por otro lado, se observa que la emisión es prácticamente

inexistente cuando las muestras se excitan a l mayores que 360 nm, como resultado

de la baja absorbancia de las muestras a esas longitudes de onda.

Una vez obtenida la EEM en ausencia de nanopartículas, se procedió a registrar

las matrices en presencia de mezclas de AuNP y AgNP, de acuerdo a lo indicado en la

tabla 6.2. En las figuras 6.5.B, C y D se pueden apreciar los perfiles de la EEM en

presencia de nanopartículas metálicas para las muestras de calibración 1 (14,3 pM

AgNP; 1,6 nM AuNP), 2 (57,3 pM AgNP; 0,4 nM AuNP) y 3 (35,8 pM AgNP; 1,0 nM

AuNP),  respectivamente.  En  primera  instancia,  se  observó  el  quenching de

fluorescencia de la banda de emisión correspondiente a R6G por encima de los 500

nm, como resultado de su interacción con las NP a cortas distancias (< 5 nm), que da

lugar a fenómenos de transferencia de energía del tipo FRET y de superficie (SET).34

Al contrario, se produjo un ligero incremento de la  fluorescencia en la región de

emisión de CZL-SH respecto de la EEM en ausencia de NP. Este incremento resultó

ser más o menos constante a lo largo de todas las muestras, independientemente de

la  concentración  de  partículas  presentes  en  cada  una.  Por  lo  tanto,  debido  a  lo

anteriormente  expuesto  y  a  la  falta  de  componentes  espaciadores  para  ubicar  de

forma controlada el fluoróforo en la proximidad de la superficie metálica (5 a 90 nm)

y favorecer una interacción plasmónica de campo cercano entre los componentes, es

improbable  que  el  incremento  observado  sea  debido  a  fenómenos  de  tipo  MEF

(fluorescencia  incrementada por el  metal)35,36 mediante  el  cual  se  pueden obtener

importantes  mejoras  de  las  propiedades  ópticas  de  un  fluoróforo  (rendimiento

cuántico  incrementado,  mayor  fotoestabilidad,  tiempo  de  vida  reducido),  sino

consecuencia de efectos dispersivos ocasionados por las NP. Desde el punto de vista

analítico,  resultó  muy  interesante  para  el  desarrollo  del  método  la  aparición  de

nuevas señales de fluorescencia en las EEM en la región comprendida entre lexc= 380

– 400 nm y  lem= 410 - 440 nm, que fueron atribuídas a AgNP ya que únicamente

aparecen en presencia de AgNP (aún en agua MQ) y se ha reportado en bibliografía

que  partículas  de  plata  pueden  presentar  emisión  de  fluorescencia  en  la  región
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mencionada.28 La  intensidad  de  estos  máximos  locales  de  emisión  fueron

dependientes  de  la  concentración  de  AgNP  en  las  mezclas,  en  tanto  que  no

dependieron de la  cantidad de AuNP presente  en las  mismas.  Por  lo  tanto,  estas

señales se utilizaron para llevar a cabo la calibración del analito AgNP sin que AuNP

genere algun tipo de interferencia en la determinación analítica del primero, ya que

en  esta  región  no  hay  emisión  de  los  sensores  fluorescentes  ni  de  AuNP  (efecto

observado en la EEM de la muestra de calibración 15 que no contiene AgNP).

Teniendo  en  cuenta  que  uno  de  los  principales  fenómenos  observados  al

interaccionar las sondas fluorescentes con las NP es el  quenching de la emisión de

fluorescencia e,  inspirándose en la metodología propuesta en el capítulo 5 de esta

tesis,  se propuso llevar  a  cabo la  calibración de AuNP a partir  de las  que fueron

denominadas “matrices de  quenching” (QM). Estas QM pueden utilizarse de forma

análoga a las curvas de Stern-Volmer en las metodologías univariadas, pero como

constituyen  datos  de  segundo  orden,  éstas  pueden  aplicarse  en  algoritmos  de

calibración  multivariados  como  U-PLS.  La  figura  6.6.  muestra,  a  modo

representativo, la QM obtenida para [AgNP]=57,3 pM y [AuNP]=0,4 nM.
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Figura 6.6. QM de una muestra  de CZL-SH (14  mM) y R6G (50 nM) en presencia  de
[AgNP]=57,3 pM y [AuNP]=0,4 nM. SBF pH 7,0 al 90 % v/v y a 25 °C. Ancho de rendija de
emisión: 5,0 nm. Ancho de rendija de excitación: 10,0 nm. Potencia del detector: 800 V.
En el gráfico se indican tres regiones difereciadas. Se muestra en gris el plano de F0/F=1.
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La  QM  de  la  figura  6.6.  muestra  varias  regiones  claramente  diferenciadas:

(I) región con F0/F mayor a 1, a  lem> 510 nm; (II) meseta en la cual la relación de

emisiones es practicamente igual a 1; y (III) dos regiones donde F0/F resulta menor a

1, a 300 nm >lexc>360 nm. Las regiones en las cuales se observa una relación de

fluorescencia  menor  a  1  son  consecuencia  de  los  fenómenos  discutidos

anteriormente, por un lado la ligera exaltación de la emisión observada para el sensor

CZL-SH y, por otro, la aparición de nuevas señales de fluorescencia cuando AgNP

está presente en las muestras. Desde el punto de vista analítico, la región de mayor

utilidad es aquella con valores de F0/F mayores a 1, en la cual existe dependencia de

la señal analítica con la concentración de los quenchers, particularmente con AuNP,

de acuerdo a la relación de Stern-Volmer.

A  partir  de  la  visualización  de  los  datos  de  segundo  orden  y  de  lo  discutido

anteriormente,  se  definieron  las  regiones  de  análisis  y  el  número  de  sensores  a

utilizar en la calibración multivariada para cada uno de los analitos estudiados. En el

caso de AgNP, se utilizó toda la información de las EEM, con un total de 141 sensores

en el modo de emisión y 23 en el modo excitación. Para el otro analito, AuNP, se

limitó  el  número  de  sensores  utilizados  de  las  QM,  con  el  objetivo  de  descartar

aquellas regiones en las que no se observó quenching de la emisión de fluorescencia.

De esta manera, el análisis de AuNP se llevó a cabo a partir de 141 sensores en el

modo emisión (lem= 410,0 – 550,0 nm) y 15 sensores en el modo excitación (lexc=

295,0 – 365,0 nm).

6.4.3. Calibración multivariada

6.4.3.1. Determinación del número de variables latentes y algoritmo RBL

El conjunto de EEM y el de QM para el análisis multivariado de AgNP y AuNP,

respectivamente,  fueron  estudiados  mediante  el  algoritmo  de  segundo  orden  U-

PLS/RBL.  Antes  de  implementar  el  algoritmo  multivariado,  se  estimó  para  cada

conjunto  de  datos  el  número  óptimo  de  variables  latentes  mediante  validación

cruzada (leave-one-out) utilizando únicamente la información del set de calibración,

de acuerdo al criterio de Haaland y Thomas.20 Para ello, se calcularon los parámetros
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estadísticos F(A)=PRESS (A<A*)/PRESS(A), donde PRESS (suma de cuadrados del

error residual de predicción) es igual a ∑(yi, nom – yi, pred)2, A corresponde a un número

de  factores  de  prueba  y  A* es  el  valor  mínimo  de  PRESS.  A  partir  de  F(A),  se

seleccionó como cantidad de variables latentes el número de factores que condujeron

a una probabilidad  (p)< 0,75  con  F>1.  La  tabla  6.3.  muestra  los  resultados  para

ambos analitos, hasta un valor arbitrario de  A=6. De acuerdo a lo observado en la

tabla, para el caso de AgNP, el número óptimo de variables latentes resultó igual a

cuatro, mientra que para AuNP fue igual a dos.

Tabla 6.3. Estadísticos F(A), PRESS y probabilidad de la validación cruzada.

AgNP AuNP

Componente PRESS F(A) p Componente PRESS F(A) p

1 4,93 x103 310,63 0,9990 1 2,11 4,56 0,9970

2 303,69 19,15 0,9990 2 0,50 1,07 0,5520

3 73,02 4,6 0,9960 3 0,46 1 0,4990

4 16,45 1,03 0,5260 4 0,53 0 0

5 16,25 1,02 0,5170 5 0,50 0 0

6 18,86 1 0,4990 6 0,50 0 0

En U-PLS, las variables latentes no tienen necesariamente un significado físico

dentro del sistema estudiado, sino que expresan aquellos componentes (físicos o no)

que describen una variación estadísticamente  significativa de los datos.37 Por este

motivo, y si bien el conjunto de muestras es el mismo en ambos casos, se obtienen

diferentes números de variables latentes para cada analito, ya que  la información de

entrada para el algoritmo es distinta en el análisis de AgNP y de AuNP. El hecho de

que se hayan requerido más variables latentes que el número conocido de analitos

para explicar los datos de calibración, es indicativo que el algoritmo U-PLS también

está  modelando  otros  efectos  (filtro  interno)  y  la  presencia  de  componentes

adicionales (sensores fluorescentes).37

Por  otro  lado,  como se  espera  que  la  presencia  de  cada  partícula  actúe  como

interferente en la detección de la otra, o que existan interferentes inesperados en las
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En negrita se señala el número óptimo de variables latentes para cada analito.
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muestras  con  agua  de  red  y  de  río,  es  necesario  modelar  el  efecto  de  estos

interferentes  involucrando  en  el  análisis  el  procedimiento  RBL  (bilinearización

residual),  que  permite  alcanzar  la  ventaja  de  segundo  orden.38 La  selección  del

número  óptimo  de  componentes  de  RBL  se  realizó  mediante  el  análisis  de  los

residuales de predicción en función del número de componentes inesperados (Nx),19,21

como se muestra en la figura 6.7.  Para cada analito, el procedimiento RBL sugirió

involucrar diferentes valores de Nx. Para AgNP, el número de componentes de RBL

fue igual a 2, mientras que para AuNP, Nx =1, tanto en agua de red como de río. 

6.4.3.2. Análisis cuantitativo y cifras de mérito del método propuesto

Luego de aplicar el algoritmo U-PLS, y a fin de evaluar la capacidad predictiva del

método  analítico  propuesto,  se  determinaron  los  valores  correspondientes  de  las

figuras de mérito (Tabla 6.4.) y se calcularon los niveles de concentración predichos

para cada analito de las muestras de test (Tabla 6.5.) de acuerdo a las condiciones

establecidas y mencionadas en las secciones previas de este capítulo.
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Figura 6.7. Residuales de predicción vs. número de componentes inesperados para una
de las muestras de test (T2) del conjunto de datos. AgNP (negro). AuNP (azul).
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Tabla 6.4. Figuras de mérito en la validación de muestras de AgNP y AuNP mediante              
U-PLS/RBL en agua de río y red al 5 % v/v.a

Figuras de
mérito

Agua de río Agua de red

AuNP AgNP AuNP AgNP

RMSEPb 0,06 1,33 0,07 2,56

REP %c 7,00 4,24 7,72 8,18

SENd / nM-1 4,1 24,2 x103 4,1 24,1 x103

ge / nM-1 135,9 6,1 x103 117,2 6,6 x103

LODe/ pM 24,5 0,57 31,8 0,54

LOQe / pM 73,6 1,72 95,2 1,61

La metodología analítica multivariada propuesta logró excelentes predicciones de

las concentraciones de AuNP y AgNP con errores relativos de predicción (REP %)

menores al 10 % en todos los casos. Dadas las condiciones de medida, donde ambos

analitos estaban presentes simultáneamente actuando como potenciales interferentes

en la determinación del otro, queda claro ante estos resultados el gran potencial de

RBL para modelar perfiles espectroscópicos de componentes inesperados presentes

en la muestra a analizar para alcanzar la ventaja de segundo orden. Cabe recordar

que para la metodología univariada discutida en el capítulo 5 de la presente tesis se

observaron  fuertes  interferencias  entre  AuNP  y  AgNP  que  imposibilitaron  la

detección simultánea de cada analito con un nivel aceptable de confianza. Por otro

lado,  es  notable  que  existe  poca  influencia  de  la  matriz  de  agua  (río  o  red

domiciliaria)  sobre  las  cifras  de  mérito  determinadas  en  ambos  casos,  indicando

también  que  el  algoritmo  U-PLS/RBL  puede  manejar  adecuadamente  cualquier

inconveniente que pueda surgir por efecto matriz.
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a R6G (50 nM) y CZL-SH (14 mM) en SBF pH 7,0 al 90 % v/v y 25 °C. Ancho de rendija de emisión: 5,0 nm.
Ancho de rendija de excitación: 10,0 nm. Potencia del detector: 800 V.
b Raíz del error cuadrático medio, en nM (AuNP) y pM (AgNP).
c Error relativo de predicción porcentual basado en la concentración de calibración media.
d SEN determinada de acuerdo a la ecuación 6.10.
e g, LOD y LOQ determinados de acuerdo a las ecuaciones 6.11., 6.12. y 6.13., respectivamente.
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Tabla 6.5. Concentraciones predichas de muestras de AgNP y AuNP mediante U-PLS/RBL en 
agua de río y de red al 5 % v/v.a

Muestra de
test

AuNP AgNP

[Nominal] / nM [Predicho]b / nM [Nominal] / pM [Predicho] b / pM

Agua de
río

T1 0,2 n/ac 20,1 21 (1)

T2 0,6 0,54 (0,02) 20,1 21 (1)

T3 0,6 0,57 (0,03) 37,3 37 (1)

T4 1,0 1,09 (0,03) 54,5 55 (1)

T5 1,5 1,46 (0,04) 37,3 39 (1)

T6 0,2 n/ac 54,5 55 (2)

T7 1,5 1,42 (0,03) 7,2 8,1 (0,9)

T8 1,0 1,13 (0,05) 7,2 10 (1)

% Recuperación
aparente media

102 (6) 11 (1) x101

Agua de
red

T1 0,2 n/ac 20,1 20 (1)

T2 0,6 0,63 (0,03) 20,1 23 (1)

T3 0,6 0,56 (0,03) 37,3 35 (2)

T4 1,0 1,12 (0,02) 54,5 51 (1)

T5 1,5 1,59 (0,04) 37,3 41 (1)

T6 0,2 n/ac 54,5 57 (2)

T7 1,5 1,47 (0,02) 7,2 6 (1)

T8 1,0 1,09 (0,03) 7,2 10 (2)

% Recuperación
aparente media

106 (6) 10 (1) x101

Los LOQ y LOQ determinados para ambos analitos estuvieron en el orden de los

pM (10-12 M), por lo que la metodología permite la detección y cuantificación de AuNP

y AgNP en concentraciones muy bajas.  El  método propuesto resulta más sensible

para AgNP que para AuNP, obteniéndose LOD y LOQ aproximandamente 40 veces

menores para el primer analito. Estas diferencias pueden deberse principalmente al

sistema de detección indirecta a partir del  quenching de los sensores fluorescentes
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a R6G (50 nM) y CZL-SH (14  mM) en SBF pH 7,0 al 90 % v/v y 25 °C. Ancho de rendija de emisión: 5,0 nm.
Ancho de rendija de excitación: 10,0 nm. Potencia del detector: 800 V.
b Entre paréntesis se indica la desviación estándar de duplicados de cada muestra test.
c No aplicable. Valor nominal por debajo del límite de detección.
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que se emplea para la determinación analítica de AuNP, mientras que el análisis de

AgNP se basa directamente en su propia emisión de fluorescencia.

Como  se  mencionó  anteriormente,  no  existen  publicaciones  que  involucren  la

determinación  analítica  de  nanomateriales  sintéticos  mediante  calibración  de

segundo orden, por lo que la comparación directa de los resultados obtenidos con

técnicas análogas no es adecuada. Los LOD determinados mediante la metodología

multivariada propuesta en este capítulo resultaron similares a aquellos calculados

para los mismos tipos de NP (AuNPc y AgNPg) mediante la metodología univariada

basada  en  el  quenching  de  carbazol,  discutida  en  el  capítulo  5  de  esta  tesis

(LODunivariado AuNPc=16,1 pM, LODunivariado AgNPg=10,1 pM).  Tanto los LOD obtenidos

mediante  la  metodología  multivariada  como  aquellos  determinados  mediante  un

enfoque  univariado,  se  encuentran  en  el  mismo  orden  que  otros  reportados  en

bibliografía  para NP de características  similares,  y  que fueron mencionados en el

capítulo 5.34,39,40 Sin embargo, es importante remarcar que la metodología de segundo

orden permite detectar simultáneamente ambos analitos sin la necesidad de llevar a

cabo procesos de separación o pretratamientos de la muestra. Luego de una intensiva

revisión bibliográfica, se encontraron pocos trabajos que involucren la cuantificación

simultánea de AuNP y AgNP en mezclas de ambos analitos y, en general, todas ellas

requieren procesos de separación y preconcentración previos, o están acoplados a

sistemas  de  separación.  Entre  las  metodologías  que  permiten  la  cuantificación

simultánea  de  los  analitos  estudiados  se  pueden  mencionar  técnicas  basadas  en

extracción en punto de nube (CPE) acoplada a espectrometría de fluorescencia de

rayos X de reflexión total,  con LOD de 0,2  mg L-1 (~9 aM) para AuNP (70 nm) y

0,3 mg L-1 (~38 aM) para AgNP (60 nm) ambas estabilizadas con citrato de sodio,41 y

en CPE acoplada a un sistema de detección quimioluminiscente de inyección de flujo,

con  LOD  iguales  a  1,9  pM  para  AgNP  sintetizadas  con  borohidruro  de  sodio

(11-14  nm)  y  1,1  pM  para  AuNP estabilizadas  con  citrato  (27-32  nm).42 También

existen metodologías basadas en ICP-MS que permiten la detección simultánea de los

analitos de interés en niveles muy bajos en masa, con LOD iguales a 530 ag para

AgNP (correspondiente a la detección individual de una partícula de 46 nm) y 340 ag
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para  AuNP  (detección  de  partícula  de  32 nm),43 pero  dichas  técnicas  requieren

instrumentación  muy  costosa,  digestión  de  la  muestra  y  personal  altamente

capacitado.

Si bien no se obtienen límites de detección del mismo orden que las metodologías

anteriores, el método analítico propuesto en este capítulo presenta LOD aceptables

mediante un sistema de análisis mucho más sencillo, rápido y de menor costo, con

poco consumo de reactivos y sin la necesidad de personal altamente calificado, lo que

permitiría más fácilmente su implementación en ensayos de rutina.

Exactitud y precisión intra-ensayo

La exactitud  y  la  precisión  intra-ensayo  del  método  propuesto  se  evaluaron a

partir  de  los  resultados  de  predicción  obtenidos  de  las  muestras  de  test.  Para

determinar la exactitud del método se compararon las concentraciones nominales de

ambos analitos con las concentraciones determinadas por U-PLS/RBL mediante la

aplicación del ensayo de región elíptica de confianza conjunta (EJCR), que es una

generalización multidimensional del intervalo de confianza tradicional.44,45 
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Figura  6.8. EJCR  (al  95  %  de  confianza)  para  la  pendiente  y  ordenada  al  origen
correspondientes  a  la  regresión  de  concentraciones  nominales  vs.  concentraciones
predichas para AuNP (negro) y AgNP (rojo). En línea sólida se muestras los EJCR de las
muestras  determinadas  en  agua  de  río  al  5  %  v/v  y  en  línea  punteada  los  EJCR
determinados en agua de red domiciliaria al 5 % v/v.
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En la  comparación  de  nominales  vs.  predichos,  se  espera  un comportamiento

lineal  ideal  de  pendiente  1  y  ordenada  al  origen  nula.  Si  la  región  de  confianza

contiene este  punto ideal  (0,1)  se considera que la  metodología  es  exacta para la

determinación analítica.  La figura 6.8.  muestra  los  gráficos  correspondientes  a  la

EJCR de las recta de nominales vs. predichos de ambos analitos en las dos matrices

estudiadas.  En  todos  los  casos  analizados,  las  regiones  de  confianza  contienen el

punto ideal de pendiente igual a uno y ordenada al origen cero, indicando la exactitud

de la metodología analítica a un nivel de confianza del 95 %.

Tabla 6.6. Coeficientes de variación de los duplicados de AuNP y AgNP determinadas 
mediante U-PLS/RBL en agua de río y de red al 5 % v/v.a

Muestra de
test

AuNP AgNP

[Predicho]b /
nM

CV %
[Predicho] b /

pM
CV %

Agua de
río

T1 n/ac - 21 (1) 6,7

T2 0,54 (0,02) 3,7 21 (1) 6,2

T3 0,57 (0,03) 5,3 37 (1) 3,0

T4 1,09 (0,03) 2,8 55 (2) 3,0

T5 1,46 (0,04) 2,7 39 (1) 3,3

T6 n/ac - 55 (1) 2,0

T7 1,42 (0,03) 2,1 8,1 (0,9) 11,1

T8 1,13 (0,05) 4,4 10 (1) 10,0

Agua de
red

T1 n/ac - 20 (1) 6,5

T2 0,63 (0,03) 4,8 23 (1) 6,1

T3 0,56 (0,03) 5,4 35 (2) 5,0

T4 1,12 (0,02) 1,8 51 (1) 2,7

T5 1,59 (0,04) 2,5 41 (1) 2,9

T6 n/ac - 57 (2) 2,7

T7 1,47 (0,02) 1,4 6 (1) 20,0

T8 1,09 (0,03) 2,8 9 (2) 17,8
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a R6G (50 nM) y CZL-SH (14 mM) en SBF pH 7,0 al 90 % v/v. 25 °C. Ancho de rendija de emisión: 5,0 nm. Ancho
de rendija de excitación: 10,0 nm. Potencia del detector: 800 V.
b Entre paréntesis se indica la desviación estándar de duplicados de cada muestra test.
c No aplicable. Valor nominal por debajo del límite de detección.
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Por otro lado, la precisión intra-ensayo o repetibilidad se evaluó determinando los

coeficientes de variación porcentuales (CV %) de los duplicados de todas las muestras

analizadas. Estos resultados se muestran en la tabla 6.6. En todos los casos, los CV %

se encontraron en su mayoría por debajo del 10 %, indicando que la metodología

multivariada  tiene  una  excelente  precisión  para  la  determinación  simultánea  de

AuNP  y  AgNP  bajo  las  condiciones  establecidas.  En  términos  generales,  la

repetibilidad es mejor para AuNP en comparación con los valores observados para

AgNP, lo que podría indicar que la utilización de las QM mejora la precisión en la

determinación del analito mediante U-PLS/RBL. Los mayores CV % observados se

obtuvieron para aquellas muestras de menor concentración, cercanas a los LOQ del

método.

Recuperación

Se realizaron ensayos de recuperación aparente (R) a partir del cociente entre la

concentración de analito predicha y la concentración nominal de las muestras de test.

Para  cada  tipo  de  NP  y  cada  matriz,  se  calcularon  las  recuperaciones  aparentes

promedio  (R)  (Tabla  6.6.),  y  se  evaluó  mediante  el  estádistico  t-Student  si  los R

determinados  fueron  significativamente  diferentes  a  100  %,  a  un  nivel  de

significancia igual a 0,05. Los resultados de la comparación de medias se informan en

la tabla 6.7.

Tabla 6.7. Comparación de medias de las recuperaciones promedio.

Tipo NP Matriz real R % SDR % p-valora

AuNP
Agua de río 102 6 0,537

Agua de red 106 6 0,054

AgNP
Agua de río 11 x 101 1 x101 0,123

Agua de red 10 x101 1 x101 0,609

Los resultados de la anterior tabla muestran que las recuperaciones promedio son

en todos los casos iguales a 100 %, a un 95 % de confianza (p-valor>0,05). Por lo
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a Un p-valor de la prueba t menor a 0,05 indica que la media experimental es significativamente diferente a
100 % , con un 95 % de confianza.

SDR%: Desviación estándar de la media de la recuperación porcentual.



Método multivariado para la cuantificación
simultánea de nanomateriales de oro y plata

tanto,  puede  concluirse  que  método  analítico  propuesto  resulta  exacto  en  la

determinación de AuNP y AgNP en las matrices reales evaluadas.

6.5. Conclusiones

Mediante  la  conjunción  de  la  espectroscopia  de  fluorescencia  y  el  modelo

multivariado  de  calibración  U-PLS/RBL  se  pudo  desarrollar  una  metodología

analítica rápida, de bajo costo y sencilla para la detección y cuantificación simultánea

de AuNP y AgNP en mezclas, y en presencia de matrices de agua de río y de red. Los

LOD  y  LOQ  obtenidos  para  ambos  analitos  fueron  mejores  que  aquellos

determinados por la metodología univariada descrita en el capítulo 5, y del mismo

orden que muchas de las metodologías reportadas en la bibliografía actual. De mayor

importancia,  es  la  posibilidad  que  ofrece  este  nuevo  método  de  realizar  la

cuantificación  de  diferentes  analitos  de  manera  simultánea  y  en  presencia  de

interferentes,  sin  necesidad  de  recurrir  a  engorrosos  y  costosos  procesos  de

separación o preconcentración, lo que sienta un precedente para explorar sistemas

aún mas complejos, con variación simultánea de otros parámetros de interés de las

NP (ligando, tamaños, cobertura de materia orgánica, etc.). Además, la recuperación

en las muestras de agua de río y de red fue muy buena, alcanzando en todos los casos

un valor igual al 100 %, a un nivel de significancia igual a 0,05.
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Conclusiones generales y

perspectivas

En este trabajo de tesis se abordó, de forma general, el estudio de estrategias analíticas

para detectar y cuantificar AuNP y AgNP empleando sondas fluorescentes como sensores

analíticos, explorando, simultáneamente, algunos aspectos sintéticos de las NP estudiadas.

Desde una perspectiva sintética, se desmostró que el empleo de diseño experimental

durante la etapa de síntesis de NP permite mejorar sustancialmente la reproducibilidad

batch  a  batch de  las  propiedades  de  los  NM  (morfología,  tamaños,  polidispersidad,

potencial  zeta).  Particularmente,  este  enfoque  quimiométrico  nos  permitió  obtener

nanopartículas de plata estabilizadas con ácido gálico altamente reproducibles, tanto desde

el  punto  de  vista  de  sus  propiedades  fisicoquímicas  y  su  respuesta  instrumental

(espectroscopias  y  microscopias),  como  de  los  resultados  obtenidos  en  aplicaciones

específicas, como el  quenching de fluorescencia de sondas moleculares. Por otro lado, la

obtención de nanovarillas de plata resultó posible de lograr sin emplear surfactantes que

direccionen el crecimiento de los centros de nucleación, mediante el control estricto de la

concentración de NaOH del medio de reacción durante la reducción con citrato de sodio,

que ocurre durante la etapa de crecimiento del cristal. Esto nos permitió obtener AgNR con

ligandos que pueden ser reemplazados fácilmente en aplicaciones que requieren acceso a la

superficie  metálica,  sin  necesidad  de  involucrar  laboriosos  tratamientos  post-síntesis.

Considerando la finalidad analítica de esta tesis,  y  ante la necesidad de contar con un

método  de  estimación  de  la  concentración  de  este  tipo  de  partícula  no  esférica,  se

desarrolló  un  algoritmo  para  calcular  la  concentración  de  cualquier  sistema  de  NP,

independientemente  de  su  grado  de  polidispersidad  y  de  la  presencia  de  múltiples

morfologías. La utilización del algoritmo presentado requiere información respecto de las
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dimensiones de las NP y de sus proporciones relativas en la muestra. La información

aportada por imágenes TEM, una técnica ubicua en la investigación nanotecnológica,

es ideal para emplear nuestro algoritmo.

Se observó que la sonda fluorescente CZL interacciona con la cavidad de la HP-b-

CD  formando  complejos  de  estequiométria  1:1,  confirmando  resultados  previos

obtenidos en nuestro laboratorio.  A nivel  espectroscópico,  esta interacción induce

ligeros cambios espectrales a longitudes de onda en el rango del UV-visible, pero una

importante exaltación de la fluorescencia del CZL. Por otro lado, se comprobó que

AuNP y AgNP interaccionan con CZL (tanto con la especie aislada como formando

parte de un complejo con HP-b-CD) ocasionando el quenching o desactivación de la

emisión de fluorescencia del fluoróforo. Este proceso depende de la concentración de

las NP, del tipo de metal de las mismas y de sus dimensiones, así tambien como del

ligando que las  estabiliza.  De esta  manera,  los  anteriores  resultados  sentaron las

bases  para  diseñar  una  metodología  analítica  basada  en  este  fenómeno

espectroscópico. En general se observó que CZL aislado (en ausencia de CD) presentó

las mayores constantes de Stern-Volmer, para todas las NP estudiadas.

Se propuso un método para la detección y cuantificación individual de AuNP y

AgNP basado en el  quenching de la emisión de fluorescencia CZL, que proporciona

excelentes  valores  de  recuperación  y  resulta  adecuado  para  detectar  NP  a  bajos

niveles  de  concentración  (pM)  en  agua  de  red  domiciliaria  y  agua  de  río.

Adicionalmente,  los  ensayos  necesarios  para  la  validación  de  la  metodología,

demostraron  que  el  método  es  preciso,  tanto  en  repetibilidad  como en  precisión

intermedia, y exacto. Por otro lado, ante la dificultad de cuantificar simultáneamente

diferentes tipos de nanopartículas, se abordó la problemática, nuevamente, desde un

enfoque quimiométrico. La calibración multivariada de segundo orden a partir de la

información  espectroscópica  suministrada  por  matrices  de  excitación-emisión  y

matrices de  quenching derivadas de las primeras,  resultó de gran utilidad para la

detección y cuantificación simultánea de AgNP y AuNP. Este método multivariado

presentó cifras de mérito excelentes, con LOD del orden de 10-12 M, mejores a los de la
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metodología univariada. Los métodos analíticos propuestos son simples, rápidos, de

bajo costo, no requieren de equipamiento costoso ni personal altamente calificado, y

no requieren pretratamientos de la muestra, como separaciones o preconcentración

de los analitos. Estas características, sumadas a su gran rendimiento analítico, los

transforma  en  candidatos  adecuados  para  el  análisis  de  rutina  de  muestras

ambientales.

A nivel personal, considero que el trabajo desarrollado en esta tesis doctoral ha

contribuído  significativamente  a  un  área  de  la  ciencia  aún  poco  explorada  y  con

enorme  potencial.  Al  día  de  hoy,  y  luego  de  varias  décadas  de  desarrollo  de  las

nanociencias,  el  conocimiento  adquirido  en  investigaciones  relacionadas  a  la

implicancia de los NM en el ambiente está todavía lejos de ser suficiente como para

crear un modelo detallado del comportamiento y el destino de este tipo de materiales

luego  de  su  emisión.  Desde  el  área  de  la  química  analítica,  se  contribuyó

principalmente mediante la validación de métodos de detección más simples que los

mayormente distribuidos (ICP-MS), pero con alcances similares. 

Todos los resultados presentados sientan las bases para posteriores desarrollos,

principalmente enfocados en el estudio analítico de sistemas nanoparticulados que

simulen  las  transformaciones  que  los  NM experimentan  una vez  que  ingresan  al

ambiente,  y  que  afectan  su  detección.  Incluso,  de  la  mano  de  los  métodos

quimiométricos, es posible ampliar el enfoque analítico y extenderlo hacia estudios

de monitoreo ambiental, centrados en sistemas de clasificación de acuerdo al estadio

del  ciclo  de  vida  del  nanomaterial  o  en  la  discriminación  del  origen  de  estos

contaminantes emergentes, entre otras.
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Anexo A
ANOVA en diseño de

experimentos1

A.1. Introducción

En  análisis  de  regresión  lineal  simple  y  análisis  de  regresión  lineal  múltiple,  se

presentan  métodos  para  modelar  la  relación  entre  una  respuesta  y  diferentes  factores

asociados  (llamados  predictores  en  regresión)  basados  en  el  conjunto  de  datos

experimentales observados. Sin embargo, en este tipo de estudios observacionales, resulta

difícil establecer relaciones de causa-efecto entre factores y respuestas, ya que numerosas

justificaciones alternativas pueden utilizarse para explicar los cambios observados en los

valores de las respuestas. Para lograr establecer estas relaciones causa-efecto es necesario

llevar a cabo experimentos especialmente diseñados. En los experimentos la respuesta es

investigada al estudiar únicamente el efecto del factor (o factores) de interés, excluyendo

todos  los  otros  efectos  que  pueden  proveer  justificaciones  alternativas  a  los  cambios

observados en la respuesta. Esto se hace en dos formas. En primer lugar, los niveles de los

factores  deben  seleccionarse  cuidadosamente  y  deben  ser  estrictamente  controlados

durante  la  ejecución  del  experimento.  Seleccionar  los  niveles  de  los  factores  para  un

determinado experimento es lo que se llama diseño del experimento. En segundo lugar, los

experimentos deben realizarse de forma aleatoria, para que los efectos de los factores no

evaluados se cancelen entre sí de modo que los cambios observados en respuestas sólo

correspondan a los factores estudiados. El registro de las observaciones experimentales de

forma aleatoria  es  denominado  aleatorización.  Éste  es  el  proceso de asignación de los

diversos niveles de los factores investigados a las unidades experimentales en un modo

aleatorio.  Un  experimento  está  totalmente  aleatorizado  si  la  probabilidad  de  que  una

unidad  experimental  esté  sujeta  a  cualquier  nivel  de  un  factor  es  igual  para  todas  las

unidades experimentales.
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A.2. Análisis de experimentos de un único factor

El análisis de estudios experimentales involucra el uso de modelos de análisis de

la varianza (ANOVA). En experimentos de un solo factor, los modelos ANOVA son

utilizados para comparar los valores de la respuesta media a diferentes niveles del

factor.  Cada  nivel  del  factor  es  investigado  para  ver  si  la  respuesta  es

significativamente diferente a la respuesta de los otros niveles del factor.

De  forma general,  el  modelo  de  ANOVA en  experimentos  de  un  factor  puede

expresarse como:

El modelo de ANOVA asume que la respuesta para cada nivel del factor,  i, es la

suma de las respuestas medias del i-ésimo nivel, mi, y un término de error aleatorio eij.

El subíndice  i denota el factor del nivel, mientras que  j representa al replicado. El

término de error aleatorio se asume de distribución normal e independiente con una

media igual a cero y una varianza s2. La ecuación A.1. se denomina  modelo de las

medias. El modelo de ANOVA también puede escribirse considerando los efectos de

los  i tratamientos, ti.  La ecuación A.2. muestra lo que se denomina  modelo de los

efectos, donde m representa la media global.

En el modelo de los efectos, los efectos ti representan las desviaciones de la media

global m. Por lo tanto, existe la condición de que la sumatoria de los efectos de los i

tratamientos debe ser siempre igual a cero.

A.2.1. Ajuste de los modelos de ANOVA

El ajuste de los modelos de ANOVA para un factor puede visualizase mediante un

ejemplo. Si  consideramos un experimento de un factor y tres niveles, existen tres

tratamientos que pueden incorporarse al modelo de los efectos presentado en la Ec.

A.2.  Para  el  primer  tratamiento  (primer  nivel),  el  modelo  puede  escribirse  de  la
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siguiente manera:

Como existe la condición  t1 +  t2 +  t3 = 0, entonces  t3 = - (t1 +  t2), y el modelo

resulta: 

Los modelos para el segundo y tercer tratamiento se pueden obtener de forma

similar, y resultan iguales a:

Los  coeficientes  de  los  efectos  de  los  tratamientos  t1 y  t2 pueden  expresarse

usando dos indicadores de variable, x1 y x2, de la siguiente manera:

y el modelo de ANOVA puede reescribirse como la Ec. A.7., usando los indicadores de

variable x1 y x2.

La ecuación A.7. representa la versión de regresión del ANOVA para un sistema

de un factor y tres niveles. Este modelo de regresión considera que el factor evaluado

es  cualitativo  y  de  tres  niveles,  y  por  lo  tanto  se  necesitan  dos  variables  para

representar el factor. Si el factor evaluado resulta cuantitativo en la práctica, solo se

necesitaría una única variable de predicción en el modelo de regresión, y este tomaría

la forma yij= b0 + b1 xi1 + eij en un modelo de primer orden, por ejemplo. A diferencia
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y1 j=μ+τ1+0×τ2+0×τ3+ε1 j

y1 j=μ+τ1+0×τ2−0×(τ1+τ2)+ε1 j

y1 j=μ+τ1+0×τ2+ε1 j

Ec. A.3.

Ec. A.4.

Primer tratamiento:y1 j=1×μ+1×τ1+0×τ2+ε1 j

Segundotratamiento :y2 j=1×μ+0×τ1+1×τ2+ε2 j

Tercer tratamiento:y3 j=1×μ−1×τ1−1×τ2+ε3 j

Ec. A.5.

Efecto tratamiento τ1:x1=1 ;x2=0
Efecto tratamiento τ2 :x1=0 ;x2=1

Efecto tratamiento τ3:x1=−1 ; x2=−1

Ec. A.6.

y i j=μ+xi1×τ1+xi2×τ2+εi j Ec. A.7.
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de  este  último modelo  de  regresión,  el  modelo  de  regresión  de  ANOVA  no  hace

ninguna asunción sobre la naturaleza de la relación entre la respuesta y el  factor

investigado. Tratar un factor particular como cualitativo o cuantitativo depende de

los objetivos del experimento. Si el objetivo es únicamente determinar si cambios en

el nivel del factor producen cambios significativos en la respuesta, el factor puede

considerarse  cualitativo.  Si  al  contrario  se  desea  realizar  predicciones  o  una

optimización,  el  factor  debería  modelarse  de modo cuantitativo para relacionar  la

respuesta  y con  las  variables  x,  pudiendo  obtenerse  los  coeficientes  m,  bi,  etc.

mediante alguna metodología de regresión.

El  modelo  planteado  puede  expandirse  al  convertir  el  modelo  a  notación

matricial, de la forma:

donde y es el vector de respuestas, X la matriz de variables de los efectos xi, b un

vector que contiene m y los ti efectos (niveles) analizados y e es un vector error. Esta

notación es de particular importancia para el análisis de diseños de múltiples factores

y niveles. Las matrices (o vectores)  y,  X y  b son empleadas para el cálculo de las

sumas de cuadrado que se discuten a continuación.

A.2.2. Test de hipótesis en experimentos de un factor

El test de hipótesis en experimentos de un factor examina el modelo de ANOVA

para ver si la respuesta a cualquier nivel del factor es significativamente diferente de

aquella respuesta obtenida a otros niveles. Si a todos los niveles la respuesta obtenida

no es significativamente diferente, entonces se concluye que el factor estudiado no

afecta la respuesta. El test del modelo de ANOVA se lleva a cabo comprobando si

cualquiera de los efectos del tratamiento ti son distintos de cero. Las hipótesis son las

siguientes:
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El test para la hipótesis nula se lleva a cabo evaluando el estadístico F, que se

define de acuerdo a la ecuación A.9., donde MSTR representa el cuadrado medio del

modelo de ANOVA y MSE es el error cuadrático medio.

El valor de MSTR se obtiene al dividir la suma de cuadrados de los tratamientos

SSTR por sus grados de libertad gl(SSTR). La suma de cuadrados se obtiene al resolver

la ecuación A.10., con na igual al número de niveles evaluados para el factor, m es el

número de replicados  a  cada  nivel,  y representa el  vector  de  respuestas,  H es  la

matriz hat o “sombrero” que puede obtenerse de la matriz X en Ec. A.7. - de acuerdo a

H=X(X'X)-1X' – y que permite transformar los valores del vector respuesta observada

a valores del vector respuesta ajustada, y J es una matriz de unos. El número de gl de

la suma de cuadrados del tratamiento es igual al número de predictores empleados

para el modelo. El supraíndice ' indica la matriz transpuesta.

Por su parte, MSE se obtiene al dividir la suma de cuadrados del error SSE por sus

correspondientes grados de libertad gl(SSE). El valor de SSE a partir de la diferencia

entre la SSTR y la suma de cuadrados total (SST), con SSE=SST-SSTR. De forma análoga,

los  grados  de  libertad  de  SSE se  obtienen  por  diferencia,  siendo  gl(SSE)=gl(SST)-

gl(SSTR). La suma de cuadrados total SST, se puede obtener a partir de la ecuación

A.11., en la que se reemplaza la matriz  H de Ec. A.10. por la matriz identidad  I. El

número  de  grados  de  libertad  de  SST es  igual  al  n-1,  con  n igual  al  número  de

observaciones experimentales.

Una  vez  determinado  el  estadístico  F0,  es  posible  calcular  la  probabilidad  de
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MSE

Ec. A.9.

SSTR=y ' [H−(
1

na×m
) J ]y Ec. A.10.

SST=y ' [I−(
1

na×m
) J]y Ec. A.11.
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aceptación o no de la hipótesis nula, a partir del p-valor (Ec.A.12.), con F obtenido a

partir de una distribución de Fischer con los correspondientes grados de libertad del

sistema estudiado.

Cuando el  p-valor obtenido es menor que el  nivel  de significancia deseado,  se

rechaza la hipótesis nula y se concluye que el nivel del factor evaluado tiene un efecto

significativo sobre la respuesta.

A.2.3. Análisis de los residuales

Para  asegurarse  de  que  los  supuestos  de  ANOVA  no  se  violan,  siempre  es

necesario graficar los residuales del  modelo  eij.  El  modelo ANOVA asume que los

términos de error aleatorio eij están normal e independientemente distribuidos con la

misma  varianza  para  cada  tratamiento.  La  normalidad  de  los  residuales  puede

confirmarse  mediante  un  gráfico  de  probabilidad  normal  de  los  residuales,

esperándose un comportamiento lineal de los residuales alrededor de la recta normal.

La  igualdad  de  varianza  se  comprueba  al  graficar  los  residuales  contra  los

tratamientos y las valores ajustados de los tratamientos, yi, inspeccionando como se

distribuyen  en  el  espacio  los  residuales.  Si  se  observan  ciertos  patrones  de  los

residuales  en  estos  gráficos,  entonces  es  necesario  llevar  a  cabo  algún  tipo  de

transformación de la  respuesta que asegure la  igualdad de las  varianzas,  como el

método  de  Box-Cox.  La  independencia  de  los  residuales  se  puede  comprobar  al

graficar los términos de error residual contra el orden de corrida, asegurando que no

exista algún tipo de patrón en estas gráficas.

A.3. Análisis de experimentos con múltiples factores

Los experimentos en los cuáles se evalúan simultáneamente dos o más factores

son usuales. La mejor manera de analizar estos experimentos es mediante algún tipo

de diseño específico, como los diseños factoriales. Un diseño factorial es aquel en el
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cual todas las combinaciones de factores y niveles son estudiadas en cada replicado

del  experimento.  Estos  diseños  permiten  además  estudiar  completa  y

sistemáticamente las interacciones entre factores, y no sólo identificar los factores

principales significativos.

De  forma  similar  a  como  se  discutió  para  experimentos  de  un  factor,  si  se

considera un experimento de dos factores, el modelo de ANOVA es el que se presenta

en la ecuación A.13., donde y es la respuesta evaluada, m es el efecto medio global, ti

es el efecto del nivel i del primer factor, dj es el efecto del nivel j del segundo factor,

(td)ij representa la interacción entre factores, eijk es el término de error aleatorio y k es

el  número  de  replicados  del  experimento.  En  experimentos  de  más  factores,  el

modelo de ANOVA puede extenderse al incorporar los términos de efectos principales

adicionales y los correspondientes términos de interacción entre factores.

En este caso, los términos ti, dj y (td)ij representan desviaciones de la media global

y, por lo tanto, las sumatorias de cada uno de ellos tienen como condición que deben

ser igual a cero. El modelo presentado en la ecuación A.13. también puede expresarse

en notación matricial como se mostró para el caso de experimentos de un factor, con

la forma general de la Ec. A.8.

A.3.1 Test de hipótesis en diseños factoriales generales

Los test  de hipótesis se plantean de forma similar a lo discutido en la sección

A.2.2.,  pero  se  realizan  para  cada  término  del  modelo  de  ANOVA.  Para  el  caso

ejemplificado de dos factores, se realizan test de hipótesis para el primer factor, para

el segundo factor, y para el término de interacción entre factores, del siguiente modo:
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De manera análoga a lo discutido anteriormente, los test de hipótesis se evalúan

mediante el estadístico F, para cada uno de los términos evaluados. En las siguientes

ecuaciones, MS1 es el cuadrado medio del primer factor, MS2 es el cuadrado medio del

segundo factor, MS12 es el cuadrado medio de la interacción 1-2 y MSE es el  error

cuadrático medio.

Los  cuadrados  medios  se  obtienen al  dividir  las  sumas  de cuadrados  de  cada

efecto por el número de grados de libertad asociado. La suma de cuadrados de cada

uno de los anteriores cuadrados medios se calculan a partir de la suma de cuadrados

del modelo (SSTR), que se divide en sumas de cuadrados adicionales debidas a cada

factor que se van añadiendo de forma secuencial, como se muestra a continuación

para el caso de dos factores, donde SS1, SS2 y SS12 representan la suma de cuadrados

debidas al primer factor, al segundo y al término de interacción, respectivamente:

La  suma  de  cuadrados  del  modelo  SSTR de  dos  factores  para  la  versión  de

regresión del ANOVA puede obtenerse a partir de:

con na y nb igual al número de niveles evaluados para cada factor, m es el número de
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1. H0: τ1=τ2=...=τ i=0(efectoprincipal1estáausente)

H1 : τ i≠0para almenosun i
2. H0: δ1=δ2=...=δ j=0(efectoprincipal2está ausente)

H1: δ j≠0paraalmenosun j

3. H0 : ( τδ)11=(τδ)1 2=...=(τδ)ij=0(interacción estáausente)

H1 : ( τδ)ij≠0para almenosun ij

(F0)1=
MS1

MSE
(F0)2=

MS2

MSE
(F0)12=

MS12

MSE
Ecs. A.14.

SSTR=SS1+SS2+SS12 Ec. A.15.

SSTR=y ' [H−(
1

na×nb×m
) J]y Ec. A.16.
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replicados a cada nivel, y representa el vector de respuestas, H es la matriz hat y J es

una matriz de unos. Se puede observar que esta ecuación es una versión extendida de

la  Ec.  A.10.  para  experimentos  de  un  factor.  De  la  misma  manera,  la  suma  de

cuadrados total SST es igual a:

y la suma de cuadrados del error resulta SSE=SST -SSTR, con gl(SSE)=gl(SST)-gl(SSTR).

gl(SST) es igual al N-1, con N igual al número de observaciones, mientras que gl(SSTR)

es  igual  al  número  de  predictores  o  términos  de  efecto  (efectos  principales  y  de

interacción) empleados en el diseño.

Para el cálculo de las sumas de cuadrados individuales de los factores evaluados

(SS1,  SS2 y  SS12 en  Ec.  A.15.),  es  necesario  tomar  la  diferencia  entre  la  suma  de

cuadrados SSTR después y antes de que cierto efecto haya sido agregado al modelo en

la suma secuencial de la Ec. A.15. Asi, SS12 se obtendría al calcular la diferencia entre

la suma secuencial de SSTR que incorpora el efecto de los factores principales 1 y 2 y el

término de interacción 1-2, y la suma secuencial de SSTR que no considera el efecto de

la interacción. Para el caso de dos factores discutido en esta sección, las sumas de

cuadrados se obtienen de acuerdo a las siguientes ecuaciones:

Conociendo  las  sumas  de  cuadrados  de  cada  efecto  evaluado  y  los  grados  de

libertad asociados,  y  la suma de cuadrados del  error total,  es  posible  calcular los

estadísticos F para cada efecto con las ecuaciones A.14. A partir de los F de cada

efecto y el F crítico de una distribución de Fischer para los correspondientes grados

de  libertad,  es  posible  calcular  el  p-valor  del  efecto  para  aceptar  o  rechazar  la

hipótesis nula de acuerdo al nivel de significancia deseado. Con p-valores menores a
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SST=y ' [I−(
1

na×nb×m
) J ]y Ec. A.17.

SS1=SSTR (μ , τi)+SSTR (μ)

SS2=SSTR (μ , τ i ,δi)+SSTR (μ , τ i)

SS12=SSTR [μ , τ i ,δi ,(τ δ)ij ]+SSTR (μ , τ i ,δi)

Ec. A.18.

Ec. A.19.

Ec. A.20.
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la significancia  a, se rechaza la hipótesis nula y se concluye que el efecto analizado

tiene una influencia significativa sobre la respuesta estudiada. Aquellos efectos con p-

valores mayores que a, no afectan la respuesta significativamente.

A.3.2 Cálculo de los coeficientes de los efectos

Los coeficientes del modelo de regresión de ANOVA pueden obtenerse a partir de

la ecuación A.20., donde b es la matriz de coeficientes de una ecuación de la forma de

Ec. A.7.,  y es el vector de respuestas y  X es la matriz de diseño. El supraíndice -1

indica  la  matriz  inversa.  La  ecuación  A.21.  es  la  usualmente  empleada  en

metodologías de regresión múltiple por cuadrados mínimos.

A.3.3 Análisis de los residuales

Al  igual  que  para  experimentos  de  un  factor,  en  experimentos  de  múltiples

factores también resulta necesario analizar los gráficos de diagnóstico de residuales

para comprobar que el modelo sea adecuado para el estudio realizado.

A.4. Tablas ANOVA del diseño BBD del capítulo 3

A  continuación,  se  presentan  las  tablas  de  ANOVA  del  diseño  Box-Behnken

discutido en el capítulo 3 de la presente tesis para cada respuesta evaluada: Amax, lmax

y FHWM, y los gráficos de diagnóstico correspondientes.

238

Anexo A

β̂=(X 'X )
−1X 'y Ec. A.21.



ANOVA en
diseño de experimentos

A.4.1. Amax

Tabla A.1. Análisis de la varianza para el diseño Box-Behnken de la respuesta Amax.

Fuente de variación Suma de
cuadrados

g.l.* Cuadrado
medio

F p

Modelo 0,031 7 4,48 x10-3 138,05 <0,0001

B [AgNO3] 0,012 1 0,012 358,24 <0,0001

C [AG] 2,67 x10-3 1 2,67 x10-3 82,09 <0,0001

D Tiempo de reacción 1,15 x10-4 1 1,15 x10-4 3,55 0,1016

BC 4,28 x10-3 1 4,28 x10-3 131,96 <0,0001

BD 5,99 x10-3 1 5,99 x10-3 18,46 0,0036

C2 4,67 x10-3 1 4,67 x10-3 143,90 <0,0001

D2 1,18 x10-3 1 1,18 x10-3 36,45 0,0005

Residuales 2,27 x10-4 7 3,25 x10-5

Falta de ajuste 1,81 x10-4 3 6,04 x10-5 5,25 0,0714

Error puro 4,60 x10-5 4 1,15 x10-5

Total 21,80 14

Se puede observar en la tabla A.1. que resultan significativos (p-valor<0,05) los

términos lineales de [AgNO3] y [AG], los términos de interacción [AgNO3]x[AG] y

[AgNO3]xTiempo,  y  los  términos  cuadráticos  [AG]2 y  Tiempo2.  Si  bien  el  término

lineal Tiempo no es significativo, este debe incorporarse en el modelo de ajuste para

mantener la jerarquía del mismo.  El ANOVA muestra significancia del modelo (p-

valor< 0,0001), y el p-valor de LOF igual a 0,0714 indica que esta no es significativa

en relación al error, por lo que el modelo ajusta bien los datos experimentales.

La figura A.1. muestra los gráficos de diagnóstico para el modelo de ANOVA de

Amax. Se muestra los gráficos de distribución normal de los residuos, el de Box-Cox de

transformación de respuesta, y los gráficos de residuos vs. predichos y predichos vs.

experimentales.
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De acuerdo a lo indicado en la sección A.2.3., los gráficos de diagnóstico indican

que existe normalidad de los residuales ya que se posicionan de forma general sobre

la  recta  de  probabilidad  normal  y  que  no  hay  un  error  constante  asociado  a  los

experimentos  (independencia  del  error)  porque  los  residuales  se  distribuyen  de

forma aleatoria alrededor del cero. Además, se observa una buena correlación entre

los predichos respecto a los puntos experimentales,  lo  que se asocia a una buena

capacidad predictiva del modelo de ajuste, y que no es necesaria una transformación

de potencia para igualar las varianzas de acuerdo al gráfico de Box-Cox, ya que el  l
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Fig. A.1.  Gráficos de diagnóstico del modelo ANOVA del BBD para la respuesta Amax.  A)
Gráfico de probabilidad normal de los residuos. B) Residuos vs. Predichos. C) Predichos vs.
Experimentales. D) Transformación Box-Cox.
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del modelo (indicado en línea verde), cae dentro de los límites de transformación

indicados por las líneas rojas.

A.4.2. lmax

Tabla A.2. Análisis de la varianza para el diseño Box-Behnken de la respuesta lmax.

Fuente de variación
Suma de

cuadrados
g.l.*

Cuadrado
medio

F p

Modelo 209,91 2 104,96 62,39 <0,0001

B [AgNO3] 201,58 1 201,58 119,82 <0,0001

C [AG] 29,07 1 29,07 17,28 0

Residuales 20,19 12 1,68

Falta de ajuste 14,89 8 1,86 1,40 0,3936

Error puro 5,3 4 1,32

Total 230,10 14

Se  puede  observar  en  la  tabla  A.2.  que  resultan  significativos  (p-valor<0,05)

únicamente los términos lineales [AgNO3] y [AG]. Además, el ANOVA muestra que el

modelo  es  significativo  (p-valor<  0,0001),  mientras  que  la  LOF  no  lo  es  (p-

valor=0,3936), por lo que el modelo ajusta bien los datos experimentales y se puede

aplicar para explicar el comportamiento de la respuesta lmax.

Los supuestos de ANOVA se comprobaron a partir de las gráficas de diagnóstico

correspondientes, igual a las mostradas para la anterior respuesta discutida. Dichos

gráficos se muestra en la figura A.2.
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A  partir  de  los  gráficos  de  diagnóstico,  se  pueden  arribar  a  las  mismas

conclusiones  que  para  el  caso  de  Amax,  observándose  igualdad  de  varianzas,  y

distribución normal e independiente de los residuales.
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A.4.3. FWHM

Tabla A.3. Análisis de la varianza para el diseño Box-Behnken de la respuesta FWHM.

Fuente de variación Suma de
cuadrados

g.l.* Cuadrado
medio

F p

Modelo 385,19 7 55,03 28,02 0

B [AgNO3] 234,00 1 234,00 119,16 <0,0001

C [AG] 43,80 1 43,8 82,09 <0,0001

D Tiempo de reacción 6,31 1 6,31 3,21 0,1162

BC 56,20 1 56,20 28,62 0

BD 12,23 1 12,23 6,32 0,0413

C2 35,74 1 35,74 18,20 0,0037

D2 64,08 1 64,08 32,63 0,0007

Residuales 13,75 7 1,96

Falta de ajuste 6,05 3 2,02 1,05 0,4632

Error puro 7,7 4 1,93

Total 398,93 14

Se puede observar en la tabla A.3. que resultan significativos (p-valor<0,05) los

términos lineales de [AgNO3] y [AG], los términos de interacción [AgNO3]x[AG] y

[AgNO3]xTiempo,  y  los  términos  cuadráticos  [AG]2 y  Tiempo2.  Si  bien  el  término

lineal Tiempo no es significativo, este debe incorporarse en el modelo de ajuste para

mantener la jerarquía del mismo. El ANOVA muestra significancia del modelo (p-

valor< 0,0001), y el p-valor de LOF igual a 0,4632 indica que esta no es significativa,

por lo que el modelo es adecuado para los datos experimentales.

Los supuestos de ANOVA se comprobaron a partir de las gráficas de diagnóstico

correspondientes (Fig. A.3.).
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Los gráficos de diagnóstico indican normalidad de los residuales, que no hay un

error  constante  asociado  a  los  experimentos,  un  buena  correlación  entre  los

predichos  respecto  a  los  puntos  experimentales  y  que  no  es  necesaria  una

transformación de potencia. 

A.5. Referencias

(1) Adaptado  de ReliaSoft's  Experiment  Design  and  Analysis  Reference de
ReliaSoft Corporation. Accedido el 20 de febrero de 2022 desde  ReliaWiki.org.
Disponible  bajo  una  licencia  Creative  Commons    Atribución/Reconocimiento-
NoComercial-CompartirIgual 4.0 Internacional.
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Estimación de la
concentración de

nanopartículas metálicas

Las  diferencias  en  la  polidispersidad  entre  diferentes  lotes  del  mismo  tipo  de

nanopartícula se originan tanto durante la síntesis o durante el agregado de un agente

ligando de la superficie. Es posible tener en cuenta la variabilidad de la polidispersidad si

uno considera la distribución de tamaños de las nanopartículas. El algoritmo denominado

NANoPoLC  (Nanoparticle  Polidispersity  Corrector)1,  fue  diseñado  para  ser  usado

directamente  con  datos  de  dispersión  dinámica  de  luz  (DLS),  con  miles  de  “eventos”

individuales  registrados  en  una  sola  medida.  NANoPoLC  también  es  compatible  con

mediciones de partículas individuales mediante microscopías electrónicas de transmisión y

de barrido (TEM/SEM). Sin embargo, cuando se usan datos derivados de SEM o TEM, un

tamaño  de  muestra  grande  debe  considerarse  para  llevar  a  cabo  los  cálculos,

particularmente para muestras con una gran polidispersidad.

El modelo puede aplicarse a cualquier distribución de tamaño, independientemente del

nanomaterial considerado. Se define la probabilidad de encontrar una NP de diámetro d de

acuerdo a la ecuación B.1., donde el valor de g(d)h puede interpretarse como la relación del

número de nanopartículas de diámetro d respecto del número total de nanopartículas en la

muestra con una distribución de tamaños descrita por la ecuación g. En la ecuación B.1.,

(d- ≤ d ≤ d+), y d= d+ - d- es un valor infinitesimalmente pequeño.
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Es notable, que el termino g(d)h está directamente relacionado con la dispersión de

tamaños de la muestra. Se puede demostrar que la concentración total de cualquier

sistema de NP dado satisface la ecuación B.2.,  donde  [S] denota la concentración

inicial del precursor de la nanopartícula y F(d) es el número total de átomos para un

precursos de nanopartículas de diámetro d.

Para proveer una buena aproximación a la integral anterior, se puede utilizar la

suma de Riemann como en la ecuación B.3.

Como hi=di+1–di, la suma en la ecuación anterior se calcula para cada i=1, …, n–1.

Por lo tanto los datos recolectados,  g(di), no fueron considerados totalmente en la

integral total, sino que falta la contribución de n-1 a n. Para resolver esta situación, se

utilizó la “regla del trapezoide”, que permite convertir la ecuación B.3. en la ecuación

B.4., donde la suma se realiza para cada i=1, … , n.

Finalmente, [NP] se determina utilizando la ecuación siguiente, que es el algoritmo

de NANoPoLC.

Si se considera una geometría esférica para la población de NP, el algoritmo de

NANoPoLC puede ser calculado a partir de F(di), sólo conociendo el diámetro d de las

esferas. Así, la función F(di) es un aspecto fundamental que determina el volumen de
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[NP]∫F(s)g(s)ds=[S]

[S]=[NP]∑F(di)g(d i)hi

Ec. B.2.

Ec. B.3.

[S]=[NP]∑ [F(di)g(di)+F(d i+1)g(d i+1)]
hi

2
Ec. B.4.

[NP]=
2 [S]

∑ [F(di)g(d i)+F(d i+1)g(d i+1)]hi

Ec. B.5.
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la nanopartícula, abriendo la posibilidad de extender el uso de esta ecuación a formas

más allá de esferas, y se expresa como denota la ecuación B.6., con  VNP(di) igual al

volumen de la nanopartícula de diámetro d, y Vatom el volumen de un átomo único del

precursor.

B.1. Referencias

(1) Lazurko, C.; Ahumada, M.; Valenzuela-Henríquez, F.; Alarcon, E. I. NANoPoLC
Algorithm for Correcting Nanoparticle Concentration by Sample Polydispersity.
Nanoscale 2018, 10 (7), 3166–3170. https://doi.org/10.1039/C7NR08672E.
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Anexo C
Conceptos básicos de

fluorescencia

C.1. Naturaleza del fenómeno de fluorescencia

Cuando una molécula absorbe un fotón de luz, pasa a un estado excitado de mayor

energía. Al retornar a su estado basal, el exceso de energía debe ser liberado. Existen varias

vías  por  medio  de  las  cuales  puede  hacerlo.  Una de  ellas  consiste  en la  liberación de

energía  por  medio  de  calor,  proceso  al  que  se  denomina  desactivación  vibracional  o

relajación no radiativa. Por otra parte, la relajación también puede estar mediada por una

reacción  fotoquímica,  donde  la  molécula  puede  generar  un  producto  determinado  por

descomposición o por reacción con otras especies.1 Por último, si la relajación se produce

por  la  liberación  de  un  fotón  de  radiación  electromagnética,  el  proceso  se  denomina

fotoluminiscencia.

La  fotoluminiscencia  puede  dividirse  en  dos  categorías:  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  C.1.  Los  estados  electrónicos  se  denotan  como  S0 (estado

electrónico fundamental), S1, S2, etc. (estados excitados). Los estados tripletes como T1, T2,

etc.  Los  niveles  vibracionales  se  encuentran  asociados  a  cada  nivel  electrónico.1,2 La

fluorescencia tiene lugar cuando una molécula en un nivel de energía vibracional cero de

un estado electrónico excitado retorna al  estado electrónico fundamental  (S1  S→ 0),  sin

cambios en la multiplicidad de spin, por la emisión de un fotón. Una expresión cuantitativa

de la eficiencia de la fluorescencia es  el  rendimiento cuántico,  f,  que corresponde a la

fracción de moléculas  excitadas  que regresan a  su estado fundamental  por emisión de

fluorescencia. Los valores que puede adoptar el rendimiento cuántico rondan desde 1, que

implica que todas las moléculas en un estado excitado emiten luz por fluorescencia, a 0,
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donde la fluorescencia no ocurre.1 Dado que las moléculas que se relajan hacia el

estado basal por un mecanismo muy rápido, la fluorescencia se observa sólo cuando

es  un  mecanismo  de  relajación  más  eficiente  que  la  combinación  de  otras

desactivaciones,  por  ejemplo,  por  conversión  interna.  La  conversión  interna  se

entiende como la transición no radiativa entre dos estados electrónicos de la misma

multiplicidad  de  spin.  Ocurre  desde  el  nivel  vibracional  más  bajo  de  un  estado

electrónico excitado a un nivel vibracional alto de un estado electrónico de menor

energía.1 Por otra parte, el  entrecruzamiento entre sistemas puede llevarse a cabo

cuando, la molécula que se encuentra en el estado vibracional de menor energía de un

estado electrónico excitado, pasa a un estado vibracional alto de un estado electrónico

excitado de menor energía que posee diferente estado de espín (S1  T→ 1). A partir de

esto, se puede llevar a cabo la fosforescencia, que se observa cuando la relajación

ocurre con la emisión de un fotón de un estado electrónico triplete al estado basal

(T1  S→ 0).1
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Figura C.1. Diagrama de Perrin-Jablonski.
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C.2. Quenching de fluorescencia

La desactivación de la fluorescencia, o quenching de emisión 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  atenuación  de  la  intensidad  de  emisión  fluorescente  de  un

fluoróforo  F  en  el  estado  excitado  (F*)  de  manera  competitiva  con  los  procesos

naturales de desactivación radiativos y no radiativos (procesos 1 y 2 en figura C.2.).3

Los tipos de quenching que involucran a  Q pueden ser descriptos como estático o

dinámico, según el mecanismo de acción de Q, aunque existen casos complejos en los

que operan ambos simultáneamente.2
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Figura C.2. Representación esquemática de los posibles mecanismos de desactivación de la
emisión de fluorescencia de un fluoróforo F. Mecanismos de desactivación intrínsecos de F*:
1,  desactivación no radiativa gobernada por la constante de velocidad knr;  2, emisión de
fluorescencia dependiente de la constante de velocidad k f. Mecanismos de quenching de la
fluorescencia de F*:  3, formación de F~Q no fluorescente en el estado basal entre F y un
quencher  Q (quenching estático);  4,  desactivación de F* por colisión bimolecular  con Q
dependiente de la constante de velocidad de quenching kq y [Q] (quenching dinámico). ℏn se
refiere  a  la  absorción de luz  de frecuencia  n.  ℏn,  constante  de Plank.  KA,  constante  de
asociación.
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En el primer caso,  la preformación de un complejo no fluorescente  F~Q en el

estado energético basal,  gobernado por la constante de quenching,  KA (proceso 3,

figura C.2) conlleva a una disminución de la fracción de F libre. En el segundo caso,

F* es desactivado por la colisión bimolecular con Q (proceso 4, figura C.2.).

En el caso del quenching estático, la dependencia de la intensidad de fluorescencia

con la concentración de quencher puede ser derivada de la constante de asociación de

la formación del complejo. Esta constante está dada por la ecuación C.1., donde [F-Q]

es  la  concentración  del  complejo,  [F]  es  la  concentración  del  fluoróforo  no

complejado y [Q] es la concentración del quencher. Si el complejo no es fluorescente,

entonces  la  fracción de fluorescencia  restante  (F/F0)  está  dada por la  fracción de

fluoróforo que no está complejado: f=F/F0.

Si la concentración total de fluoróforo esta dada por [F0 ]= [F]+[F-Q], entonces se

puede obtener la ecuación C.2. Al sustitiur [F-Q] en la ecuación C.1.

Al  sustituir  las  concentraciones  de  fluoróforo  por  las  intensidades  de

fluorescencia, la ecuación C.2. puede reescribirse como la ecuación C.3.

Esta ecuación se conoce como ecuación de Stern-Volmer.2

La derivación formal de la ecuación de Stern-Volmer surge de las consideraciones

de  las  velocidades  de  todos  los  procesos  de  desactivación  de  un  fluoróforo  en  el

estado excitado mencionados en la figura C.2., knr,  kf, kq. En este sentido, la variable
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KA=
[F−Q]

[F][Q]
Ec. C.1.

KA=
[F0]−[F]

[F ][Q]
=

[F0]

[F] [Q]
−

1
[Q]

Ec. C.2.

F0

F
=1+K A[Q] Ec. C.3.
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que engloba las constantes de velocidad de los procesos de desactivación es el tiempo

de vida de F*,  t . Los experimentos de determinación de los tiempos de vida de un

fluoróforo en el estado excitado (técnica denominada espectroscopia de fluorescencia

resuelta en el tiempo) en ausencia (t0) y en presencia (t) de  Q permiten discernir

inequívocamente el tipo de quenching involucrado. En general, si t= t0, la presencia

de Q no afecta a F*; de manera que la asociación ocurre con el  F en el estado basal

(quenching estático). Por el contrario, si  t< t0, la aceleración en la desactivación de

F* se atribuye a la colisión bimolecular con Q (quenching dinámico). A partir de un

gráfico de t0/t en función de [Q] es posible determinar de manera directa la constante

de velocidad de quenching colisional, kq.2 Una característica del quenching colisional

es que la disminución en la intensidad de fluorescencia es proporcional al tiempo de

vida, por lo que la relación t0/t puede expresarse por la ecuación C.4.

La dependencia de F0/F en función de [Q] es lineal; relación que se observa para

quenching  estático  y  dinámico.  De  esta  manera,  ambas  ecuaciones  pueden

representarse por la ecuación C.5., donde KSV es la constante de Stern-Volmer.2 Por lo

tanto, si el quenching es estático se cumple que  KA=KSV y las ecuaciones C.3. y C.5.

son  equivalentes;  pero  si  es  dinámico,  KSV=kqt0.  Si  ambos  mecanismos  ocurren

simultáneamente, se obtienen desviaciones de la linealidad.2

C.3. Referencias

(1) Harvey, D. Modern Analytical Chemistry; McGraw-Hill: Boston, 2000.
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τ0
τ =

F0

F
=1+kq τ0[Q] Ec. C.4.

F0

F
=1+KSV [Q] Ec. C.5.
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(2) Lakowicz,  J.  R.  Principles  of  Fluorescence  Spectroscopy;  Springer  Science  &
Business Media, 2013.

(3) Fraiji,  L.  K.;  Hayes,  D.  M.;  Werner,  T.  C.  Static  and  Dynamic  Fluorescence
Quenching Experiments for the Physical Chemistry Laboratory. J. Chem. Educ.
1992, 69 (5), 424. https://doi.org/10.1021/ed069p424.
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calibración univariada

D.1. Parámetros analíticos

A continuación se definen brevemente las cifras de mérito analíticas necesarias para la

validación de métodos.1

• El  intervalo  dinámico  es  aquel  en  donde  las  concentraciones  del  analito  se

encuentran entre la menor cantidad detectable y la concentración a la cual se pierde la

relación  entre  respuesta  analítica  medida  y  concentración  de  analito  (Fig.  D.1.).  Este

intervalo puede ser lineal o no lineal,2 aunque es aconsejable para el trabajo cuantitativo

realizar  las  determinaciones  dentro  del  intervalo  lineal  de  respuestas.  Se  denomina

intervalo dinámico lineal al intervalo de concentraciones donde la respuesta analítica y la

concentración de analito responden a  una función lineal.

• La sensibilidad corresponde a la variación de la respuesta instrumental por unidad

de concentración de analito. Por lo tanto, este parámetro es igual a la pendiente de la recta

de regresión de un gráfico de señal medida en función de concentración de analito.3

• El  LOD  define  la  mínima  cantidad  de  analito  que  genera  una  señal

significativamente diferente a la señal del blanco.2,4

• El  LOQ  indica  la  mínima  cantidad  de  analito  que  es  cuantificable  con  una

desviación estándar relativa de predicción del 10 % como máximo.2,4

• La  precisión  de  los  resultados  analíticos  describe  la  magnitud  de  los  errores

aleatorios del método analítico. En términos estadísticos, mide la dispersión de los valores

respecto de la media.4

• La  exactitud  se  refiere  al  grado  de  concordancia  entre  el  valor  individual   o

promedio determinado mediante la aplicación del método analítico y el valor verdadero o
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de referencia presente en la muestra. Los errores sistemáticos y aleatorios pueden

afectar la exactitud de un método.5

• La selectividad establece en que medida la señal correspondiente al analito de

interés es afectada por la presencia de otras especies que actuan como interferentes

en la muestra.2

• La robustez  define  en  que  medida  los  resultados  se  reproducen cuando se

realizan   pequeñas  modificaciones  en  las  condiciones  experimentales  del  método

propuesto a fin de evaluar la fiabilidad del método durante su uso normal.1

• La recuperación, expresada como porcentaje, es una medida de la eficiencia

del método analítico para recuperar y medir el analito adicionado en una matriz.6

En las próximas secciones, se profundizará sobre los parámetros anteriormente

mencionados y los modelos estadísticos que se requieren para el tratamiento de los
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Fig.  D.1.  Representación del  rango dinámico, rango lineal,  LOD y LOQ en una curva de
calibración.
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datos experimentales durante la validación de un método analítico.

D.1.1. Calibración y linealidad

La calibración es el  procedimiento mediante el  cual  se determina la expresión

matemática que relaciona la respuesta o señal analítica (y) con la concentración o

cantidad de analito en la muestra (x) (Ec. D.1.).1,2

En la ecuación C.1.,  f(x) representa la función de calibración y ey corresponde al

error  de  predicción  del  modelo  de  calibración,  es  decir,  a  la  diferencia  entre  el

resultado experimental  observado y el  predicho por el modelo. El  error  ey es  una

variable  aleatoria  que  presenta  una  distribución  normal  con  media  y  desviación

estándar iguales a cero.1,7 La naturaleza de la función de calibración f(x) dependerá de

como se encuentran relacionadas las variables  x e  y. Si esta relación resulta lineal,

entonces  la  función  de  calibración se  expresa  según la  ecuación D.2.  y  el  gráfico

correspondiente se denomina curva de calibración.7

La  ordenada  al  origen  (b)  corresponde  a  la  señal  analítica  del  blanco  de

calibración,  mientras  que  la  pendiente  (m)  representa  la  sensibilidad.  Estos

parámetros  se  estiman  a  partir  de  n pares  de  medidas  experimentales  (xi,  yi)

empleando un modelo de regresión adecuado. El método más comúnmente utilizado

para  estimar  los  coeficientes  de  regresión  lineal  es  el  método  de  cuadrados

mínimos.7,8

Para  que  el  modelo  de  regresión  sea  válido  se  deben  cumplir  con  ciertas

condiciones o supuestos:7

• Los errores aleatorios ey son despreciables en x y predominantes en y. 

• La relación entre x e y es lineal en el intervalo evaluado. 

• Los  residuos  son  homocedásticos  (varianza  constante  a  lo  largo  de  las

observaciones). 
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• La distribución de los residuales es normal con una media igual a cero. 

Una  vez  comprobados  los  supuestos  del  modelo  de  regresión  lineal,  debe

efectuarse un análisis de la varianza (ANOVA) a fin de evaluar las fuentes de error

que afectan a la variable dependiente y y el grado de variación observada que puede

explicarse mediante el modelo estadístico.9 En un modelo de regresión, las fuentes de

error pueden ser de dos tipos: aquel error que puede ser explicado por el modelo y

que corresponde a la regresión, y aquel que no puede ser explicado por el modelo y se

considera  error  aleatorio  (residuos).  En  términos  generales,  un  mejor  ajuste  de

regresión será aquel en el cual la contribución de los residuos al error total observado

para el modelo de regresión sea mínima. A partir de los resultados de una tabla de

ANOVA para  la  regresión,  es  posible  derivar  un  test  de  hipótesis  para  H0:  m=0,

(m=pendiente de la curva de calibración). Como candidato para probar la hipótesis

nula planteada, se debe considerar el estadístico  F, que se define como el cociente

entre el cuadrado medio del error de regresión (MSR) y el cuadrado medio del error

de  los  residuos  (MSE).  Bajo  los  supuestos  del  modelo  lineal,  y  cuando  H0 es

verdadera, F tiene  una  distribución  de  Fischer  con  1 grado  de  libertad  en  el

numerador y n-2 grados de libertad en el denominador. Así, para un test de hipótesis

con un nivel a de significancia H0: m=0; H1: m≠0, la hipótesis nula será rechazada si

el  valor del  estadístico  Fobs cumple con  Fobs>F1,n-2,1-a,  o bien cuando su  p-valor sea

menor a  a, con p-valor=P(F(1,n-2)>Fobs). Cuando la hipótesis nula es rechazada, se

puede afirmar que existe una relación lineal entre la variable predictora x y la variable

de respuesta y.9

Resulta más interesante el test de falta de ajuste (LOF), que permite decidir si un

supuesto modelo lineal es compatible con los datos experimentales, o si estos últimos

están  sesgados.9 La  única  información  disponible  sobre  la  discrepancia  entre  el

modelo lineal  y  los resultados  experimentales  está  provista  por los  residuales  del

ajuste yi-ŷi, a partir de los cuales se obtiene la suma de errores cuadrados (SSE).9 Los

residuales de cualquier ajuste pueden descomponerse en dos términos, uno igual a la

suma de variables aleatorias qi, y el otro es el sesgo Bi.9 Si el modelo es correcto, Bi=0,
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y en caso contrario, Bi≠0 y su valor depende de la variable independiente, por lo que

el modelo lineal no es apropiado. Usualmente, para inferir si un determinado ajuste

tiene sesgo (o LOF), durante la calibración se obtienen replicados de cada muestra de

concentración  xi para obtener una estimación de la varianza (s2).  Esta estimación

representa el error puro, porque si xi es el mismo para varias mediciones, entonces la

variabilidad entre las respuestas observadas es debido a fluctuaciones aleatorias de

las medidas. A partir de yij señales registradas de cada muestra de calibración xi, se

puede construir la suma de cuadrados media del error puro MSPE,9 que considera la

variabilidad interna de las observaciones replicadas. Se puede demostrar también,9

que la suma del error cuadrado SSE tiene dos contribuciones, las suma del error puro

cuadrado (SSPE) y un término denominado suma de error cuadrado de la falta de

ajuste (SSLOF), que es una suma ponderada de las diferencias al cuadrado entre las

respuestas medias  xi a cada nivel  xi y los correspondientes valores ajustados  ŷi.  A

partir de la media de los cuadrados del error puro (MSPE) con N-k grados de libertad y

la media de cuadrados de LOF (MSLOF) con  k-2 grados de libertad (con  k igual al

número de concentraciones de calibrado y N el número total de muestras analizadas),

se  puede  calcular  un  nuevo  estadístico  Fcalc=  MSLOF/MSPE.  Si  Fcalc es  mayor  que

Fa,  k-2,  N-k,  la  hipótesis  nula  (H0:  la  calibración  tiene  LOF),  se  rechaza  al  nivel  de

significancia  a y se concluye que el modelo lineal  propuesto está sesgado y no es

apropiado. Alternativamente, si  Fcalc no excede Fa,  k-2,  N-k, entonces no hay evidencia

suficiente para indicar que la calibración tiene LOF.9

D.1.2. Límite de detección y límite de cuantificación

La Unión Intenacional de Química Pura y Aplicada (IUPAC) define el LOD como

la menor concentración de analito que puede ser detectada a un grado de confianza

específico para un determinado proceso analítico.10

La detectabilidad analítica requiere de dos parámetros: el límite crítico (LC) sobre

el cual se puede afirmar que el analito está presente en la muestra, pero sin evidencia

suficiente; y el LOD, sobre el cual se afirma que el analito estudiado está presente en

la  muestra  con  un  determinado  nivel  de  confianza.  Así,  definir  el  LOD  requiere
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distinguir tres regiones de concentración diferentes, aquellas menores al LC, aquellas

mayores al LOD, y aquellas concentraciones que se encuentran entre el LC y el LOD.11

El valor de LC se define de acuerdo a la ecuación D.3., donde z1-a es el valor de la

distribución normal de una cola para un nivel de significancia a y s0 corresponde a la

desviación estándar de la concentración neta cuando el analito no está presente en la

muestra.

LC se define para marcar un valor mínimo a partir del cual una concentración

predicha se considera causada por el analito. De este modo, existe una probabilidad a

de cometer un error tipo I (o falso positivo), que implica aceptar erróneamente la

presencia del analito en la muestra cuando en realidad está ausente. Por otro lado,

también existe una probabilidad  b de cometer un error tipo II (o falso negativo), al

afirmar que el analito está ausente en la muestra cuando en realidad está presente. La

probabilidad de cometer errores tipo I se visualiza en la región sombreada azul en la

figura D.2., mientras que la de cometer errores tipo II está representada por la región

roja. Considerando ambas probabilidades de error, el LOD se define por la ecuación

D.4.,  donde  z1-b es  el  valor  de  distribución  normal  de  una  cola  para  un  nivel  de

significancia  b y  sD es  la  desviación estándar  de  la  concentración neta cuando el

analito está presente en la muestra.

Si las varianzas se desconocen  y deben estimarse a partir de replicados, entonces

los valores de s0 y sD en Ec. D.3. y D.4. deben reemplazarse por sus correspondientes

estimaciones, s0 y sD respectivamente. De la misma forma, los valores de z, basados en

distribuciones normales, deben ser reemplazados por los correspondientes valores t

de una distribución t-Student con n grados de libertad. En general, se sugiere que las

probabilidades a y  b se asignen iguales a 0,05. De este modo, las expresiones de LC y

LOD (asumiendo varianza constante entre c=0 y c=LOD) resultan:11,12
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En la ecuación D.6. S0 es la desviación de la concentración de los blancos, y es una

aproximación que tiende al  valor  verdadero de  LOD a medida que el  número de

grados de libertad aumenta. Para valores grandes de  n, 2t0,05;n es aproximadamente

igual a 3,3.

Actualmente, en función de la ecuación D.6., la IUPAC recomienda determinar el

LOD empleando la siguiente ecuación:11,12
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LC=t0,05 ;νs0

LOD2 t0,05 ; νs0

LOD=2 t0,05 ;νs0=
3,3sx
SEN √1+h0+

1
I

Fig. D.2. Representación gráfica de la estimación del límite de detección. Las distrubuciones
normales representan el nivel de concentración cero (blanco) y el nivel de concentración al
LOD del método. El área azul representa la probabilidad de cometer errores tipo I en la
determinación del LOD, mientras que el área roja la probabilidad de cometer errores tipo II.

Ec. D.5.

Ec. D.6.

Ec. D.7.
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En  la  ecuación  D.7.  la  desviación  de  la  concentración  del  blanco  (s0)  es

reemplazada  por  la  desviación  estándar  de  los  residuales  de  la  regresión  (sx),  h0

corresponde  a  un  parámetro   de  efecto  palanca  que  se  calcula  de  acuerdo  a  la

ecuación D.8., I representa el número de muestras de calibración y SEN corresponde

a la pendiente de regresión del modelo lineal.

En la ecuación D.8.  Ccal es el promedio de las concentraciones de calibración y ci

corresponde a cada valor de concentración de calibración.

Por otro lado, el LOQ se define como la concentración de analito en la cual el error

predictivo relativo es del 10 % como máximo. Esto implica que la concentración de

analito resulte  10 veces  la  incertidumbre de  predicción.  Así,  la  determinación del

LOQ se calcula empleando la ecuación D.9.11,12

D.1.3. Precisión

La  precisión  del  método  analítico,  aplicado  en  determinadas  condiciones

experimentales, se valida comparando la varianza de los resultados con la varianza de

referencia, que es la esperada o requerida para el método aplicado en condiciones

similares.8 En general, la precisión expresa la cercanía de coincidencia entre una serie

de mediciones obtenidas de múltiples muestreos de una muestra homogénea bajo

condiciones  establecidas.  Se  distinguen  tres  diferentes  niveles  de  precisión  de

acuerdo  a  las  condiciones  evaluadas  durante  la  validación:  la  repetibilidad,  la

precisión  intermedia  y  la  reproducibilidad.13 Por  un  lado,  evaluar  la  repetibilidad

implica  determinar  la  precisión  bajo  las  mismas  condiciones  de  operación  en  un

intervalo  corto  de  tiempo  (mismo  día),  por  un  mismo  analista,  y  en  el  mismo

instrumento  o  equipo.  Un  parámetro  estadístico  útil  a  la  hora  de  evaluar  la
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repetibilidad es el coeficiente de variación porcentual CV (Ec. D.10.),  que informa

sobre  la  dispersión  relativa  de  un  conjunto  de  datos.  En  la  ecuación  D.10.  sx

representa la desviación estándar de replicados de la muestra analizada y x la media

de la población.

La precisión intermedia corresponde a la precisión obtenida dentro del mismo

laboratorio, pero realizando las determinaciones analíticas en diferentes días, y por

diferentes analistas o en diferentes equipos. Finalmente, la reproducibilidad se refiere

a la precisión obtenida en ensayos independientes realizados por diferentes analistas

en  diferentes  laboratorios  aplicando  el  mismo  método  analítico  sobre  la  misma

muestra, con diferentes equipos, reactivos y condiciones ambientales, en un intervalo

de  tiempo  prolongado.  Tanto  la  precisión  intermedia  como  la  reproducibilidad

pueden  evaluarse  mediante  ensayos  de  comparación  de  medias  a  través  del

estadístico  t-Student,  analizando  si  las  medias  experimentales  obtenidas  tras  el

análisis  en  las  diferentes  condiciones  experimentales,  según  corresponda,  son

significativamente iguales (H0: x1=x2=...=xi) o si al menos una de las determinaciones

difiere del resto (H1).8

D.1.4. Exactitud

La exactitud de un método analítico se refiere a la igualdad entre las medias de

dos o más series de medidas y el valor de concentración verdadero de analito en una

determinada muestra.  Existen diferentes  métodos para el  estudio  de la  exactitud,

entre los que se encuentran la verificación con materiales de referencia certificados

(MRC), los ensayos de recuperación sobre matrices o muestras reales, la comparación

de los resultados del método propuesto con un método de análisis de referencia y la

comparación entre ensayos de colaboración interlaboratorio.14

Si la exactitud se evalúa comparando el valor determinado con el método analítico

propuesto  con  los  valores  nominales  adicionados  a  una  muestra  fortificada,  la
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exactitud puede evaluarse mediante comparación de medias con el valor nominal a

cada nivel de concentración evaluado, a través del parámetro estadístico t-Student.

En este caso, H0: x=a, y H1: x≠a, con a igual a la concentración nominal del analito en

cada muestra preparada.4,8

D.1.5. Selectividad e interferencia

La selectividad indica hasta qué punto el método propuesto es capaz de detectar el

analito  inequívocamente  de  otros  componentes  presentes  en la  muestra.  Aquellas

especies que puedan llegar a interferir con la señal analítica del sustrato en estudio se

le llaman interferentes. Teniendo en cuenta la presencia de interferentes, los métodos

analíticos pueden clasificarse según su selectividad de la siguiente manera:2

• Método Universal: presenta sensibilidades comparables para un gran número

de analitos con propiedades muy diversas.

• Método Selectivo: cuando la sensibilidad es alta para un determinado grupo de

especies químicas.

• Método Específico: es sensible a una sola especie química.
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